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« Rien ne peut jamais marcher si l'on songe
a tout ce qu'il faut pour que ca marche. »

Daniel Pennac (Monsieur Malaussene)

« If you try and take a cat apart to see how
it works, the first thing you have on your
hands is a non-working cat. »

Douglas Adams

« Alice laughed. "There's no use trying,"

she said: "one can't believe impossible things."
"[ daresay you haven't had much practice,"
said the Queen. "When I was your age,

[ always did it for half-an-hour a day.

Why, sometimes I've believed as many as

six impossible things before breakfast." »

Lewis Carroll (Through the Looking-Glass)
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Réesume

Le Virus de I'Hépatite C (HCV) est un probléme majeur de santé publique qui touche plus
de 170 millions de personnes dans le monde. Le HCV cible essentiellement les hépatocytes ou il
effectue son cycle de réplication qui peut-étre divisé en trois étapes majeures : l'entrée de la
particule virale qui aboutit a la libération de I'ARN viral dans le cytoplasme, la
traduction/réplication du génome viral et l'assemblage/sécrétion des particules
néosynthétisées. Durant ma these, nous nous sommes intéressés a 1'étape d'entrée qui est un
processus complexe multiséquentiel faisant intervenir de nombreux facteurs cellulaires. Le virus
se lie d'abord a la surface cellulaire via des facteurs d'attachement puis interagit avec des
facteurs d'entrée spécifiques tels que la tétraspanine CD81, le récepteur scavenger Bl et les
protéines de jonctions serrées CLDN-1, -6, -9 et OCLN. La particule virale est ensuite internalisée
via une endocytose dépendante de la clathrine, puis sous I'action du pH acide des endosomes les
enveloppes virale et cellulaire fusionnent permettant la libération de la capside virale dans le
cytoplasme de la cellule infectée.

Parmi les facteurs cellulaires impliqués dans 1'entrée du HCV, deux protéines de la
famille des tétraspanines ont été identifiées, CD81 et CD63. Les tétraspanines sont des protéines
transmembranaires capables de former des microdomaines enrichis en tétraspanines en
interagissant entre elles ainsi qu'avec des protéines dites partenaires. Nous avons testé
I'implication dans l'entrée virale des tétraspanines exprimées dans les hépatocytes. Ainsi, nous
avons montré que CD151 semble également important pour l'entrée du HCV. CD151 aurait un
role indirect sur l'entrée en jouant sur l'organisation membranaire, en empéchant CD81 de
former des clusters qui restreignent I'entrée du virus.

Nous avons aussi étudié le réle que pouvait jouer les polymorphismes de facteurs
d'entrée sur l'entrée virale. Sur une cohorte de patients toxicomanes infectés par le HIV mais
non infectés par le HCV, deux mutations ont été identifiées, R209Q dans CLDN-6 et P24A dans
OCLN, qui n'étaient pas présentes dans les populations contrdles ou coinfectées par le HCV. Chez
les patients toxicomanes, il est tres rare que les patients infectés par le HIV ne le soient pas par
le HCV, suggérant une résistance naturelle de ces patients a l'infection. Nous avons émis
I'hypothese que ces deux mutations pouvaient bloquer l'entrée du HCV. Cependant, la
caractérisation de ces mutations a montré qu'elles n'avaient pas d'effet fonctionnel in vitro.

Enfin, nous avons exploré I'effet de la Monensine, un ionophore polyéther, sur l'infection
par le HCV. Cette molécule augmente le pH des endosomes via ses capacités de transfert d'ions a
travers les membranes cellulaires. Nous avons montré qu'elle inhibe l'entrée du HCV en
bloquant la fusion. De maniere intéressante, la transmission cellule-cellule, un mécanisme
d'entrée du virus encore mal caractérisé, était également bloquée par la Monensine, suggérant
une étape de fusion dépendante du pH pour cette voie. Nous avons généré des mutants de
résistance a la Monensine, notamment le clone FL-8 qui portait deux mutations dans les
glycoprotéines d'enveloppe, Y297H dans E1 et I399T dans E2. Les particules virales portant ces
deux mutations infectaient les cellules de maniére indépendante du pH, présentaient des
propriétés physicochimiques différentes et ne se transmettaient plus de cellule a cellule.

En conclusion ces études soulignent l'importance de l'organisation membranaire pour
I'entrée du virus via certains facteurs cellulaires tels que CD151. Par ailleurs, nous avons mis en
évidence que la transmission cellule-cellule était dépendante du pH et que des mutations
ponctuelles dans E1 et E2 permettent une fusion indépendante du pH. En revanche, des
polymorphismes naturels de CLDN-6 et OCLN n'affectent pas leur capacité a supporter I'entrée
virale.
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Abstract

Hepatitis C Virus (HCV) is a global health problem with over 170 million infected people
worldwide. HCV targets mainly the hepatocytes and its lifecycle is divided into three steps. Viral
particle entry leads to the release of viral genomic RNA into the cytoplasm where translation
and replication take place. Then, new viral particles are assembled and secreted. During my
thesis, we focused on the entry step. Indeed, HCV entry is a complex multistep process that
requires numerous cellular factors. First, the virus interacts with attachment factors and then
interacts with specific cellular factors including the tetraspanin CD81, the scavenger receptor B1
and the tight junction proteins CLDN-1, -6, -9 and OCLN. The viral particle is next internalized
through a clathrin-dependent endocytosis. Finally, fusion at low pH occurs between viral and
endosomal membranes leading to the release of the capsid into the cytoplasm.

Among cellular factors involved in HCV entry, two members of the tetraspanin
superfamily were identified, CD81 and CD63. Tetraspanins are transmembrane proteins able to
organize themselves in tetraspanin-enriched microdomains through tetraspanin-tetraspanin
interactions and interactions with partner proteins. We tested the involvement in HCV entry of
tetraspanins expressed in hepatocytes. Interestingly, we showed that CD151 is also involved in
HCV entry. CD151 seems to play an indirect role in HCV entry through regulating membrane
organization, especially by preventing CD81 clustering, which is unfavourable to HCV entry.

We also studied the effect of some entry factors polymorphisms on viral entry. In a
cohort of drug users infected by HIV but not by HCV, we identified two mutations, R209Q in
CLDN-6 and P24A in OCLN, not found in control or coinfected patients. It is very rare for drug
users patients infected by HIV not to be infected by HCV, suggesting a natural resistance of these
patients to HCV infection. We hypothesized that the two mutations identified might impair HCV
entry. However, the characterization of these mutations showed that they did not have a
functional effect in vitro.

Finally, we investigated the effect of Monensin, a polyether ionophore, on viral entry.
This molecule increases endosomal pH through its ions transfer properties across cell
membranes. We showed that Monensin inhibits HCV entry through impairing the fusion step.
Interestingly, HCV cell-to-cell transmission, another poorly characterized entry pathway, was
also blocked by Monensin, suggesting that a pH-dependent fusion step is also required for this
transmission route. We generated resistant mutants to Monensin, notably the FL-8 mutant
carrying two mutations in envelope glycoproteins, namely Y297H in E1 and [399T in E2. Viral
particles expressing these two mutations infected cells in a pH-independent manner, displayed
different biophysical properties and were not cell-to-cell transmitted.

To conclude, these studies highlight the importance of membrane organization for viral
entry through cell factors like CD151. We also pointed out that cell-to-cell transmission is a pH-
dependent process. In addition, point mutations in E1 and E2 are sufficient to enable HCV to be
pH-independent for its entry. However, polymorphisms in CLDN-6 and OCLN seem to have no
effect on viral entry.
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INTRODUCTION L’HEPATITE C

I- 'HEPATITE C

L ‘hépatite C est une infection virale. Les hépatites virales conduisent a des
inflammations du foie causées par des virus. Elles entrainent une nécrose partielle du
parenchyme hépatique et sont caractérisées par une augmentation des transaminases
dans le sang. Chez 'Homme on connait aujourd’hui cinq hépatites virales : les hépatites
A, B, C, D et E, causées par des virus génétiquement tres différents et donnant des
pathologies variables. Ainsi, les hépatites A et E sont presque uniquement aigués et
durent généralement moins de six mois, alors que les hépatites B, D (toujours associée a
I’hépatite B) et C peuvent étre chroniques et évoluent sur plusieurs années voire

plusieurs dizaines d’années.

A- Epidémiologie

1- Prévalence

L’hépatite C est un probléme majeur de santé publique puisque plus de 170
millions de personnes seraient infectées a travers le monde. Il est estimé que 3 a 4
millions de personnes sont nouvellement contaminées chaque année. Cependant, il est
difficile d’avoir les chiffres exacts du nombre de personnes atteintes. D’une part, la
plupart des patients infectés sont asymptomatiques et ne sont donc pas diagnostiqués.
D’autre part, des biais existent dans les études réalisées et notamment dans le choix des
cohortes. En effet, celles-ci sont souvent réalisées sur des groupes de patients a risque
tels que les toxicomanes, les prisonniers ou les patients infectés par le HIV (Virus de
I'Immunodéficiences Humaines), ce qui ne reflete pas toujours la prévalence dans la
population générale.

La prévalence moyenne dans le monde est comprise entre 2 et 3%, mais varie
d’une région du globe a l'autre, avec I'existence notamment d’'un gradient Nord/Sud. Les
pays occidentaux, notamment 'Europe occidentale et 'Amérique du Nord, présentent
généralement une prévalence inférieure a 2,5% (Lavanchy, 2011). En revanche, cette
prévalence dépasse les 5% dans certains pays d’Afrique et d’Asie et peut méme dépasser

les 10%. C’est notamment le cas de 'Egypte, qui présente la prévalence la plus forte
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dans le monde, notamment a cause des campagnes de traitement de la bilharziose avec

du matériel souillé (Figure 1).

D No data

Figure 1 : Prévalence de I'hépatite C dans le monde.

(Lavanchy, 2011).

2- Voies de transmission

L’hépatite C est une maladie qui se transmet essentiellement par le sang et ses
dérivés. Dans les années 1970 et 1980, la majorité des contaminations était due a des
transfusions sanguines ou a du matériel médical mal stérilisé. En effet, avant le
dépistage systématique dans les poches de sang, le risque de transmettre 'hépatite C de
cette maniere s’élevait a 0,45% par transfusion (Donahue et al, 1992), ce risque étant
aujourd’hui seulement de 1 pour 1 million de transfusions (Pomper et al, 2003). Bien
que les risques dus a des interventions médicales aient été considérablement réduits,
certaines contaminations ont été observées sporadiquement. C’est ainsi le cas de
patients en France ayant été traités pour des varices par sclérothérapie (de Lédinghen et
al., 2007).

La majorité des infections aujourd’hui dans les pays occidentaux sont dues au
partage de seringues usagées lors de l'injection de drogue par voie intraveineuse
(Razavi et al,, 2014). Cependant, I'incidence de ces infections a été diminuée avec 'acces
a du matériel stérile et grace a une meilleure prise en charge des toxicomanes,
notamment dans le cadre des campagnes de prévention contre le SIDA (Hurley et al,

1997). L’incidence a également été diminuée grace aux programmes de substitution a la

méthadone, comme évalué dans une cohorte suisse (Wandeler et al., 2012).
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D’autres voies de transmission sont également possibles bien que minoritaires.
Ainsi, les transmissions par voie sexuelle sont treés rares dans le cadre de relations
hétérosexuelles (Terrault et al.,, 2013), mais celles-ci peuvent devenir significatives dans
le cadre de rapports homosexuels non protégés entre hommes (Terrault, 2002). Des cas
de transmission mere a enfant ont également été décrits dans 4% des naissances de
meres infectées, mais restent relativement rares (Roberts & Yeung, 2002).

De maniere intéressante, une étude menée sur des patients séropositifs pour le
Virus de I'Hépatite C (HCV) dont I'historique excluait tout usage de drogues par voie
intraveineuse et tout recours a une transfusion sanguine, a identifié des causes plus
atypiques de la transmission de la maladie. Cette étude a ainsi montré que les
avortements, les soins esthétiques, la manucure et la pédicure, les sports de contact
ainsi que certains soins dermatologiques pouvaient transmettre la maladie. Par ailleurs,
cette étude a confirmé la transmission de la maladie par le recours a I'acupuncture, a
I'endoscopie digestive, ou encore a 'usage de cocaine par voie nasale (Karmochkine et

al,, 2006).

B- Evolution de la maladie

L ‘hépatite C est une maladie a évolution lente débutant par une infection aigué,
le plus souvent asymptomatique, et pouvant s’étendre sur 25 a 30 ans en cas de
chronicité. L’évolution de cette maladie a pour conséquence le développement d'une
fibrose qui dans 10 a 20% des cas va évoluer vers une cirrhose hépatique qui peut
également évoluer vers le développement d'un carcinome hépatocellulaire (CHC)
(Figure 2). L’'infection par I'hépatite C peut également se compliquer avec des

manifestations extra-hépatiques.
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Infection aigué

10-15% I 85-90%
52-52% Hépatite 48-75% 85-90% Hépatite 10-15%
symptomatique asymptomatique
Guérison Guérison

spontanée spontanée

10-20%

Figure 2 : Evolution de I'infection par I'hépatite C.

(D’apres Gupta et al,, 2013)

1- Hépatite C aigué

Dans environ 70 a 80% des cas, I'hépatite C aigué est asymptomatique et pour
cette raison, elle est rarement diagnostiquée. Elle est caractérisée par une élévation
transitoire du taux de transaminases hépatiques (ALAT et ASAT) au moins 10 fois au-
dessus de la normale. Lorsqu’elle est symptomatique, aprés une période d’incubation
qui varie de 2 a 12 semaines, l'infection aigué se caractérise par une asthénie, une
anorexie, une dyspepsie, des urines sombres, une hépatomégalie et dans de rares cas,
un ictere (Orland et al., 2001). Ces symptomes ne sont toutefois pas typiques et sont
partagés par les autres hépatites virales et peuvent également étre dus a une
réactivation d’'une hépatite C chronique. Il arrive dans quelques rares cas que le patient
développe une hépatite C fulminante, mortelle dans 80% des cas si le patient n’est pas
transplanté immédiatement. Dans 50 a 84% des cas, I'hépatite C aigué évolue vers la
chronicité. La guérison spontanée, quand elle a lieu, est caractérisée par l'absence
persistante d’ARN viral dans le sang des patients. La durée d’une infection aigué est

généralement inférieure a six mois.
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2- Hépatite C chronique

L’hépatite aigué évolue vers la chronicité dans 80% des cas en moyenne.
L’évolution vers la chronicité ou la guérison spontanée dépend de nombreux facteurs a
la fois génétiques et comportementaux. Ces facteurs seront détaillés ultérieurement (VI)
). L'infection persistante évolue lentement, parfois sur plusieurs décennies, et a pour
conséquences essentiellement des pathologies du foie. En effet, si le HCV n’est pas un
virus cytopathique, l'activation constante du systéme immunitaire lors de l'infection
chronique au niveau du foie, en particulier des lymphocytes T, est supposée entrainer
une inflammation constante du foie. Cette inflammation entraine la formation d’un tissu
cicatriciel constitué de dépodts de matrice extracellulaire et entraine I'apparition d'une
fibrose hépatique au cours du temps (Hernandez-Gea & Friedman, 2011). Il a également
été suggéré que le stress oxydatif induit lors de l'infection pouvait étre a l'origine du
développement des fibroses (Cardin et al, 2001; Jain et al, 2001). Les perturbations
induites par le HCV dans le métabolisme lipidique (Mirandola et al, 2009) semblent
également associer I'hépatite C au développement de stéatoses, une pathologie
caractérisée par I'accumulation de triglycérides dans le foie (Machado et al, 2011). 11 a
également été décrit qu’au bout d’une vingtaine d’années, 10 a 20% des hépatites C
chroniques entrainent une cirrhose du foie (Hoofnagle, 2002). Une étude a montré qu’en
moyenne 27% des cirrhoses dans le monde étaient dues au HCV (Perz et al, 2006).
L’infection chronique peut également mener, dans les trente ans suivant l’exposition
initiale, au développement d'un CHC dans 1 a 4% des cas (El-Serag & Rudolph, 2007).
Une étude a montré que 25% des CHC dans le monde étaient dus a I'hépatite C, ce qui,
combiné aux nombreux cas de cirrhoses dus a cette maladie, fait de I'hépatite C la
premiere cause de transplantations hépatiques dans le monde (Perz et al, 2006). L’action
combinée du stress oxydatif induit lors de I'infection pouvant causer des dommages de
I’ADN chromosomique, ainsi que l'apoptose des cellules infectées promouvant la
prolifération de cellules régénératrices, est vraisemblablement responsable du
développement de CHC. De plus, l'interaction de certaines protéines virales avec des
suppresseurs de tumeurs pourrait aussi jouer un réle dans ce processus (Yamane et al.,
2013).

Enfin, I'hépatite C chronique peut également s’accompagner de différentes

manifestations extra-hépatiques. Ainsi, I'activation chronique du systeme immunitaire
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et linteraction entre certaines protéines virales et des récepteurs du systeme
immunitaire semblent étre en cause dans le développement de cryoglobulinémies
mixtes ainsi que dans des lymphomes non Hodgkiniens. Il a également été montré que
des patients pouvaient développer une résistance a l'insuline et un diabéte de type 2
consécutivement a l'infection par le HCV, mais le processus reste encore mal connu
(Vanni et al.,, 2009). Enfin, le fait que le HCV puisse infecter certaines cellules du systeme
nerveux ainsi que les conséquences d’une insuffisance hépatique sur le systeme nerveux
seraient a l'origine de manifestations nerveuses telles que des dépressions (Negro,

2014).

C- Diagnostic

L’infection par le HCV étant majoritairement asymptomatique, il est rare qu’elle
soit diagnostiquée lors de la phase aigué de l'infection. C'est souvent lors d’analyses
sanguines via le dosage des transaminases hépatiques, lors de la palpation du foie ou
lors de biopsies hépatiques, qu'une hépatite C peut étre soupconnée. Le dépistage est en
revanche automatique pour toutes les poches de sang.

Plusieurs méthodes de diagnostic sont disponibles a I'heure actuelle. Tout
d’abord des outils de diagnostic indirect ont été mis en place. Il s’agit de tests ELISA
permettant de détecter dans le sérum des patients des anticorps dirigés contre
différentes régions du génome. Plus récemment, un test rapide et simple a utiliser,
OraQuick® HCV Rapid Antibody Test, permet a partir d’'une simple goutte de sang de
détecter des anticorps dirigés contre la protéine de capside (encore appelée core) du
HCV (Lee et al, 2011). Cependant, la séroconversion n’ayant lieu que dans les 7 a 8
semaines suivant l'infection, d’autres méthodes permettant un dépistage plus précoce
sont nécessaires.

Il s’agit des méthodes de diagnostic direct, visant a détecter directement le virus
dans le sang du patient. C'est le cas de tests ELISA permettent de détecter et de
quantifier certains antigenes viraux, en particulier la protéine core. La corrélation entre
les niveaux de protéine core détectés et les niveaux d’ARN viraux (Descamps et al., 2012;
Park et al, 2010), rend ce test particulierement intéressant pour évaluer la charge virale
a moindre coiit que celui de la quantification directe des ARNs viraux (Moscato et al,

2011). En effet, des méthodes diagnostiques visant a détecter ’ARN viral ont été
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développées. Ces méthodes sont sensibles et permettent un diagnostic plus précoce que
la détection d’anticorps ou d’antigénes. Ainsi, des méthodes de RT-PCR (Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) et de TMA (Transcription-Mediated
Amplification) en temps réel permettent de quantifier respectivement des ADN double-
brin et des ARN simple-brin, ce qui permet de mesurer la charge virale du patient
(Ghany et al.,, 2009).

Enfin, du fait des disparités dans la réponse aux différents traitements contre le
HCV et du fait que certains traitements ciblent spécifiquement un génotype viral, le
génotypage est un outil essentiel dans le diagnostic du patient. Pour cela, différents tests
ont été développés et reposent essentiellement sur trois méthodes. La premiere est le
séquencgage d'une région donnée du génome. La seconde est I'hybridation a I'aide d'une
sonde spécifique d’'un génotype. Enfin, la troisieme méthode consiste a réaliser une PCR

nichée a l'aide d’amorces spécifiques d’'un génotype (Chevaliez & Pawlotsky, 2012).
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II- LE VIRUS DE L’'HEPATITE C (HCV)

A- Découverte

Alors que depuis les années 1960 des outils existaient pour diagnostiquer le
Virus de I'Hépatite A (HAV) et le Virus de I'Hépatite B (HBV), il apparait rapidement
dans les années 1970 que des cas d’hépatites virales, majoritairement post-
transfusionnelles ne sont dues ni a HAV, ni a HBV. On parle alors d’hépatites « non A non
B » (Feinstone et al., 1975). Deux formes d’hépatites « non A non B » sont décrites, 'une
se transmettant par voie parentérale et I'autre par voie entérale. Bien qu'il soit possible
d’'infecter des chimpanzés a partir des séra de patients infectés par un virus d'une
hépatite « non A non B » parentérale (Bradley et al, 1985), 'agent infectieux tarde a étre
isolé du fait de difficultés a le propager en culture cellulaire. Son génome est cloné pour
la premiere fois en 1989, pres de 15 ans apres la description des hépatites « non A non
B », il s’agit du HCV (Choo et al, 1989). Le virus de I'hépatite E (HEV), responsable de
I’hépatite « non A non B » transmise par voie entérale, a été quant a lui identifié peu

apres (Krawczynski & Bradley, 1989).

B- Classification

De part les similitudes qu'’il partage avec les membres de cette famille, le HCV a
été classé dans la famille des Flaviviridae du genre Hepacivirus (Choo et al, 1991). Les
Flaviviridae sont des virus enveloppés a ARN simple brin de polarité positive non
segmenté et possédant une capside icosaédrique. Les Flaviviridae comportent trois
autres genres : les Flavivirus (virus de la dengue, virus de la fievre jaune, virus West Nile,
virus de I'encéphalite a tique), les Pestivirus (virus de la diarrhée bovine) et les Pegivirus
(HPgV (anciennement GBV-C), SPgV (anciennement GBV-A)) (Scheel et al, 2014). Les
Hepacivirus different des autres genres de Flaviviridae notamment de part I'organisation
de leur génome.

Pendant longtemps, il a été pensé que les Hepacivirus trouvaient leur origine chez
les primates. En effet, le seul autre Hepacivirus connu était le GBV-B, un virus infectant le
tamarin. Cependant, les récentes découvertes ont remis cette hypothése en cause. En

effet, récemment ont été découverts non seulement des Hepacivirus infectant les
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rongeurs (RHV) et les chauves-souris, mais surtout des Hepacivirus infectant les chiens
et les chevaux (NPHV), retrouvés partout dans le monde. Or, le HCV est plus proche

génétiquement du NPHV que du GBV-B (Scheel et al, 2014) (Figure 3).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des Flaviviridae.

L’analyse phylogénétique repose sur les comparaisons de séquence du géne codant
I’hélicase virale (Kapoor et al.,, 2013).

Le HCV présente une grande diversité et est lui méme subdivisé en génotypes
dont les séquences nucléotidiques divergent d’environ 30% et en sous-types viraux
divergeant d’environ 20% (Sheel et al.,, 2014). On dénombre aujourd’hui 7 génotypes et
67 sous-types répartis de facon différentielle dans le monde (Smith et al., 2014). Ainsi, le
génotype 1 est présent un peu partout dans le monde, alors que le génotype 2 est
essentiellement retrouvé en Asie. Certains génotypes sont présents dans des zones plus
restreintes. Ainsi le génotype 4 est largement majoritaire en Egypte, tandis que le

génotype 5 est principalement retrouvé en Afrique du Sud (Figure 4) (Hajarizadeh et al,
2013).
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Figure 4 : Distribution géographique des génotypes du HCV.
(D’apres Hajarizadeh et al.,, 2013)

La grande diversité retrouvée chez le HCV est due dans un premier temps a sa
polymérase. En effet, celle-ci ne possede pas de systéeme d’édition et a une probabilité
d’erreur par nucléotide et par réplication comprise entre 10 et 10->. Ce chiffre, ramené
aux 1012 virions produits chaque jour par un individu chroniquement infecté, explique
en partie la présence de quasi-espéces virales. Par ailleurs, le caractere majoritairement
chronique de l'infection favorise I'établissement de quasi-especes virales. Enfin, des
phénomeénes de recombinaisons intra- et inter-génotypiques ont également été
observés, permettant donc une encore plus grande variabilité (Hoshino et al, 2012;
Kalinina et al., 2002; Shi et al, 2012; Yokoyama et al, 2011). Cependant, ce processus
reste limité par I'existence de mécanismes de prévention des superinfections au sein

d’une cellule déja infectée (Liu et al, 2009; Tscherne et al., 2007).

C- La particule virale
1- Structure et propriétés de la particule virale

Les particules virales isolées de séra de patients ou de chimpanzés infectés ont
permis d’étudier leur structure ainsi que leurs propriétés biophysiques. Ceci a mis en
évidence que le HCV se présente sous forme de petites particules de 50 a 80 nm de
diametre (Catanese et al, 2013; Kaito et al., 2014) ayant une grande hétérogénéité de

densité. En effet, la densité des particules virales varie de 1,03 a 1,20 g/cm3 (André et al,,

-45 -



INTRODUCTION LE VIRUS DE L’HEPATITE C

2002; Pumeechockchai et al., 2002). De maniere intéressante, ce sont les particules de
plus faible densité qui sont les plus infectieuses (Gastaminza et al, 2006; Lindenbach et
al, 2006; Vieyres et al, 2010). Ces différences de densité sont dues au fait que la
particule virale est associée a des lipoprotéines (André et al.,, 2002; Nielsen et al.,, 2006;
Thomssen et al, 1992). En effet, 'assemblage et la sécrétion des particules se font en
étroite relation avec la voie de sécrétion des VLDLs (Very Low Density Liporoteins). Il a
été montré entre autres que ApoA1l (apolipoprotéine A1), ApoB, ApoE et ApoC1 étaient
incorporées par les particules virales et en réduisaient la densité (Catanese et al,, 2013;
Chang et al, 2007a; Gastaminza et al., 2008; Meunier et al, 2008; Sun et al., 2013). On
parle alors de lipoviroparticules. Cette association aux apolipoprotéines contribue a
I’échappement de la particule virale au systeme immunitaire et en particulier aux
anticorps neutralisants, en masquant en partie les glycoprotéines d’enveloppe. Elle
aurait également un role dans les propriétés fusogenes de la particule virale (Haid et al,
2009).

Les particules du HCV sont constituées d'une nucléocapside formée par
I'oligomérisation de la protéine core associée a I’ARN génomique viral simple brin de
polarité positive (ARN (+)). Cette nucléocapside est elle-méme entourée d'une
membrane lipidique d’origine cellulaire, I’enveloppe virale, dans laquelle sont ancrées
des hétérodimeres des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (Deleersnyder et al.,, 1997;
Dubuisson et al, 1994; Vieyres et al., 2010). Il a été suggéré que la lipoviroparticule
pourrait avoir une structure hybride avec une partie formée par le virion et une partie

constituée par les apolipoprotéines (Bartenschlager et al., 2011a) (Figure 5).

Apolipoprotéines

Enveloppe

Nucléocapside

ARN(+)

Glycoprotéines E1 et E2

50-80 nm

Figure 5 : Organisation de la lipoviroparticule du HCV.
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2- Organisation de I'ARN génomique viral

a- Généralités

L’ARN génomique du HCV est un ARN simple-brin de polarité positive de 9,6 kb. Il
est constitué d'un cadre de lecture unique (ORF) codant une polyprotéine d’environ
3010 acides aminés. Cet ORF est flanqué de deux régions non-codantes, les région 3’- et
5’-UTR (UnTranslated Region). La polyprotéine est maturée par des protéases virales et
cellulaires. Ainsi, les protéases cellulaires au niveau du réticulum endoplasmique (RE),
les signal peptidases (SP) et les signal peptide peptidases (SPP), liberent les protéines
structurales tandis que les protéases virales NS2/3 et NS3/4A liberent les protéines
non-structurales. Cela aboutit a la libération de 10 protéines, dont 3 protéines
structurales en N-terminal (la protéine de capside core et les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2) et 7 protéines non-structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
et NS5B, la polymérase virale) en C-terminal (Figure 6). Les protéines NS3 a NS5B
constituent la réplicase virale. Enfin, un décalage dans le cadre de lecture semble mener
a 'expression d’'une onziéme protéine, la protéine F ou ARFP (Alternative Reading Frame

Protein).
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Figure 6 : Organisation génomique du HCV et maturation de la polyprotéine virale.

L’ARN(+) flanqué des régions 5’- et 3’-UTR est traduit grace a 'IRES (Internal Ribosomal
Entry Site) en une polyprotéine. Cette polyprotéine est maturée par des protéases
cellulaires (SP et SPP) et virales (NS2/3 et NS3/4A). L’association membranaire des
différentes protéines matures au niveau du RE est également représentée. Les protéines
structurales sont indiquées en bleu et les protéines non-structurales en marron. La
protéine p7, a l'interface entre les protéines structurales et non structurales est en vert
(d’apres Atoom et al., 2014).

b- Les régions non-codantes

i) Larégion 5’-UTR

Les 340 premiers nucléotides en 5’ de I’ARN génomique viral correspondent a
une région non-codante, la 5’-UTR. Cette région comporte un IRES (Internal Ribosome
Entry Site), qui se prolonge jusqu’aux 42 premiers nucléotides du gene core (Honda et
al, 1996). Cet IRES comporte tous les éléments nécessaires a 'initiation de la traduction
(Jietal, 2004; Kieft et al., 2001; Pestova et al., 1997). En effet, '’ARN génomique du HCV,
a la différence des ARNm de I'hote, n’est pas coiffé (Tsukiyama-Kohara et al., 1992). Ceci
permet au virus d’échapper a certains mécanismes cellulaires entrainant une diminution
de la traduction des protéines cellulaires et virales en réponse a une infection. De
maniere intéressante, I'IRES est la partie du génome viral la plus conservée parmi les
différents génotypes (Soler et al, 2002). C'est une région hautement structurée
comportant 6 domaines (I a VI) eux-méme divisés en sous-domaines (Collier et al., 2002;

Dibrov et al, 2006; Lukavsky et al, 2000; 2003) (Figure 7). Les domaines II, III et IV
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sont essentiels pour le recrutement de la sous-unité 40S des ribosomes et les sous-
domaines a, b et c du domaine III permettent la liaison avec le facteur de traduction elF3

(eukaryotic translation Initiation Factor 3) (Kieft et al., 2002).

Vi

-

Figure 7 : Représentation schématique de I'RES du HCV.

Les domaines I a VI de I'IRES ainsi que leurs sous-domaines respectifs sont repésentés.
Les domaines permettant le recrutement de la sous-unité 40S ribosomale et de elF3 sont
indiqués en violet. Les sites de fixation de miR-122 sont également indiqués. pK:
pseudo-nceud (d’apres Pifieiro & Martinez-Salas, 2012).

Par ailleurs, la région 5’-UTR possede deux séquences cibles en tandem du micro
ARN miR-122 séparées par 8 ou 9 nucléotides entre les domaines I et II (Jopling, 2008).
Le miR-122 est un microARN cellulaire essentiel au HCV qui, en stabilisant I’ARN viral,
régule positivement la réplication et la traduction de la polyprotéine virale (Henke et al.,

2008; Roberts et al,, 2011).

ii) La région 3’-UTR

Les 200-235 derniers nucléotides de ’ARN viral constituent quant a eux la région
3’-UTR. Cette région comporte une séquence variable et, contrairement aux ARNm
classiques, ne comporte pas de queue polyA mais une région polyU/C qui précede trois
tiges-boucles terminales tres conservées constituant la région dite 3'X (Kolykhalov et al,,
2000; Yanagi et al.,, 1999). La région variable, la séquence polyU/C ainsi que la premiere

tige-boucle de la région 3’X jouent un réle d’amplificateurs de la traduction, en relation
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étroite avec I'IRES (Song et al.,, 2006). Une interaction entre les régions 5’-UTR et 3’-UTR
via le domaine IIld de I'IRES a été montrée, renforcant cette idée (Kumar et al., 2013;
Romero-Ldopez & Berzal-Herranz, 2009).

En plus de son role dans la traduction, la région 3’-UTR est aussi impliquée dans
la réplication virale. Il a ainsi été montré que les régions conservées étaient nécessaires
a la réplication du HCV (Kolykhalov et al, 2000; Yi & Lemon, 2003). En effet, ces régions
permettent l'interaction entre I’ARN génomique et différentes protéines de la réplicase
virale. Ainsi, la seconde tige-boucle interagit avec une région structurée de I’ARN codant
la protéine NS5B et cette interaction est essentielle pour la réplication virale (Friebe et
al, 2005). De plus, la troisieme tige-boucle permet une interaction avec NS3 (Banerjee &
Dasgupta, 2001). Enfin, la protéine NS5A peut se lier a la région polyU/C (Huang et al,
2005).

c - Les protéines structurales

i) La protéine core

La protéine core, ou protéine de capside, est une protéine trés conservée,
basique, capable de se lier a '’ARN génomique du HCV et permettant son encapsidation
(Santolini et al, 1994). Apres avoir été libérée de la polyprotéine par une signal
peptidase (SP) cellulaire, core est maturée par le clivage de son peptide signal en C-
terminal permettant son adressage au RE par une peptide signal peptidase (SPP)
cellulaire (McLauchlan et al, 2002). La protéine core mature est constituée de 50%
d’hélices-a, se présente sous forme de dimeres (Boulant et al,, 2005; Matsumoto et al,
1996; Nolandt et al, 1997) et s’organise en deux domaines. Un premier domaine
hydrophile, D1 (résidus 1 a 117), situé en N-terminal et riche en résidus chargés
positivement, est impliqué dans la liaison a I’ARN et la dimérisation de core. Un second
domaine hydrophobe, D2 (résidus 118 a 177), situé en C-terminal est quant a lui
impliqué dans I'association aux gouttelettes lipidiques (GLs) et au RE (Barba et al., 1997;
Hope & McLauchlan, 2000; Rouillé et al., 2006).

Core est une protéine essentielle a l'assemblage des particules virales
infectieuses, non seulement de part son role structural, mais également via ses capacités

a recruter le complexe de réplication au niveau des sites d’assemblage, notamment les
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GLs, en interagissant avec des protéines du complexe de réplication (Masaki et al., 2008;
Miyanari et al., 2007).

En dehors de son réle dans 'encapsidation de ’ARN viral et dans I'assemblage, il
a été montré que la protéine core, en interagissant avec des protéines cellulaires,
pouvait affecter différents processus cellulaires. C’est ainsi que cette protéine régule
I'expression d'un certain nombre de génes et perturbe des voies de signalisation ainsi
que le métabolisme lipidique. Il a en effet été montré que la protéine core inhibait la voie
de signalisation NF-xB (Nuclear Factor-kappa B) qui régule I'expression de nombreux
génes, notamment impliqués dans la réponse immunitaire innée (Shrivastava et al,
1998). La protéine core est également capable de bloquer différentes voies d’apoptose,
telles que celle médiée par le TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha), ce qui contribuerait
a la persistance virale (Marusawa et al., 1999; Ray et al.,, 1998). De plus, la protéine core
a été impliquée dans le développement de stéatose hépatique (Moriya et al., 1997) et de

CHCs (Moriya et al., 1998).

ii) Les glycoprotéines E1 et E2

E1 et E2 sont les protéines d’enveloppe du HCV. Elles sont impliquées dans de
nombreuses étapes du cycle de réplication du HCV, notamment dans I'étape d’entrée,
que ce soit en interagissant avec les facteurs d’entrée cellulaires ou au moment de la
fusion, que dans l'assemblage de la particule. Ce sont des protéines hautement
glycosylées de 160 et 360 acides aminés, respectivement. Ce sont des protéines
transmembranaires de type [ possédant chacune un domaine transmembranaire en C-
terminal d’'une trentaine d’acides aminés et un ectodomaine (Figure 8). Les domaines
transmembranaires sont constitués de deux segments hydrophobes séparés par un
segment polaire trés conservé. Les domaines transmembranaires de E1 et E2 sont
multifonctionnels. En plus de leur role d’ancrage membranaire, ils sont responsables de
la rétention de E1E2 au niveau du RE et ils participent a la formation d’hétérodimeres
non covalents entre E1 et E2 (Ciczora et al., 2005; Cocquerel et al., 1998; 1999; 2000;
2003; Maurin et al., 2011; Michalak et al, 1997; Rouillé et al, 2006). Cependant, il
semblerait que les domaines transmembranaires ne soient pas les seuls a jouer un role
dans cette hétérodimérisation. Ainsi, un motif de répétition heptade riche en leucines

dans I'’ectodomaine de E2 pourrait également étre impliqué (Drummer & Poumbourios,
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2004). Les hétérodimeres non covalents ont longtemps été décrits comme étant la
structure fonctionnelle pour 'entrée virale (Bartosch et al, 2003; Deleersnyder et al,
1997), conférant ainsi un role des domaines transmembranaires dans l'entrée. Il a
toutefois été montré plus récemment que les protéines E1 et E2 présentes a la surface
des particules produites en culture cellulaire pouvaient former des complexes
multimériques covalents stabilisés par des ponts disulfures. Les ectodomaines de ces
protéines contiennent effectivement de nombreuses cystéines susceptibles de former
des ponts disulfures (Vieyres et al, 2010). La mutation de cystéines dans E1, et surtout
dans E2, affecte considérablement l'infectiosité des particules virales (McCaffrey et al,
2012; Wahid et al, 2013). Par ailleurs, des mutations dans les domaines
transmembranaires affectent les capacités de la particule virale a fusionner, conférant a
ces domaines une importance également dans I'étape de fusion entre I'enveloppe virale
et la membrane d’'un endosome (Ciczora et al, 2007). De maniére intéressante, les
interactions entre E1 et E2 participent au bon établissement de la conformation de
chacune d’entre elles (Brazzoli et al., 2005; Cocquerel et al, 2001; 2003; Michalak et al,
1997).

La glycoprotéine E2 est caractérisée par la présence de deux régions
hypervariables, HVR1 et HVR2 ainsi qu’une région variable intergénotypique (IgVR),
tres variable d’'un génotype a I'autre mais tres conservée au sein d’'un méme génotype
(Korenaga et al., 2001; Polyak et al., 1998) (Figure 3).

HVR1 regroupe les 27 premiers acides aminés de E2. Elle est impliquée dans
I'entrée virale en se liant a des facteurs d’entrée du virus, notamment le Récepteur
Scavenger de classe B de type 1 (SR-BI) (Bartosch et al, 2003; Callens et al, 2005;
Scarselli et al, 2002). HVR1 est également impliquée dans la liaison aux
apolipoprotéines. Sa délétion entraine une diminution de l'infectiosité des particules
produites, parallelement a une augmentation de leur densité et donc a une diminution
de leur association aux lipoprotéines (Bankwitz et al, 2010; Prentoe et al,, 2011). Il a
ainsi été montré que 'association de ApoC1 aux particules virales augmentait leur taux
de fusion et que ce mécanisme était modulé par HVR1 (Dreux et al, 2007). HVR1 n’est
toutefois pas indispensable et aurait probablement un réle indirect dans I'entrée virale,
puisque des mutants desquels cette région a été enlevée restent infectieux méme si leur
infectiosité est moindre. De plus, une mutation ponctuelle dans E1 est suffisante pour

restaurer l'infectiosité de ces particules a leur niveau initial (Bankwitz et al., 2010).
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A la différence de HVR1, les role de HVR2 et IgVR sont beaucoup moins connus. Il
semblerait toutefois que ces deux régions soient importantes pour la formation des
hétérodimeres ainsi que dans la modulation de la liaison entre E2 et les facteurs
d’entrée du HCV, notamment CD81 (Albecka et al, 2011; McCaffrey et al., 2011).

Par ailleurs, de nombreux sites dans E2 ont été décrits comme faisant partie du
domaine de liaison a CD81 ou comme pouvant, indirectement, jouer sur la conformation
de la protéine et permettre in fine la liaison a ce facteur d’entrée. Il est en effet difficile
de faire la distinction entre les deux mécanismes, en particulier en 'absence d'une
structure parfaitement établie de E2. Ces sites ont été décrits en détails dans (Fénéant et
al, 2014) (Annexe).

Comme précédemment évoqué, E1 et E2 sont deux protéines hautement
glycosylées. Elles comprennent respectivement jusqu’a 6 et 11 sites de N-glycosylation
(Falkowska et al., 2007; Goffard et al, 2005; Helle et al, 2007; 2010). Ces glycosylations
participent au repliement des protéines et sont donc importantes pour l'assemblage
(Choukhi et al,, 1998; Helle et al., 2010). Le role des glycoprotéines dans I'assemblage et
la sécrétion des particules virales est renforcé par le fait que le remplacement des
glycoprotéines E1 et E2 d'un génotype par celles d’'un autre génotype puisse abolir
I'enveloppement de la capside (Steinmann et al., 2013). L’ajout de N-glycanes permet de
constituer un bouclier glycanique qui va permettre aux particules virales d’échapper a la
réponse immunitaire spécifique de 1'hdte en masquant les épitopes aux anticorps
neutralisants (Figure 8). Cet échappement au systeme immunitaire est aussi médié par
la variabilit¢ de HVR1, région la plus immunogeéne, qui est aussi impliquée dans
I’échappement a la réponse interférons (IFNs) (Abbate et al, 2004; Grahovac et al,

2000; Helle et al., 2011; Pawlotsky et al., 1999).
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Figure 8 : Représentation des glycoprotéines E1 et E2.

E1 et E2 possedent chacune un ectodomaine en N-terminal et un domaine
transmembranaire (TMD) en C-terminal. E2 comprend 3 domaines variables: HVR1,
HVR2 et IgVR. Les sites de N-glycosylation de ces deux protéines ainsi que leur
implication dans la sécrétion, I'entrée ou I'’échappement aux anticorps neutralisants sont
indiqués (Helle et al, 2007).

Le role des glycoprotéines E1 et E2 dans la fusion est sujet a de nombreuses
controverses. Si leur implication est avérée (Haid et al, 2009; Lavillette et al, 2006;
2007; Russell et al., 2009), il est plus difficile de savoir laquelle des deux protéines est la
protéine de fusion. Pendant longtemps il a été supposé que les glycoprotéines
d’enveloppe avaient une organisation structurale semblable a celle retrouvée chez les
autres virus de la famille des Flaviviridae. Des alignements de séquences entre les
séquences de E1 et E2 et celle de la protéine E du virus de la méningo-encéphalite a
tiques (TBEV) ont été réalisés. Le but était de chercher a déterminer de E1 ou EZ2,
laquelle était le plus probablement la protéine de fusion (Garry & Dash, 2003; Yagnik et
al, 2000), sans succes. Krey et collaborateurs, partant du postulat que E2 était la
protéine de fusion et sur base des ponts disulfure prédits dans E2, ont établi un premier
modele de la structure de I'ectodomaine de E2, qui correspondait bien a la structure
d’une protéine de fusion de classe Il (Krey et al., 2010). Cependant, ce modeéle a été mis a
mal récemment, lorsque la structure cristallographique d’une partie de E2 a pu étre
obtenue. Afin d’obtenir cette structure, certains sites de glycosylation ainsi que HVR1
ont toutefois dii étre retirés de la protéine. Malgré tout, la protéine ainsi générée
conserve ses facultés de liaison a CD81, est reconnue par différents anticorps
neutralisants et est capable d’inhiber 'entrée du virus in vitro (Kong et al., 2013). Ainsi,
E2 posseéde une structure majoritairement globulaire constituée de courtes hélices-a, de

boucles et de feuillets-f} ainsi que d’'un domaine central structuré en sandwich-f (Figure
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9). Cette structure a été confirmée quelques mois plus tard par une autre équipe (Khan

etal,2014).
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Figure 9 : Structure cristallographique de E2.

A) La structure cristallographique de l'ectodomaine de E2 sans HVR1 (E2c) est
représentée. La couche avant en N-terminal est représentée en bleu, le feuillet extérieur
(violet) et intérieur (rouge) forme le sandwich-f, la boucle de liaison a CD81 est en bleu,
une région flexible (blanc) recoupe HVR2 (VR2), la couche arriere est indiquée en vert.
Les ponts disulfures sont indiqués en jaune. Les sites de N-glycosylation sont indiqués
dans des cercles verts. Les astérisques indiquent les sites de N-glycosylation ayant été
mutés afin d’établir la structure cristallographique. Les régions désordonnées sont en
pointillés. B) Représentation schématique de la structure de E2 suivant le méme code
couleur que précédemment. C) Comparaison entre la structure de E2 du HCV et la
structure de E du TBEV, protéine de fusion de classe Il (D’apres Kong et al,, 2013&&&).

Si ces dernieres données suggerent que E2 n’est pas une protéine de fusion
classique, elle possede toutefois des motifs impliqués dans la fusion, de méme que E1.
Ainsi, d’autres peptides de fusion potentiels, autres que ceux précédemment cités, ont
été décrits dans E1 et E2 (Drummer et al, 2007; Krey et al.,, 2010; Li et al.,, 2009; Russell
et al, 2009). Par ailleurs, récemment, la structure cristallographique de la région N-
terminale de E1 jusqu’au résidu 79 a été déterminée. Cette région est formée d’une

boucle § suivie d’'une hélice a et de trois brins p formant un feuillet  antiparallele. Cette
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région N-terminale est capable de former des dimeres, probablement via le brin f situé
en C-terminal de cette région. Ces données ne sont toutefois pas compatibles avec
I’hypothese selon laquelle E1 serait une protéine de fusion de classe II (El Omari et al,
2014). L’absence d’'une conformation typique d'une protéine de fusion pour E2 et E1 et
le fait que des déterminants de la fusion soient présents dans les deux protéines
suggerent que la protéine de fusion pourrait en réalité étre constituée du complexe

formé par E1 et E2 (Douam et al.,, 2014; Lavillette et al.,, 2007).

d- Les protéines non-structurales

i) La protéine p7

La protéine p7 est une petite protéine de 63 acides aminés située a la jonction
entre les protéines structurales et non-structurales de la polyprotéine virale (Lin et al,
1994). C’est une protéine présentant deux domaines transmembranaires reliés par une
boucle cytoplasmique chargée positivement et des extrémités N- et C-terminales dans la
lumiere du RE (Carrére-Kremer et al, 2002). Elle s’organise essentiellement en
hexameres ou en heptameres (Chandler et al., 2012; Clarke et al,, 2006; Luik et al., 2009;
StGelais et al., 2009) et forme des canaux ioniques capables de transporter des cations a
travers les membranes biologiques (Griffin et al., 2003; 2004; Pavlovi¢ et al., 2003), ce
qui en fait une viroporine.

Les fonctions de p7 sont encore aujourd’hui méconnues mais il semble que cette
protéine joue un role essentiellement dans I'assemblage du HCV. Des études in vitro ont
montré que p7 était requise pour I'assemblage (Steinmann et al, 2007; Wozniak et al,
2010) et ces résultats ont été observés in vivo sur le chimpanzé (Sakai et al.,, 2003). Une
étude plus récente a montré que I'absence de p7 conduisait a I'accumulation de capsides
incompletes, n’ayant pas ou partiellement incorporé I’ARN viral, au niveau des GLs
(Gentzsch et al, 2013). 1l a également été montré que p7 protégeait la glycoprotéine E2
d’'une dégradation précoce par le protéasome au cours de I'assemblage (Atoom et al,
2013), ce qui est en accord avec l'observation de la colocalisation entre ces deux
protéines (Vieyres et al, 2013a). Les mécanismes exacts restent inconnus mais il semble
que l'activité de canal ionique soit essentielle aux fonctions de p7 sans pour autant étre
suffisante. En effet, lorsque p7 est délétée et complémentée par une autre viroporine

exprimée en trans telles que la protéine M2 du virus Influenza A ou la protéine Vpu du
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HIV-1, I'assemblage des particules de HCV n’est pas restauré (Brohm et al, 2009). Par
ailleurs, il a été suggéré que de part son activité de canal ionique, et notamment de sa
capacité a transporter les protons, elle permettrait d’empécher l'acidification des
compartiments ou les virions sont assemblés, ce qui éviterait que des changements
conformationnels induits par le pH n’en affectent l'infectiosité ultérieure (Atkins et al,

2014; Gan et al, 2014; Wozniak et al., 2010).

ii) La protéine NS2

NS2 est une protéine de 217 acides aminés. La jonction entre NS2 et NS3 est
clivée par 'activité protéase a cystéine de NS2 couplée a I'activité protéolytique de NS3
(Pallaoro et al, 2001; Schregel et al., 2009). Le site catalytique de cette activité protéase
se situe dans la partie C-terminale de NS2, appelée NS2pro et formant des dimeéres a deux
sites actifs (Lorenz et al., 2006). La partie N-terminale de NS2 est quant a elle constituée
de trois domaines transmembranaires potentiels (Jirasko et al., 2010).

Si NS2 n’a pas de role direct dans la réplication virale et ne fait pas partie de la
réplicase (Lohmann et al,, 1999), elle reste cependant nécessaire a cette réplication en
libérant NS3 grace a son activité protéolytique. Par ailleurs, NS2 est importante pour
I'assemblage du HCV en interagissant aussi bien avec les protéines structurales (E2) et
non structurales (p7, NS3 et NS5A). Ceci permet en effet la colocalisation de ces
protéines aux sites d’assemblage (Boson et al,, 2011; Jirasko et al., 2010; Ma et al,, 2011;
Popescu et al,, 2011; Stapleford & Lindenbach, 2011). Ces résultats sont renforcés par
une étude utilisant un mutant ponctuel de NS2 ayant montré que I'expression tardive en
trans de la protéine NS2 fonctionnelle permettait de restaurer la production de
particules virales infectieuses (Yi et al, 2009). Une autre étude sur des mutants de NS2 a
mis en évidence que la protéine était essentielle pour les étapes tardives de

I'assemblage, notamment pour la sécrétion (la Fuente et al.,, 2013).

iii) Le complexe NS3/4A

Les protéines NS3 et NS4A sont des protéines de 631 et 54 acides aminés
respectivement. Ces deux protéines forment un complexe non-covalent ou NS4A est un

cofacteur de NS3. La protéine NS3 possede une activité protéase a sérine dans sa partie
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N-terminale dont la structure est constituée de deux tonneaux-f (Kim et al., 1996; Love
et al, 1996), et est stabilisée par un ion Zn?* (Schregel et al, 2009). Elle possede
également une activité NTPase/hélicase dans sa partie C-terminale (Yao et al, 1999).
NS4A forme un complexe avec NS3 via un brin-f de la partie centrale de la protéine qui
s'insert dans le tonneau-pf en N-terminal de NS3 et permet d’assurer la bonne
conformation du site catalytique (Brass et al., 2008; Kim et al, 1996). Ce complexe est
localisé au niveau de membranes, notamment celles du RE (Wélk et al, 2000), mais
également celles des mitochondries (Horner et al, 2011), grace a une hélice-a
amphipatique en N-terminal de NS3 et a la partie N-terminale de NS4A qui forme une
hélice-a transmembranaire (Brass et al., 2008).

La premiere fonction de ce complexe est de libérer, par clivage protéolytique, le
reste des protéines virales en aval de NS3 grace a son activité de protéase a sérine. Il est
donc primordial pour la réplication virale. De maniere intéressante, ce complexe est
également capable de cliver des protéines cellulaires, en particulier des protéines de la
réponse immunitaire innée, notamment les protéines MAVS et TRIFF de la voie de
signalisation IFNs (IV) A) 1) ).

L’activité hélicase de ce complexe permet de dérouler non seulement des ARNs
double-brin mais aussi des régions d’ARN simple-brin ayant d'importantes structures
secondaires en hydrolysant de 'ATP (Pang et al, 2002). Cette activité requiert une
structure dimérique de NS3 (Serebrov & Pyle, 2004). De maniere intéressante, I'activité
hélicase nécessite que le domaine protéase de NS3 soit présent (Frick et al, 2004). Cette
idée est renforcée dans une étude récente montrant qu'une mutation dans la séquence
liant les domaines protéase et hélicase de NS3 augmentait la réplication virale mais
supprimait l'infectiosité du HCV, suggérant un lien entre les activités des deux domaines
(Kohlway et al, 2014). Si cette activité hélicase semble importante aussi bien dans la
réplication que dans l'assemblage, le mécanisme exact est encore inconnu. Il a été
suggéré que l'activité hélicase pouvait étre impliquée dans le déroulement de certaines
structures secondaires de I'’ARN viral afin d’en faciliter la réplication. Il a également été
proposé que l'activité hélicase puisse aider a dissocier les brins d’ARN apres la
réplication (Lohmann, 2012).

Par ailleurs, la partie C-terminale acide de NS4A est capable d’interagir

notamment avec les protéines de la réplicase virale via une hélice-a négativement
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chargée. Cette interaction est essentielle pour la réplication virale ainsi qu'a

I'assemblage de particules infectieuses (Lindenbach et al., 2007; Phan et al., 2011).

iv) La protéine NS4B

NS4B est une protéine de 261 acides aminés. C’est une protéine possedant 4
domaines transmembranaires dans sa partie centrale (Hiigle et al, 2001). Elle possede
également deux hélice-a amphipatiques dans sa partie N-terminale, AH1 et AH2. AH2
pourrait traverser les membranes, notamment lorsque NS4B est sous forme
d’oligomeres (Gouttenoire et al, 2010; Lundin et al, 2003). En effet, cette protéine a la
propriété de former des trimeres, notamment via la palmitoylation de deux sites dans sa
partie C-terminale (Yu et al, 2006). Deux autres hélices a amphipatiques sont présentes
dans la partie C-terminale de la protéine, H1 et H2. H2, de facon similaire a AH2, peut
s’associer aux membranes cellulaires (Gouttenoire et al., 2009).

Le role de NS4B est encore peu caractérisé mais cette protéine serait impliquée
dans la réplication en interagissant avec des protéines non-structurales telle que NS5A
(David et al,, 2015) ainsi qu’avec 'ARN viral (Einav et al, 2004). Il a également été
montré que cette protéine possédait une activité NTPase induisant ’hydrolyse de GTP et
dont l'activité est nécessaire a la réplication virale (Einav et al, 2004; Thompson et al,
2009). Par ailleurs, NS4B est aussi impliquée dans I'assemblage de la particule virale
(Jones et al., 2009).

NS4B est essentiellement localisée au niveau du RE (Gretton et al, 2005; Hiigle et
al, 2001; Lundin et al,, 2003), ou elle est impliquée dans la formation du « membranous
web », une altération des membranes du RE caractérisée par de nombreuses vésicules
confinées, avec la formation de vésicules a double membranes, au niveau desquelles on
retrouve le complexe de réplication virale (Egger et al, 2002; Ferraris & Blanchard,
2010; Romero-Brey et al, 2011). La formation du membranous web est dépendante de
'oligomérisation du NS4B puisque des mutations affectant la capacité de cette protéine
a former des oligomeres abolissent la formation de ce réseau membranaire. Il a alors été
suggéré que les oligomeres de NS4B pouvaient entralner des incurvations de la
membrane et donc les altérations observées dans le membranous web. Cependant, NS4B
n’est pas la seule protéine virale impliquée dans ces altérations membranaires. En effet,

la protéine exprimée seule ne permet pas d’obtenir une organisation membranaire
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identique a celle obtenue en présence de I'ensemble des protéines virales. Ainsi NS3 et

NS5A seraient aussi liées a ce processus (Paul et al,, 2013; Romero-Brey et al.,, 2011).

v) La protéine NS5A

NS5A est une phosphoprotéine de 447 acides aminés. Deux formes de la protéine
coexistent, une forme phosphorylée de 56 kDa et une forme hyperphosphorylée de 58
kDa. Elle possede une région d’ancrage aux membranes en N-terminal via une hélice-a
amphipatique (Penin et al., 2004) et est organisée en trois domaines (D1, D2 et D3)
reliés par des régions de faible complexité structurale. Grace a son domaine d’ancrage et
a sa capacité a interagir avec core, elle est localisée a l'interface entre le RE et les GLs
(Brass et al, 2002). Les sites d’hyperphosphorylation se trouvent dans la premiere
région de faible complexité, entre D1 et D2, alors que les phosphorylations constitutives
se situent dans la partie C-terminale et dans la partie centrale de la protéine. Les sites
d’hyperphophorylation semblent conférer a la protéine des capacités a moduler la
réplication virale. En effet, les mutations d’adaptation qui apparaissent lors de la culture
cellulaire du virus surviennent souvent au niveau de ces résidus ou dans des résidus
pouvant affecter 1'état d’hyperphosphorylation de la protéine. De plus, des inhibiteurs
de kinases peuvent augmenter la réplication virale in vitro (Appel et al, 2005; Evans et
al, 2004; Neddermann et al, 2004). Il a été montré que des kinases cellulaires, la CKII
(caséine kinase II) (Tellinghuisen et al,, 2008) ainsi que la CKI-a (Masaki et al.,, 2014;
Quintavalle et al, 2007) étaient impliquées dans cette hyperphosphorylation. Cette
régulation négative de la réplication par I’hyperphophorylation de NS5A semble étre liée
a l'absence d’interaction entre la protéine hyperphoshorylée et la protéine cellulaire
hVAP-A (human Vesicle-Associated Protein A), une protéine impliquée dans le trafic
vésiculaire (Evans et al, 2004; Tu et al, 1999). Plus récemment, il a été montré en
microscopie confocale que certains résidus sérine phosphorylés étaient essentiels a la
localisation cellulaire des protéines de la réplicase virale ainsi que des protéines
cellulaires impliquées dans la réplication (Ross-Thriepland et al,, 2015).

Le domaine D1 est également impliqué dans la réplication. En effet, il est capable
de se lier a des ARNs simple- et double-brins lorsque la protéine est sous forme de

dimeres (Hwang et al, 2010; Moradpour et al, 2005; Tellinghuisen et al, 2005). Ce
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domaine contient 4 cystéines permettant la coordination d'un ion Zn?* nécessaire a la
réplication (Tellinghuisen et al., 2004; 2005).

Le second domaine, D2, joue également un réle dans la réplication virale, mais
n'en est pas un acteur indispensable. En effet, la suppression du domaine D2 de la
protéine n’affecte pas la réplication (Appel et al, 2005). De méme, I'absence du domaine
D3 ne perturbe pas la réplication virale (Appel et al, 2005). Ce dernier domaine semble
en effet impliqué essentiellement dans 'assemblage des particules virales (Appel et al,
2008; Tellinghuisen et al., 2008). De plus, le domaine D3 permet l'interaction avec la
protéine core (Masaki et al., 2008), renforcant I'importance du role de ce domaine dans
I'assemblage. Il a par ailleurs été montré que les domaines D2 et D3 étaient capables
d’interagir avec le site actif de la cyclophiline A (CypA) (Chatterji et al., 2010b; Hanoulle
etal, 2009; Verdegem et al, 2011), une protéine jouant un roéle dans la réplication virale
et potentiellement dans I'assemblage (Kaul et al, 2009; Liu et al, 2009b).

De maniere intéressante, des formes tronquées de NS5A ne présentant plus de
région d’ancrage aux membranes ont été observées. Ces formes tronquées peuvent étre
adressées au noyau via un motif de localisation nucléaire en C-terminal de la protéine.
Ceci suggere un role de cette protéine dans la régulation de I’expression des genes de la
cellule cible (Satoh et al, 2000). NS5A est également capable d’'interagir avec de
nombreuses protéines cellulaires, faisant d’elle une molécule clé dans les pathologies du

foie associées a l'infection par le HCV (pour revue : Reyes, 2002).

vi) La protéine NS5B

NS5B, une protéine de 591 acides aminés est une ARN polymérase ARN
dépendante (RdRp). Elle permet aussi bien la formation des ARN(-) qui servent de
matrice a la réplication virale, qu'a la synthese des ARN(+) (Behrens et al, 1996;
Lesburg et al., 1999; Lohmann et al, 1997). C’est une polymérase qui possede in vitro
une tres faible activité catalytique (Lohmann et al, 1998; Tomei et al, 2000). Le
domaine catalytique est constitué par les 530 acides aminés N-terminaux de la protéine
et contient des motifs spécifiques de cette famille de polymérases. Ces motifs sont la
présence d'une séquence GDD (Glycine-Acide aspartique-Acide aspartique) (Behrens et
al, 1996) ainsi qu'une organisation en trois domaines, commune a I’ensemble des

polymérases, en forme de « main droite » avec des domaines « doigts », « paume » et
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« pouce » (Bressanelli et al., 1999; Lesburg et al., 1999) (Figure 10). Deux résidus acide
aspartique, Asp220 et Asp318, situés dans la « paume » permettent de coordiner des

ions métalliques essentiels a la polymérisation des ARNs.

Tunnel a NTP

Figure 10 : Structure de la polymérase virale NS5B.

Le domaine doigts est en violet, le domaine paume en rouge et le domaine pouce en vert
(d’apres Bartenschlager et al., 2013).

La matrice vient se loger dans le sillon fermé, formé a l'interface entre les
« doigts » et le « pouce », menant jusqu’au site actif situé dans la « paume » ou sont
également acheminés les NTPs. La RdRp du HCV est une polymérase peu fidele ne
comportant pas de mécanisme d’édition en cas d’erreur, ce qui contribue a la formation
de quasi-especes virales. La faible activité de la protéine in vitro suggere que cette
activité est modulée grace a des interactions avec d’autres protéines. En effet, cette
protéine est capable d’'interagir avec un certain nombre de protéines. Ainsi, I'activité de
la RdRp est modulée par son interaction avec certaines protéines virales, notamment
NS5A (Shirota et al, 2002), mais aussi avec des protéines cellulaires. Ainsi la
cyclophiline B stimule I'activité de la RdRp en augmentant la liaison entre I’ARN et NS5B
pour certains génotypes du HCV (Heck et al., 2009; Watashi et al., 2005). NS5B est aussi
capable de lier d’autres protéines cellulaires, perturbant certaines voie de signalisation

comme celle induite par le TNF-a via une modulation de I'lkB kinase (Choi et al.,, 2006).

-62 -



INTRODUCTION LE VIRUS DE L’HEPATITE C

Les 21 acides aminés C-terminaux restants contiennent un domaine
transmembranaire formé par une hélice-a, permettant I'ancrage a la membrane de
NS5B au niveau du RE (Schmidt-Mende et al,, 2001). Si cette partie de la protéine n’est
pas nécessaire a I'activité de la polymérase en elle-méme, en revanche, dans un contexte
ou 'ensemble des protéines de la réplicase est exprimé, ce domaine est indispensable a
la réplication virale, potentiellement a travers des jeux de conformations (Moradpour et

al, 2004).

vii) La protéine F

La protéine F (ou ARF (Alternative Reading Frame)) est une protéine issue de la
traduction d'un cadre de lecture alternatif recoupant la séquence du gene de la protéine
core (Walewski et al, 2001). La premiere mise en évidence de la fonctionnalité de ce
cadre de lecture alternatif in vivo a consisté en la production in vitro de peptides de la
protéine F afin de les utiliser comme antigénes pour détecter des anticorps spécifiques
dans des séra de patients infectés (Xu et al., 2001).

Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer le fonctionnement de ce
cadre de lecture alternatif. Il semblerait ainsi que la traduction démarre au codon AUG
du geéne codant la protéine core, mais elle serait suivie d'un décalage du complexe
ribosomal vers une région riche en adénosine, entre les codons 9 et 11 de core (Roussel
etal, 2003; Yeh et al, 2000). Un décalage au niveau du codon 42 a également été décrit
(Boulant et al,, 2003). Il a aussi été montré qu'un codon AUG interne dans la séquence de
core (positions 85-87) pouvait initier la traduction d’'une protéine F plus courte
(Vassilaki & Mavromara, 2003). D’autres sites d’initiation de la traduction on étés
décrits expliquant une importante diversité dans la taille des protéines F (Baril &
Brakier-Gingras, 2005; Branch et al, 2005). Par ailleurs, ces mécanismes sont
dépendants du génotype viral car dépendants de certaines séquences.

La difficulté a détecter cette protéine dans un contexte infectieux fait que ses
fonctions sont encore méconnues et controversées. Quelques études ont suggéré un role
de la protéine F dans les processus de pathogenese (Basu et al.,, 2004; Ma et al., 2008a),
ainsi que dans la modulation de la réponse immunitaire (Fiorucci et al, 2007). Il a été
suggéré que certains roles attribués a la protéine core dans la perturbation de différents

processus cellulaires pourraient en réalité étre attribués a la protéine F. Cependant, en
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raison de la faible stabilité de la protéine, cette hypotheése reste difficilement vérifiable

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

D- Modeéles d’étude

1- Débuts

Pendant longtemps aucun systeme de culture cellulaire n’était disponible pour
étudier le cycle de réplication du HCV. En effet, les réinfections a partir de séra de
patients ou l'utilisation d’hépatocytes primaires humains (PHH) infectés issus de
patients donnaient des résultats extrémement limités (lacovacci et al, 1993; 1997;
Nakajima et al, 1996; Seipp et al., 1997; Tagawa et al., 1995). Les premiéres tentatives
du clonage de I'ARN génomique viral et de sa transfection en culture cellulaire n’ayant

pas été concluantes (Blight et al, 2000; 2003), d’autres systémes ont été développés.

Les premiers systemes disponibles permettaient seulement une étude partielle
du cycle viral. Ainsi, le développement des réplicons subgénomiques et génomiques a
permis d’étudier la traduction et la réplication du virus. Les réplicons subgénomiques
comprennent la région des protéines non-structurales de NS2 ou NS3 a NS5B ainsi que
les régions non-codantes 5’ et 3’ (Lohmann et al, 1999). Ces réplicons peuvent étre bi-
cistroniques lorsque les genes des protéines virales sont contrélés par I'IRES du virus de
I'encéphalomyocardite (EMCV) tandis qu'un geéne de résistance a un antibiotique telle
que la néomycine ou un gene rapporteur comme la luciférase sont sous le controle de
I'IRES du HCV. Des réplicons mono-cistroniques sous contréle uniquement de I'I[RES du
HCV ont également été générés (Figure 11). Sur le méme modele, des réplicons
génomiques ont été développés. Bien qu’ils contiennent tous les genes virauy, ils sont
incapables de produire des particules infectieuses, probablement dii a I'absence de

mutations d’adaptation (Blight et al.,, 2002; Ikeda et al.,, 2002; Pietschmann et al., 2002).
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Figure 11 : Organisation des réplicons subgénomiques.

B)

A) Réplicon bi-cistronique. Les génes des protéines non-structurales sont sous le
controle de I'IRES de 'EMCV tandis que le géne rapporteur (rep) ou le marqueur de
sélection (sm) sont sous le contréle de I'IRES du HCV fusionné aux 12 premiers acides
aminés de la protéine core. B) Réplicon mono-cistronique. Les genes des protéines non-
structurales ainsi que le géne rapporteur ou le marqueur de sélection sont sous le
controle de I'IRES du HCV (d’aprés Lohmann & Bartenschlager, 2014).

Alors que les réplicons permettent I'étude de la réplication virale, le premier outil
utilisé pour tenter d’identifier les facteurs d’entrée du virus a été la production de
formes recombinantes tronquées de la glycoprotéines E2 afin de la rendre soluble (Flint
et al, 2000; Michalak et al, 1997). Cependant, la conformation de ces protéines ne
correspondait pas a la conformation E2 native au niveau de la particule virale, en
particulier a cause de 'absence de la formation d’'un complexe avec E1 (Cocquerel et al,
2003; Deleersnyder et al., 1997; Op De Beeck et al,, 2004; Owsianka et al.,, 2001; Vieyres
et al., 2010). C’est toutefois grace a ce systéme qu’a été suggéré pour la premiere fois
I'importance de CD81 dans le cycle de réplication du HCV (Pileri, 1998).

D’autres outils ont ensuite été développés afin d’étudier I'encapsidation de I’ARN
viral ainsi que l'assemblage et I'entrée notamment, ce sont les pseudovirions ou VLPs
(Virus-Like Particle). Ces VLPs consistent en I’expression des protéines structurales dans
différents systemes cellulaires, soit des cellules d’insectes via des baculovirus
recombinants (Baumert et al., 1998) soit des cellules de levures telle que Pichia pastoris
(Bissig et al., 2010; Falcon et al, 1999). Cependant, ces systémes ont I'inconvénient de
ne pas présenter les mémes profils de glycosylation des glycoprotéines d’enveloppe
produites dans des cellules de mammifere (Clayton et al., 2002).

Egalement et toujours pour étudier I'entrée virale, des virus de la stomatite
vésiculaire (VSV), dans lesquels E1 et E2 ont été fusionnées a la glycoprotéine G du VSV

ont permis de générer des virus recombinants pseudotypés par les glycoprotéines du
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HCV. Cependant, les conformations des glycoprotéines sont différentes de celles
présentes dans les particules natives du HCV, notamment a cause de I'absence de leur
domaine transmembranaire, empéchant ainsi leur interaction (Buonocore et al., 2002;
Matsuura et al,, 2001).

Enfin, des virosomes ont été générés afin d’étudier 1'étape d’attachement du
virus. Les glycoprotéines d’enveloppe sont produites et les hétérodimeres E1E2 ayant
une conformation correctes sont sélectionnés a I'aide d’anticorps conformationnels et

introduits a la surface de liposomes (Lambot et al,, 2002).

2-HCVpp

Il aura fallu attendre 2003 pour disposer d’'un modele réellement performant
pour étudier I'entrée du HCV. Ainsi, le développement de particules rétrovirales
pseudotypées avec les glycoprotéines du HCV (HCVpp) ont permis pour la premiere fois
I’étude de l'ensemble des étapes d’entrée du virus (Bartosch et al, 2003; Hsu et al,
2003). Ces particules sont produites par la transfection simultanée de trois plasmides
dans des cellules HEK-293T. Un premier plasmide code les glycoprotéines d’enveloppe
E1 et E2 tandis qu'un second plasmide code les protéines Gag-Pol d'un Retrovirus, le
virus de la leucémie murine (MLV), codant notamment les protéines de capside et les
protéines permettant la rétrotranscription du génome viral dans les cellules cibles.
Enfin, un troisieme plasmide contient un minigénome viral codant un gene rapporteur
flanqué des séquences LTRs (Long Terminal Repeat) du MLV, permettant d’'une part
I'encapsidation de I'’ARN viral et d’autre part son incorporation dans les cellules cibles.
Les particules ainsi produites sont pseudotypées par les glycoprotéines E1 et E2 et
permettent un cycle d’infection unique de lignées cellulaires hépatocytaires telles que
les cellules Huh-7 (Figure 12). Le niveau d’infection est alors quantifié grace au gene
rapporteur. L'utilisation de plasmides codant les glycoprotéines E1 et E2 des différents
génotypes ont permis de produire des HCVpp pseudotypées par une grande diversité de

génotypes viraux, avec toutefois des efficacités variables (Meertens et al., 2008).
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Figure 12 : Production des HCVpp.

Un plasmide codant les glycoprotéines d’enveloppe, un autre codant les protéines gag-
pol du MLV ainsi qu'un plasmide codant un minigénome viral exprimant le géne
rapporteur de la luciférase flanqué des séquences LTRs du MLV, sous contréle du
promoteur du cytomégalovirus humain (CMV), sont cotransfectés dans des cellules HEK-
293T. Des particules virales ayant encapsidé le minigénome viral et pseudotypées par E1
et E2 sont alors produites. Ces particules permettent d'infecter des cellules Huh-7 en un
cycle d’infection unique. Les cellules infectées expriment alors le géne rapporteur inséré
dans leur génome.

Cependant, les HCVpp ne simulent pas compléetement |'étape d’entrée. En effet,
les cellules 293T ne permettent pas I'association des particules avec des lipoprotéines.
Or, I'assemblage des particules du HCV est intimement lié a la voie de sécrétion des
VLDLs dans les hépatocytes (Gastaminza et al., 2008; Huang et al., 2007a). Ceci aboutit
normalement a l'incorporation d’apolipoprotéines (Apo) dans les particules virales
telles que ApoE, ApoC1, ApoB et ApoA-1 (Catanese et al., 2013; Popescu & Dubuisson,
2009).

-67 -



INTRODUCTION LE VIRUS DE L’HEPATITE C

3- HCVcc

Ce n’est qu'en 2005 qu’est développé un systéeme permettant une amplification
efficace en culture cellulaire du HCV (Wakita et al, 2005; Zhong et al, 2005). Ces
particules (HCVcc pour HCV produit en culture cellulaire) sont produites par
transfection dans des cellules hépatocytaires humaines (Huh-7), d'un ARN génomique
de la souche de HCV isolée chez un patient japonais atteint d’'une hépatite fulminante
(JFH1 pour jJapanese Fulminant Hepatitis 1) de génotype 2a. Ces particules sont
infectieuses dans des lignées cellulaires hépatocytaires, dans les PHHs ainsi que dans
des modeles animaux (Figure 13). Ces particules ont permis d’étudier pour la premiere
fois I’ensemble du cycle viral. De maniére intéressante, des mutations d’adaptation,
permettant d’augmenter les titres infectieux ont été identifiées. Ces mutations sont
présentes a la fois dans les protéines structurales et non structurales, notamment dans
p7 et NS2 (Delgrange et al., 2007; Kaul et al, 2007; Russell et al., 2008; Zhong et al,
2006), ainsi que dans les protéines de la réplicase, en particulier NS3 et NS5A (Gottwein

etal, 2009; Kaul et al.,, 2007; Yi et al., 2006).
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Figure 13 : Production des HCVcc.

L’ADNc du virus JFH1 est transcrit in vitro en ARN. Cet ARN est transfecté dans des
cellules Huh-7 qui vont alors produire des particules infectieuses. Ces particules virales
permettent d’infecter de nouvelles cellules.

Par la suite, d’autres souches virales ont pu étre amplifiées en culture cellulaire
grace a des mutations d’adaptation. C’est le cas du H77S, appartenant au génotype 1a,
bien que la production de particules infectieuses ne soit que partiellement efficace (Li et
al, 2012; Yi et al,, 2006), mais aussi de la souche J6 appartenant au génotype 2a tout
comme le JFH1 (Lietal, 2012).

Afin de disposer de modeles pour l'ensemble des génotypes, des chimeres
intergénotypiques ont été générées. Pour cela, les constructions comprennent
généralement les protéines structurales d’'un génotype donné et les protéines non-
structurales ainsi que la région 3’-UTR du JFH1 (Gottwein et al, 2011; Scheel et al,
2011).
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Ces systemes présentent cependant des limites. En effet, comme nous 'avons vu,
les constructions ont besoin de mutations d’adaptation afin de pouvoir soutenir une
réplication virale efficace en culture cellulaire, ce qui peut ne pas completement refléter

le comportement des virus natifs ne présentant pas ces mutations.

Un autre systeme, dérivé des HCVcc a été développé afin d’'une part de découpler
I'étape d’assemblage et I'étape d’entrée, mais aussi afin de développer un systeme
présentant de moindre risques lors de sa manipulation. Ce systeme est basé sur
particules de HCV trans-complémentées (HCVtcp) et consiste en la transfection d'une
part d’un réplicon subgénomique et d’autre part d'un « virus helper » ou seulement des
genes des protéines structurales afin de restaurer l'assemblage. Ceci permet la
formation de particules capables d’un seul cycle de réplication, de la méme maniére que
les HCVpp. Ces particules sont particulierement intéressantes dans le cadre du
développement d'un vaccin en permettant de délivrer les protéines structurales du virus

sans risque (Adair et al.,, 2009; Steinmann et al., 2008).

4- Cellules permissives

Actuellement, les lignées cellulaires les plus permissives a l'infection par le HCV
et permettant les niveaux de réplication et les productions de particules virales
infectieuses les plus efficaces sont les cellules Huh-7, des cellules hépatocytaires, ainsi
que leurs sous-clones. C’est le cas ainsi en particulier des cellules Huh-7.5, défectueuses
pour la voie de signalisation IFNs RIG-I, essentielle dans la réponse immunitaire innée
contre le HCV (Sumpter et al, 2005). D’autres lignées cellulaires hépatocytaires
permettent une réplication virale. C'est le cas des cellules HepG2 (Narbus et al, 2011)
ou des cellules HuH-6 (Windisch et al., 2005), mais aussi de cellules dérivant d’autres
organes telles que les cellules HEK-293 (Ali et al, 2004) ou HeLa (Zhu et al, 2003).
Cependant la réplication virale est souvent limitée par le défaut d’expression de mir122
ou de ApoE dans ces cellules, ainsi que de certains facteurs d’entrée permettant un cycle
de réplication complet. Il a été par ailleurs observé que les particules produites en
cellules Huh-7 étaient différentes de celles produites in vivo si 'on s’intéresse a leur

profil d’association aux lipides (Bartenschlager et al.,, 2011a; Scholtes et al., 2012).
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Le défaut principal de ces modeéles cellulaires est que ces cellules, a la différence
des hépatocytes ne sont pas polarisées. A ce titre, les PHHs sont un bon modele mais
restent non seulement difficiles a obtenir, mais présentent une diversité génétique
importante d’un patient a l'autre et les niveaux de réplication virale peuvent varier
considérablement (Podevin et al., 2010). Les cellules HepG2 exprimant CD81 en trans, se
polarisent avec le temps en formant des canalicules biliaires, et les cellules Caco-2 qui
peuvent se polariser, sont une bonne alternative aux PHHs (Harris et al, 2013; Mee et

al, 2009; 2010). Cependant, les taux d’'infection dans ces cellules restent faibles.

5- Modéles animaux

a- Chimpanzés

Le chimpanzé commun (Pan troglodytes) est le modele animal qui a
historiquement contribué a I'étude du HCV alors que I'agent responsable n’avait pas
encore été identifié. Naturellement, seul 'Homme peut étre infecté par le HCV.
Cependant, le chimpanzé est le seul primate non humain pouvant artificiellement étre
infecté par ce virus, que ce soit par inoculation intraveineuse de séra de patients (Alter
et al., 1978; Tabor et al, 1978), ou de virus produits en culture cellulaire (Lindenbach et
al, 2006; Wakita et al., 2005). De plus, les chimpanzés infectés par le HCV développent
une évolution similaire a celle se déroulant chez 'Homme. En effet, il est observé une
hépatite aigue, bien que généralement moins importante que chez I'Homme, et un
certain nombre d’animaux évolue vers une infection chronique. L'infection chronique
est cependant moins fréquente chez cet animal (Abe et al, 1992; Bassett et al.,, 1998).
Ceci en fait le modele idéal pour I’étude de la pathogenese virale. Ce modele a ainsi été
particulierement utile dans I'étude de la réponse immunitaire au HCV. En particulier, les
chimpanzés ont permis de montrer qu'une infection par le HCV ne permettait pas de
développer une immunité protective totale face a des infections ultérieures (Farci et al,
1992; Prince et al, 1992). Ce modele a également été utile pour tester certaines
thérapies sans IFN-a (Olsen et al, 2011), ainsi que pour tester certaines préparations
vaccinales (Choo et al, 1994; Folgori et al., 2006).

Ce modele présente toutefois quelques différences avec l'infection chez 'Homme.

Entre autres, le chimpanzé infecté chroniquement ne développe ni fibrose, ni cirrhose, ni
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CHC, des complications a prendre en compte chez I'Homme dans I’évolution et le
traitement de la maladie. Par ailleurs, en raison des colits et des difficultés d’acquisition
et d’entretien ainsi que des restrictions d’ordre éthique de plus en plus importantes, des
modeles alternatifs ont du étre développés et aujourd’hui le chimpanzé est extrémement
peu utilisé.

b- Toupayes

Les toupayes (Tupaia belangeri) sont de petits mammiferes proches des primates
présents en Asie du Sud Est appartenant a la famille des Tupaiidés. Il a été montré plus
tardivement que pour le chimpanzé que cet animal pouvait étre infecté par le HCV (Xie
et al, 1998). Cependant, dans cette étude moins de 30% des animaux parviennent a
développer une virémie transitoire ou intermittente et aucun ne développe une
infection persistante apres infection a partir de séra de patients infectés. De plus, les
animaux doivent étre préalablement irradiés afin de les rendre plus sensibles a
I'infection, via une diminution de leur réponse immunitaire. Cependant, des études plus
récentes utilisant des HCVcc produits en culture cellulaire ou des séra de patients ont
montré un taux d’'infection de plus de 80% des toupayes et ce sans irradiation préalable
(Amako et al, 2010; Xu et al, 2007). De plus, contrairement aux chimpanzés, les
toupayes développent des 1ésions au niveau du foie suite a I'infection par le HCV, telles
que des stéatoses ou des fibroses (Amako et al, 2010). Ces résultats sont encourageants
pour l'utilisation de ces animaux comme modele. De plus, ces résultats sont supportés
par des études ayant montré que des hépatocytes primaires de toupayes pouvaient étre
infectés a partir de séra de patients infectés par le HCV en donnant une infection
productive (Barth et al, 2005; Guitart et al, 2005; Zhao et al., 2001).

Cependant, il existe encore aujourd’hui peu de matériel disponible permettant de
mener des études chez le toupaye. Par ailleurs, le toupaye étant un animal sauvage, la

diversité génétique de ces derniers restent une limite aux études en laboratoire.

c- Rongeurs

i) Souris transgéniques exprimant des protéines virales

Afin d’étudier I'effet des protéines virales sur différents aspects cellulaires et

immunitaires, des souris exprimant des protéines virales seules ou en combinaisons ont
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été générées (pour revue Billerbeck et al, 2013). Ces modeles ont par exemple permis
de mettre en évidence I'implication de core dans certaines pathologies du foie tels que
les CHCs (Moriya et al., 1997; 1998), mais aussi le possible role de NS5A dans 'inhibition
de la sécrétion d'IFN-y, une molécule clé dans la réponse innée et adaptative a I'infection
par le HCV (Kanda et al.,, 2009).

Cependant, ces modeles, notamment en raison des promoteurs utilisés afin de
permettre 'expression des transgenes mais aussi du fait que des copies supplémentaires
de ces genes s’'integrent dans le génome de I'hote, ménent a une expression non
physiologique de ces protéines. Ainsi les effets observés pourraient n’étre diis qu’a une

surexpression de ces protéines.

ii) Souris et rats xénotransplantés

Cellules hépatocytaires. Face aux inconvénients que présentent les précédents
modeles, il était important de développer un modele qui soit a la fois facilement
accessible et sensible a I'infection. Ainsi, des modeles de souris et de rats humanisés ont
vu le jour. Un premier systeme consistait en une xénogreffe ectopique d’hépatocytes
humains au niveau de la capsule rénale ou de l'oreille. Cependant, ce systéme ne se
maintenait que quelques semaines et ne permettait que de faibles niveaux de réplication
virale (Ilan et al, 2002).

Le modele actuellement le plus utilisé est celui des souris SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency), immunodéficientes et génétiquement modifiées par un transgene
exprimant un activateur du plasminogéne (ou urokinase), une protéase a sérine
entrainant la formation de plasmine a partir du plasminogene, sous controle du
promoteur de I'albumine (Alb-uPA). La plasmine étant une peptidase, celle-ci entraine la
fibrinolyse des tissus environnants. Ce gene, sous controle d’'un promoteur albumine,
protéine exprimée dans le foie, entraine alors la mort des cellules hépatiques. Une
xénogreffe avec des hépatocytes humains permet de reconstituer un foie a partir de
cellules humaines dans la souris et celle-ci devient alors susceptible a I'infection par le
HCV (Mercer et al, 2001). Ces souris chimériques permettent d’établir une infection
persistante et se sont révélées particulierement intéressantes dans I'étude des
traitements contre le HCV et de leurs effets sur la propagation virale (Kamiya et al,

2010; Kneteman et al, 2009; Ohara et al, 2011), ainsi que pour I'étude in vivo des
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anticorps neutralisants ou dirigés contre des facteurs d’entrée du HCV (Lacek et al,
2012; Meuleman et al, 2012; Vanwolleghem et al, 2008). Cependant, ce modele
présente I'inconvénient de ne pas permettre d’étudier la pathogenese virale, les souris
étant immunodéficientes. De plus les souris homozygotes pour le gene Alb-uPA étant
stériles, cela rend plus difficile leur élevage.

C’est pour cette derniere raison que des modeles similaires ont été développés,
permettant malgré tout la reproduction des animaux homozygotes. Ainsi, des souris
knockout ont été générées, déficientes en hydrolase fumaryl-acétoacétate (FAH), une
enzyme qui empéche l'accumulation de métabolites du catabolisme de la tyrosine,
toxiques pour les cellules du foie (Grompe et al, 1993). L’utilisation de 2-(2-nitro-4-
trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexanedione (NTBC) permet de bloquer une étape en
amont de ce métabolisme et ainsi d’empécher la production de ces métabolites.
L’utilisation de cette drogue permet alors non seulement de controler le moment ou
I'animal sera transplanté, mais également de maintenir la fertilité des animaux, facilitant
donc leur élevage (Bissig et al, 2007). De plus, les souris ainsi générées sont bien

sensibles a I'infection par le HCV (Bissig et al., 2010).

Un modeéle alternatif aux précédents, permettant de travailler sur des animaux
immunocompétents, a été développé chez le rat. Des feetus de rats sont rendus tolérants
aux cellules Huh-7 via des injections intra-utérines, puis se voient implanter un grand
nombre de ces cellules apres la naissance. Si les rats ainsi modifiés sont sensibles a
I'infection, le modele reste pour le moment trop complexe pour en généraliser

l'utilisation (Ouyang et al., 2001).

Cellules du systeme immunitaire. Des souris SCID peuvent, de facon similaire,
recevoir des xénogreffes de cellules souches hématopoiétiques (HSC) ou de thymus
humain, ce qui permet la production par ces souris de lymphocytes T et B, de cellules
NK, ainsi que de cellules myéloides d’origine humaine (Ishikawa, 2005). Ainsi, des souris
peuvent étre transplantées par des hépatocytes et des HSCs humains provenant du
méme donneur, en faisant des modeles d’autant plus intéressants (Figure 14). De plus,
ces souris peuvent étre infectées efficacement par le HCV et développer une réponse aux
lymphocytes T spécifiques (Washburn et al, 2011). Cependant, la relevance de ce

modele n’est pas encore complétement caractérisée. De plus, ce modele permet
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uniquement I'étude de la phase aigue de l'infection, le maintien sur le long terme des

cellules immunitaires humaines n’étant pas encore au point.
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Figure 14 : Génération de souris humanisées par xénogreffes.

Les méthodes de génération de souris possédant un foie humain, des cellules
hématopoiétiques humaines, ou les deux, sont présentées. iPSC: cellules souches
pluripotentes induites, HSCs: cellules souches hématopoiétiques, iHSCs: cellules
souches hématopoiétiques issues de la différenciation d’iPSCs, iHeps : cellules souches
hépatiques issues de la différenciation d’iPSCs. (D’aprés Von Schaewen & Ploss, 2014).

iii) Souris génétiguement humanisées

Face aux limites des modeles précédents, un modele de souris humanisées

génétiquement a été développé. Ainsi, l'inoculation de souris avec des adénovirus

recombinants exprimant hCD81 et hOCLN, deux protéines jouant un réle important dans

la barriere d’espece du HCV, est suffisante pour permettre au virus de pénétrer dans les

hépatocytes murins in vivo (Dorner et al.,, 2011). Un second modele, basé sur des souris

Y4

transgéniques, et permettant une expression stable de hCD81 et hOCLN a été généré.

Malheureusement, ce systeme ne permet qu'une faible infection par le HCV, et ce lorsque

la voie de la réponse IFN est bloquée (Dorner et al., 2013).
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III- LE CYCLE DE REPLICATON DU HCV

Le cycle de réplication du HCV débute avec I'attachement de la particule virale a
des facteurs d’attachement non spécifiques a la surface des cellules cibles. Ceci permet a
la particule d’interagir avec ses facteurs d’entrée spécifiques, ce qui aboutit a
'internalisation de la particule virale par une voie d’endocytose dépendante de la
clathrine. L’enveloppe virale fusionne alors avec la membrane d’'un endosome précoce,
permettant le relargage de la nucléocapside dans le cytoplasme. Apres décapsidation,
I’ARN(+) est traduit en une polyprotéine qui est clivée et maturée. Les différentes
protéines virales permettent alors la réplication de 'ARN génomique du HCV et
I'assemblage de la particule virale en association avec les GLs. Les virions néoformés

sont sécrétés en suivant la voie de sécrétion des VLDLs (Figure 15).
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Figure 15 : Cycle de réplication du HCV.

1) Le virus entre en contact avec la cellule cible via des facteurs d’attachement puis,
un jeu d’interactions avec des facteurs spécifiques entraine l'internalisation de la
particule virale par endocytose. 2) L’enveloppe virale fusionne avec la membrane
d’'un endosome, libérant 'ARN(+) viral dans le cytoplasme. 3) L’ARN(+) est traduit
en une polyprotéine qui est ensuite maturée et clivée. 4) Les protéines non
structurales appartenant a la réplicase virale permettent la réplication de I'’ARN viral.
5) Les protéines structurales et I'’ARN(+) néo-synthétisé sont assemblés en
association avec les GLs. 6) Les virions néoformés sont sécrétés en suivant la voie de
sécrétion des VLDLs (D’aprés Popescu & Dubuisson, 2009).

-77 -



INTRODUCTION LE CYCLE DE REPLICATION DU HCV

A- Entrée

L’entrée du HCV dans ses cellules cibles est une étape complexe,
multiséquentielle, faisant intervenir de nombreux facteurs cellulaires et viraux. L’entrée
débute par I'attachement de la particule virale a des facteurs cellulaires non spécifiques
tels que les glycosaminoglycanes (GAGs) ou le récepteur aux lipoprotéines de faible
densité (LDL-R). Cette étape d’attachement permet aux glycoprotéines d’enveloppe, en
particulier E2, d’'interagir avec certains facteurs d’entrée spécifiques: la tétraspanine
CD81 et SR-BI notamment. D’autres facteurs d’entrée interviennent par la suite, en
particulier les protéines de jonctions serrées (TJs) claudine-1 (CLDN-1) et occludine
(OCLN) ainsi que les récepteurs tyrosine kinases Ephrine A2 (EphA2) et le récepteur au
facteur de croissance épidermique (EGF-R). Le role des différents facteurs et
I'enchainement précis des différentes étapes de I'entrée sont encore méconnus. Les
interactions avec ces différents récepteurs aboutissent a I'internalisation de la particule
virale via une voie d’endocytose dépendante de la clathrine. Enfin, a pH acide, la fusion
entre I'enveloppe virale et la membrane d'un endosome précoce peut avoir lieu, ce qui
permet de libérer 'ARN génomique viral dans le cytoplasme de la cellule cible (Figure
16).

Outre cette voie d’entrée, le HCV peut aussi se transmettre directement d’une
cellule a une autre. Cette voie d’entrée est encore aujourd’hui tres peu caractérisée, bien
qu’elle semble partager quelques caractéristiques avec la voie précédemment décrite et
nécessitant que des particules virales soient sécrétées dans le milieu extracellulaire. Il
semblerait cependant que ce soit la voie majoritaire par laquelle le virus infecte de
nouvelles cellules. C’est en effet un moyen d'échapper efficacement aux anticorps

neutralisants.
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Figure 16 : Entrée du HCV.

La particule virale interagit avec des facteurs d’attachement (GAGs et LDL-R), permettant
la liaison subséquente entre les glycoprotéines d’enveloppe et des facteurs d’entrée
spécifiques tels que SR-BI et CD81. SR-BI a un réle précoce dans I’entrée, favorisant
I'interaction entre la particule virale et CD81. CD81 forme des complexes avec CLDN1,
essentiels pour l'entrée du virus. La formation de ces complexes est favorisée par
'activité tyrosine kinase de EGFR via la GTPase HRas. La particule virale interagit ensuite
avec d’autres récepteurs, notamment OCLN et potentiellement le récepteur a la
transferrine (TfR). La formation d’'un complexe entre la particule virale et 'ensemble de
ces facteurs d’entrée du HCV pourrait permettre 'internalisation de la particule virale,
par une voie d’endocytose dépendante de la clathrine. Le récepteur NPC1L1 participerait
quant a lui a I’étape de fusion de part son réle de transporteur de cholestérol, libérant
I’ARN viral dans le cytoplasme. La diffusion membranaire de CD81 régule également
I'entrée virale (fleches rouges) Cette diffusion membranaire est favorisée par la sécrétion
de TNF-a par les macrophages, cette derniere permettant également la relocalisation
d’OCLN des TJs vers les membranes basolatérales. Aprés la réplication de ’ARN viral et
I'assemblage des néo-virions, ces derniers sont soit sécrétés pour infecter de nouvelles
cellules, soit transmis directement d’une cellule a une autre par un mécanisme encore a
définir (D’apres Fénéant et al, 2014).
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1- Les facteurs d’attachement

a- Les lectines

Les lectines sont des protéines ayant la capacité de reconnaitre des motifs formés
par des glycosylations. Elles peuvent donc reconnaitre des glycoprotéines. A ce titre,
certaines lectines font partie des récepteurs capables de reconnaitre des pathogenes et
jouent un role clé dans I'immunité. Au sein de la superfamille des lectines, on distingue
la famille des lectines de type C. Ces lectines sont des protéines transmembranaires de
type 1l caractérisées par la présence d'un ou plusieurs motifs de reconnaissance des
carbohydrates (CRD) dépendants du calcium et d’'une région de répétition heptades,
indispensable a la formation de trimeres de ces protéines (pour revue Figdor et al,
2002; Koppel et al,, 2005). Parmi les lectines de type C, on trouve les DC-SIGN (Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) exprimées a la
surface de cellules myéloides et en particulier des DCs (Geijtenbeek et al., 2000) et les L-
SIGN (Liver/Lymph node-Specific Intercellular adhesion molecules-3 Grabbing Non-
integrin) exprimées essentiellement au niveau des cellules endothéliales sinusoides du
foie (Bashirova et al., 2001). Ces lectines en revanche ne sont pas exprimées au niveau
des hépatocytes.

Il a été montré que des particules de HCV provenant de séra de patients infectés
pouvaient se lier aux DC-SIGN et L-SIGN (Gardner et al, 2003). Des études
complémentaires utilisant des formes solubles de E2 ou des VLPs ont permis d’établir
que cette liaison se faisait par l'intermédiaire de la glycoprotéine E2 (Gardner et al,
2003; Lozach et al., 2003; Ludwig et al, 2004; Péhlmann et al.,, 2003), ce qui a été par la
suite confirmé en utilisant des HCVpp et des HCVcc (Chen et al, 2014; Lozach et al,
2003; Stamataki et al., 2009).

Ces deux protéines n’étant pas exprimées au niveau des hépatocytes, le role de
cette liaison sur I'entrée est indirect. Il a ainsi été montré, en utilisant des HCVpp, que
des DCs ayant capturé ces derniers étaient capables de trans-infecter des cellules Huh-7
(Cormier et al, 2004). Des résultats similaires ont été mis évidence avec des
lymphocytes B. Ces derniers expriment en effet a la fois L-SIGN et DC-SIGN et peuvent
capturer des HCVcc. Les complexes lymphocytes B/HCVcc sont également capables de

trans-infecter des cellules Huh-7 (Stamataki et al, 2009). Ces résultats suggerent donc
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que les lectines, exprimées par des cellules endothéliales du foie ou par des DCs,
particulierement présentes au niveau du foie, permettent de recruter les particules

virales au niveau de cet organe.

b- Les GAGs

Les GAGs sont la partie osidique des protéoglycanes. Ce sont des chaines
polyosidiques, majoritairement sulfatées, chargées négativement et formées d'une
succession de diholosides constitués d'un hexosamine et d’'un autre ose tel que l'acide
glucuronique. Les GAGs sont des composants des matrices extracellulaires et servent de
molécules d’attachement pour de nombreux virus. C’est ainsi le cas du virus de la
dengue, un autre membre de la famille des Flaviviridae (Chen et al., 1997; Okamoto et al.,
2012).

Il a ainsi été montré que des héparanes sulfates, majoritairement présents au
niveau du foie, sont impliqués dans I'attachement des particules virales du HCV. En effet,
des études ont montré que la glycoprotéine E2 était capable de lier les héparanes
sulfates (Barth et al,, 2003; Basu et al, 2004; Germi et al,, 2002). Ces résultats ont été
confirmés en utilisant des HCVcc (Morikawa et al., 2007). De plus, I'incubation de virus
issus de patients infectés ou de HCVcc avec de I'héparine, un analogue des héparanes
sulfates, ainsi que 'utilisation d’héparinase, inhibent l'infectiosité des particules (Germi
et al, 2002; Morikawa et al,, 2007). Des études de cinétique ont permis de montrer que
les héparanes sulfates intervenaient tres précocement au cours de 'entrée virale et donc
lors de I'étape d’attachement (Koutsoudakis et al., 2006; Zeisel et al., 2007). Récemment,
des héparanes sulfates impliqués dans l'attachement de la particule virale ont été
identifiés, il s’agit de syndecan-1 (Shi et al, 2013) et de syndecan-4 (Lefevre et al., 2014).

Pendant longtemps il était admis que I'attachement de la particule virale via les
GAGs se faisait par I'intermédiaire des glycoprotéines d’enveloppe, et en particulier de
E2 (Barth et al, 2003). Cependant, aujourd’hui il semble plus probable que cette
interaction se fasse par l'intermédiaire des apoliprotéines incorporées par la particule
virale, et plus particulierement ApoE (Jiang et al,, 2013; Lefevre et al, 2014; Xu et al,
2015). De maniere intéressante, cette hypothese est renforcée par le fait que les
hétérodimeres E1E2 a la surface des HCVpp sont incapables de se lier aux héparanes

sulfates (Callens et al, 2005), suggérant que dans le contexte de la particule virale
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infectieuse, les sites de liaison aux GAGs sur E2 ne sont pas accessibles et que cette
liaison nécessite donc d’autres déterminants a la surface de la particule virale. De plus, le
traitement des particules virales avec une lipoprotéine lipase inhibe I'entrée virale en

affectant la liaison aux héparanes sulfates (Andréo et al., 2007).

c- LDL-R

Le LDL-R est une glycoprotéine membranaire possédant notamment un module
de liaison aux lipoprotéines en N-terminal, un domaine proche du précurseur de 'EGF
suivi d’'un motif YWTD qui seraient responsables du relargage des lipoprotéines a pH
faible, un domaine riche en sérine et thréonine permettant des O-glycosylations et un
motif d’endocytose YxxL (pour revue Beglova & Blacklow, 2005). Le LDL-R permet
notamment la liaison aux lipoprotéines riches en cholestérol et leur internalisation
subséquente. C’est ainsi une protéine clé du métabolisme lipidique et essentielle au
maintien de I'homéostasie du cholestérol dans I'organisme (pour revue Go & Mani,
2012). De maniere intéressante, le LDL-R est capable d’interagir avec ApoB et ApoE,
deux constituants des particules virales.

Il a ainsi été montré que le LDL-R est un facteur d’attachement du HCV (Agnello
et al, 1999; Martin et al., 2008; Monazahian et al.,, 1999; Owen et al., 2009; Wiinschmann
et al., 2000). L'utilisation d’anticorps dirigés contre le LDL-R ainsi que l'incubation du
virus avec des LDLs inhibent I'’entrée du virus (Agnello et al., 1999; Germi et al., 2002).
De plus, le silencing du LDL-R inhibe I'’entrée du HCV (Albecka et al., 2012). Le ro6le du
LDL-R dans l'entrée virale est renforcé par le fait que la particule virale incorpore des
apolipoprotéines, en particulier ApoB et ApoE. Des anticorps dirigés contre ApoB ou
ApoE, ainsi que des anticorps dirigés contre les VLDLs et les LDLs inhibent I'entrée du
HCV (Andréo et al, 2007). De plus, les HCVpp, qui ne sont pas associées a des
lipoprotéines, ne dépendent pas du LDL-R pour leur entrée, ce qui va dans le sens d'une
liaison au LDL-R via les apolipoprotéines incorporées dans la particule virale (Bartosch
et al, 2003; Hsu et al, 2003; Sandrin et al.,, 2005). De plus, la délétion de la région HVR1
de E2 diminue la dépendance des HCVcc au LDL-R, or cette région est associée a
I'incorporation des apolipoprotéines dans les particules virales (Prentoe et al., 2014).

Cependant, des études plus récentes ont suggéré que I'association de la particule
virale avec le LDL-R menait a une infection non productive et que le LDL-R aurait un role

a une étape plus tardive du cycle (Albecka et al, 2012). De plus, 'utilisation d'une
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lipoprotéine lipase, augmente 'attachement a la surface des cellules indépendamment
des GAGs mais inhibe l'infection. Ceci pourrait suggérer que l'utilisation de cette enzyme
favoriserait 1'attachement de la particule virale au LDL-R, induisant son endocytose
suivant une voie non productive (Andréo et al, 2007). Dans le méme sens, une étude
ayant réalisé le silencing de LDL-R a montré que I'attachement de la particule virale a la
surface des cellules n’était pas affecté mais que l'infection était malgré tout inhibée
(Jiang et al,, 2012). De maniere intéressante, une étude a montré que l'infection par le
HCV augmentait I'expression du LDL-R, augmentant la prise de lipides par la cellule
infectée. Il est donc possible que le LDL-R, en favorisant la prise de lipides par la cellule,

soit important pour 'assemblage et la sécrétion de particules virales (Syed et al,, 2014).

2- Les facteurs d’entrée spécifiques

a- CD81

L’'implication de CD81 dans I'’entrée du HCV a été décrite en détails dans Fénéant

etal, 2014 (Annexe 1).

b- SR-BI

SR-BI est wune protéine membranaire possédant deux domaines
transmembranaires. C'est une protéine hautement N-glycosylée et palmitoylée,
possédant une large boucle extracellulaire et deux courts segments N- et C-terminaux
intracellulaires (Figure 17). SR-BI joue essentiellement un role dans le métabolisme des
lipoprotéines en permettant le transfert des esters de cholestérol présents dans les
HDLs (High Density Lipoproteins), entralnant un enrichissement de la membrane
plasmique en cholestérol. SR-BI possede cependant une grande variété de ligands
naturels tels que les LDLs oxydés et acétylés ou encore les VLDLs. C’est une protéine
majoritairement exprimée dans les tissus stéroidogenes ainsi qu’au niveau du foie (pour

revue Shen et al,, 2014).
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Figure 17 : Représentation schématique de SR-BI.

SR-BI est constitué de deux domaines transmembranaires, d'une large boucle
extracellulaire et de deux courts domaines intracellulaires. Les N-glycosylations sont
indiquées en vert et les sites de palmitoylation sont indiqués en jaune (Hoekstra et al.,
2010).

Contrairement au LDL-R et bien qu’ayant physiologiquement des fonctions
similaires, SR-BI a un role actif dans I'infection par le HCV. Des études ont ainsi montré
que SR-BI était un facteur d’entrée du HCV (Scarselli et al.,, 2002). L'importance de SR-BI
dans I'entrée virale a été prouvée a de nombreuses reprises en inhibant l'infection des
HCVpp et des HCVcc, a la fois in vitro et in vivo, aussi bien en utilisant des anticorps
dirigés contre SR-BI qu’en réalisant un silencing de ce dernier (Bartosch et al., 2003;
Catanese et al., 2007; 2010; Dreux et al,, 2009; Jiang et al., 2012; Kapadia et al,, 2007;
Lacek et al,, 2012; Lavillette et al, 2005; Meuleman et al.,, 2012; Vercauteren et al., 2014;
Zeisel et al, 2007). A l'inverse, la surexpression de SR-B1 semble augmenter l'infection
par le HCV (Grove et al,, 2007).

SR-BI joue plusieurs roles dans I’entrée du virus, aussi bien dans I'attachement de
la particule virale qu’a des étapes post-attachement. Une étude a disséqué les différentes
fonctions de SR-BI dans l'infection virale et en a décrites trois distinctes (Thi et al,
2012).

Tout d’abord, SR-BI joue un role dans I'attachement de la particule virale a la
surface des hépatocytes. Il a en effet été montré que des cellules CHO exprimant SR-BI
étaient capables de lier les particules virales, alors que des cellules CHO exprimant

seulement CD81 en étaient incapables (Maillard et al, 2006). De facon similaire au LDL-
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R, cette étape est dépendante de l'interaction entre SR-BI et les apoliprotéines de la
particule virale, notamment ApoB (Maillard et al.,, 2006; Thi et al., 2012).

Ensuite, des expériences de cinétique ont montré que SR-BI exercait une autre
fonction a une étape plus tardive, concomitante avec celle de CD81 et permettant
I'entrée de la particule virale (Haberstroh et al, 2008; Thi et al, 2012; Zeisel et al,
2007). 11 a alors été suggéré qu'un complexe pouvait se former entre la particule virale
et différents facteurs d’entrée, dont CD81 et SR-BI (Harris et al, 2008; Krieger et al,
2010; Zeisel et al.,, 2007). 11 a été proposé que SR-BI, de part sa capacité a transférer des
lipides, était capable de modifier la composition lipoprotéique du virion ou la
composition de la membrane plasmique pendant I'étape d’entrée et que ces
changements facilitaient les interactions entre la particule virale et les autres facteurs
d’entrée spécifiques. De maniére intéressante, un traitement avec des HDLs promeut
I'entrée du HCV quand la fonction de transfert lipidique de SR-BI est fonctionnelle et
dépendante de ApoC1 (Bartosch et al, 2005; Meunier et al.,, 2005; Voisset et al, 2005).
En revanche, les LDLs oxydés ont un effet inhibiteur (Hahn et al, 2006). De plus, une
étude récente a montré que cette étape dépendait directement du transfert de lipides et
non de la liaison aux HDLs en elle-méme. En effet, l'utilisation d’anticorps bloquant la
fonction de transfert lipidique de SR-BI sans empécher l'interaction entre SR-BI et les
HDLs, inhibe I'infection (Zahid et al., 2013).

Enfin, une derniere fonction a été décrite pour ce récepteur, qui serait une
fonction de facilitation de l'entrée de la particule. Cette étape, quant a elle, est
dépendante de l'interaction avec E2. SR-BI est en effet capable d’interagir avec la
glycoprotéine E2 et la région HVR1 de cette derniere semble permettre cette interaction
(Scarselli et al.,, 2002). Ainsi, les fonctions de SR-BI médiées par sa liaison a E2 et avec
les apolipoprotéines de la particule sont différentes. Ceci est en accord avec le fait que
lorsque la région HVR1 de E2, essentielle a l'interaction avec SR-BI, est délétée,
'infection par le HCV est réduite sans étre abolie (Bankwitz et al,, 2010; Prentoe et al,
2011). Ceci suggere également que l'interaction de SR-BI avec E2 pourrait rendre
accessible le site de liaison E2-CD81, induisant un changement de conformation qui ne
serait plus nécessaire dans le cadre d'une protéine E2 délétée de HVR1. Egalement,
I'utilisation d’un orthologue murin de SR-BI, incapable de se lier a E2, est malgré tout

capable de permettre I'entrée du HCV (Barth et al,, 2005; Catanese et al., 2010).
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c- Protéines de jonctions serrées

i) Les jonctions serrées

Les hépatocytes sont des cellules polarisées. Ces cellules épithéliales permettent
les échanges entre les canalicules biliaires et le sang sinusoidal et cette fonction est
assurée par leur polarisation, permise entre autres par la formation de TJs. En effet, ces
dernieres permettent de séparer les deux milieux en permettant le passage sélectif de
solutés, et particulierement d’ions, étant négativement chargées. Contrairement a de
nombreuses cellules épithéliales, les hépatocytes sont organisés de maniere
multipolaire. En effet, chaque hépatocyte participe a la formation de plusieurs
canalicules biliaires. Ainsi le pdle apical des hépatocytes, en contact avec les canalicules
biliaires représente environ 10% de la surface des hépatocytes, la majeure partie de la
surface des hépatocytes étant en contact avec le sang sinusoidal (Figure 18).

Les TJs sont constituées notamment par des protéines possédant quatre
domaines transmembranaires telles que les CLDNs et OCLN mais aussi la tricelluline,
dont les domaines extracellulaires interagissent entre eux entre deux cellules
adjacentes, permettant le rapprochement des membranes plasmiques. Les TJs possedent
aussi des protéines ayant un seul domaine transmembranaire, comme les molécules
d’adhésion cellulaire ou les récepteurs aux virus coxsackie et aux virus adéno-associés.
Ces protéines membranaires interagissent avec des protéines intracellulaires,
notamment les protéines de la famille Zona Occludens (Z0), ZO-1, -2 et 3. Ces protéines
permettent de faire le lien entre les protéines membranaires et les protéines du
cytosquelette, en particulier les molécules d’actine, grace a de nombreux sites de liaison
aux protéines membranaires et du cytosquelette (pour revue (Boyer, 2014)) (Figure
18). De maniere intéressante, les TJs sont utilisées par certains virus pour pénétrer dans
leurs cellules cibles. C’est ainsi le cas des virus coxsackie du groupe B (CBVs). En effet,
I'attachement du virus a certains de ces récepteurs entralne une réorganisation de

'actine, permettant la migration du virus au niveau des TJs (Coyne & Bergelson, 2005).
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Figure 18 : Polarisation des hépatocytes.

Les hépatocytes adjacents sont liés entre eux par des TJs en contact avec de nombreux
éléments du cytosquelette, délimitant la membrane basolatérale en contact avec le sang
sinusoidal et la membrane apicale en contact avec la bile dans les canalicules biliaires. Un
zoom sur les T]s permet d’en voir la composition. Les domaines extracellulaires de OCLN,
des CLDNs et des molécules d’adhésion cellulaire (JAM) permettent de rapprocher les
membranes plasmiques des cellules adjacentes. Ces protéines sont en lien avec le
cytosquelette par I'intermédiaire des protéines adaptatrices ZO. n : noyau, b.c : canalicule
biliaire, t.j : jonction serrée, k.c : cellule de Kiipffer, r.e.r: reticulum endoplasmique
rugueus, g.a : appareil de golgi, m.f : microfilaments et autres éléments du cytosquelette,
d.s : espace de Disse, i.s: espace intercellulaire (D’aprés Boyer, 2013; Mehta, 2006).

ii) Claudine-1, -6 et -9

CLDN-1 est une protéine possédant quatre domaines transmembranaires, deux
boucles extracellulaires (ECL1 et ECL2) et trois régions intracellulaires (Figure 19).
C’est une protéine particulierement exprimée au niveau du foie et présente au niveau

des TJs (Yang et al., 2008a).
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Figure 19 : Représentation schématique de CLDN-1, -6 et -9.

Les CLDN-1, 6 et -9 sont constituées de quatre domaines transmembranaires (TM), de
deux boucles extracellulaires (ECL1 et ECL2) et de trois domaines cytoplasmiques. Un
domaine PDZ en C-terminal permet la liaison aux protéines ZO au sein des TJs. (D’apreés
English & Santin, 2013)

CLDN-1 a été identifiée comme étant un facteur d’entrée du HCV (Evans et al,
2007). Ainsi, le silencing de CLDN-1 (Yang et al, 2008a) ainsi que [l'utilisation
d’anticorps dirigés contre cette protéine (Fofana et al, 2010; Krieger et al, 2010)
inhibent l'infection par le HCV. De maniére intéressante, les cellules déficientes pour
I'expression de Diacylglycerol acyltransferase-1 (DGAT1), qui entraine une diminution
de I'expression de CLDN-1, ne sont pas permissives aux HCVpp (Sung et al., 2014).

Des expériences de cinétique ont montré que CLDN-1 intervient dans l'entrée du
HCV de facon concomitante ou légerement apres CD81 (Krieger et al., 2010). Le domaine
ECL1 de CLDN-1 semble particulierement important pour I’entrée virale (Cukierman et
al, 2009; Douam et al., 2014; Evans et al., 2007; Meertens et al.,, 2008; Yang et al., 2008a;
Zheng et al, 2007). Ainsi, CLDN-1 forme des complexes avec CD81 et cette interaction
est essentielle a I'entrée du virus (Davis et al.,, 2012; Harris et al., 2008; Mee et al.,, 2009).
La mutation des résidus 32 et 48 dans ECL1 abolit I'interaction avec CD81 et l'infection
par le HCV, appuyant I'importance de ECL1 dans l'interaction avec CD81 et I'importance
de cette interaction pour l'entrée virale (Harris et al, 2010). De plus, le remplacement
des résidus correspondants dans CLDN-7 par ceux de CLDN-1 rend cette protéine

capable de médier I'infection par le HCV. Par ailleurs, les résidus 159, 142 et 143 dans la
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LEL de CD81 ont été impliqués dans l'interaction avec CLDN-1 (Davis et al, 2012). De
plus, des anticorps dirigés contre CLDN-1 qui neutralisent efficacement l'infection
abolissent également cette interaction (Krieger et al, 2010). Si aucune interaction entre
CLDN-1 et sE2 n’a pu étre identifiée (Evans et al, 2007; Krieger et al.,, 2010; Zheng et al.,
2007), il semblerait en revanche que la particule virale puisse interagir avec ECL1 de
CLDN-1 par l'intermédiaire du complexe E1E2, suggérant des changements de
conformation induits par la formation des oligomeres de E1 et E2 (Douam et al,, 2014).

De maniére intéressante, il a été montré que l'interaction entre CD81 et CLDN-1
favorisait leur co-endocytose. En effet, contrairement a la plupart des tétraspanines,
CD81 ne possede pas de motif d’endocytose a son extrémité C-terminale (Bonifacino &
Dell'Angelica, 1999; Haucke & Krauss, 2002). En revanche, CLDN-1 est facilement
internalisée par endocytose (Utech et al, 2010; Yu & Turner, 2008). Ainsi, CLDN-1
pourrait favoriser la co-internalisation des deux récepteurs, la liaison avec la particule
virale pouvant servir de stimulus a cette endocytose (Farquhar et al,, 2012).

Bien que CLDN-1 soit une protéine de TJs, elle est également présente en dehors
de ces jonctions. Les premiéres études tendaient a prouver que c’était le pool de CLDN-1
associé aux TJs qui était important pour l'infection par le HCV. En effet, la liaison de E2 a
CD81 induit une voie de signalisation via la GTPase Rho, ayant pour conséquence un
réarrangement de l'actine. Un tel réarrangement pouvait permettre la migration de la
particule virale de la membrane basolatérale aux TJs, permettant l'association avec
CLDN-1 (Brazzoli et al, 2008). Ceci était renforcé par le fait que des études avaient
montré que la présence de CLDN-1 au niveau des TJs corrélait avec la permissivité au
HCV (Liu et al, 2009a; Yang et al., 2008a). Cependant, les études plus récentes vont en
faveur de 'utilisation du pool de CLDN-1 se trouvant en dehors des TJs, au niveau des
membranes basolatérales. En effet, il a été montré que les facteurs d’entrée du HCV
étaient essentiellement présents au niveau des membranes basolatérales des
hépatocytes, méme chez des patients infectés (Reynolds et al, 2008). De plus, les
complexes entre CD81 et CLDN-1 peuvent se former en dehors des TJs et leur fréquence
d’association n’est pas modifiée par l'infection (Harris, 2008). De plus, la délétion de la
partie C-terminale de CLDN-1, impliquée dans le recrutement aux TJs, n’inhibe pas
I'entrée du virus (Evans et al, 2007). Egalement, la déplétion en Ca?* de cellules HepG2,
qui permet de désorganiser les TJs et de dépolariser les cellules, augmente l'infection

(Mee et al, 2008; 2009). Des expériences de microscopie sur cellules vivantes ont
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également montré que le virus ne migrait pas au niveau des jonctions cellule-cellule lors
de I'infection (Coller et al, 2009).

Par ailleurs, d’autres membres de la famille des CLDNs pourraient avoir un réle
dans l'entrée virale. Ainsi, des expériences menées sur des cellules HEK-293T,
naturellement non permissives au HCVpp, ont montré que 'expression de CLDN-1, -6 ou
-9 les rend permissives alors que I'expression de CLDN-7 ne permet pas I'entrée virale
(Meertens et al., 2008; Zheng et al, 2007). De maniére intéressante, I'utilisation des
différentes CLDNs par le HCV dépend du génotype viral. Ainsi les isolats ]6 et JFHs, de
génotype 2a semblent utiliser moins efficacement CLDN-6 (Haid et al, 2014). Aussi,
I'implication exacte de CLDN-6 et -9 reste controversée. En effet, elles ne sont pas
exprimées dans les lignées cellulaires permissives au HCV (Meertens et al., 2008; Zheng
et al,, 2007). 1l se pourrait que ces protéines aient un role dans des cellules autres que
les hépatocytes. En effet, il a été montré que le HCV pouvait infecter des cellules du
systéeme nerveux central (Forton et al, 2004a, b; Wilkinson et al, 2009). Des données
indiquent également que des cellules du systéeme immunitaire, notamment des
lymphocytes T et B, pourraient supporter la réplication virale, bien que ces résultats
restent controversés (Ducoulombier et al, 2004; MacParland et al., 2006; Sarhan et al.,
2012). De maniere intéressante, CLDN-6 est exprimée au niveau des lymphocytes T
permissifs au HCV et pourrait donc naturellement jouer un role dans ces cellules plutot

que dans les hépatocytes (Sarhan et al.,, 2013).

iii) Occludine

OCLN est une autre protéine des TJs. Elle possede quatre domaines
transmembranaires, deux boucles extracellulaires (ECL1 et ECL2) et trois domaines
intracellulaires (Figure 20). La découverte de OCLN comme facteur d’entrée a été
possible grace a I'établissement d’'une banque d’ADNc a partir de cellules Huh-7.5. Les
ADNCc obtenus ont été transfectés dans des cellules murine NIH-3T3 exprimant CD81,
SR-BI et CLDN-1 humain. L’expression de OCLN dans ces cellules les rendait permissives
aux HCVpp (Ploss et al.,, 2009). De plus, le silencing de OCLN permet d’inhiber l'infection
(Benedicto et al., 2009; Liu et al, 2009a).
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Figure 20 : Représentation schématique de OCLN.

OCLN posséde quatre domaines transmembranaires, deux boucles extracellulaires (ECL1
et ECL2) ainsi que trois domaines cytoplasmiques. La queue C-terminale permet
I'interaction avec les protéines Z0 au sein des TJs (D’aprés Morrow et al., 2010).

De maniére intéressante, la protéine E2 issue de virus co-précipite avec OCLN
dans des cellules infectées (Liu et al, 2009a), suggérant une interaction entre les deux
protéines. Des observations en microscopie confocale ont également permis de mettre
en exergue la colocalisation entre E2 et OCLN (Benedicto et al, 2008). Cependant, la
forme soluble sE2 est incapable d’'interagir avec OCLN (Liu et al, 2010). Par ailleurs, il a
été montré que le domaine ECL2 de OCLN était essentiel pour l'infection par le HCV
alors qu’a l'inverse, le retrait de ECL1 n’affectait pas I'entrée virale. De plus, la mutation
de deux résidus dans I'ECL2, identifiés chez la souris, suffit a impacter l'infection par le
HCV (Ciesek et al.,, 2011).

L’étude de la fonction d’'OCLN dans l'entrée virale est particulierement difficile du
fait de I'absence d’anticorps dirigés contre cette protéine permettant de neutraliser
I'infection. Récemment, des constructions d’'OCLN possedant un tag Flag a différents
endroits de la protéine ont été générées (Sourisseau et al, 2013). L’utilisation
d’anticorps anti-Flag a permis de neutraliser l'infection par des HCVcc et ainsi de
réaliser des expériences de cinétique. Ces études ont démontré qu’OCLN intervenait
dans l'entrée a une étape plus tardive que CD81, SR-BI et CLDN-1. De plus les auteurs
ont montré que les différents génotypes viraux n’utilisent pas OCLN de la méme

maniere. Notamment, les particules de génotypes la et 3a étaient inhibées par
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I'anticorps anti-Flag, indiquant une interaction directe entre la particule virale et OCLN
(Sourisseau et al, 2013). D’autres études avaient suggéré un roéle tardif d’OCLN,
notamment en montrant qu’elle n’était pas nécessaire a 'attachement de la particule
virale mais que son silencing affectait 1'étape de fusion (Benedicto et al, 2009).
L’association entre OCLN et la dynamine II, une protéine importante pour '’endocytose
et pour I'entrée du HCV, suggere également I'importance d’'OCLN a une étape tardive de
I'entrée (Liu et al, 2010).

Comme nous 'avons évoqué précédemment, le HCV ne semble pas utiliser les T]s
pour pénétrer dans ses cellules cibles. De maniere intéressante, une étude a montré que
lors d’une infection par le HCV, les macrophages activés sécretent du TNF-o. Cette
sécrétion entrainerait la relocalisation d’'OCLN au niveau de la membrane basolatérale
ainsi que des modifications des propriétés de diffusion membranaire de CD81, ce qui
faciliterait I'entrée du virus (Fletcher et al.,, 2014).

Avec CD81, OCLN est responsable du tropisme d’especes du HCV. En effet, une
étude a caractérisé les orthologues d’'OCLN dans différentes especes. Ceux des rongeurs
ne permettaient pas l'infection par le HCV alors que ceux des primates étudiés rendaient
des cellules exprimant tres peu d’OCLN, les cellules 786-0, permissives aux HCVpp
(Michta et al, 2010). De méme, I'étude initiale ayant mené a la découverte d’OCLN
comme facteur d’entrée, utilisait des cellules murines, non permissives aux HCVpp
(Ploss et al, 2009). L’expression des formes humaines de CD81 et OCLN (hCD81 et
hOCLN) dans ces modeéles murins suffisait a les rendre permissifs au HCV (Dorner et al,

2011; 2013).

d- Récepteurs tyrosine kinase

Plus récemment, deux récepteurs tyrosine kinase (RTKs), EGF-R et EphA2 ont été
décrits comme étant des facteurs d’entrée du HCV (Lupberger et al.,, 2011).

EGF-R appartient a la famille des récepteurs tyrosine kinase ErbB. Les récepteurs
de cette famille sont impliqués dans le développement embryonnaire, la différenciation,
la croissance, la migration, I'adhésion cellulaire ou encore l'apoptose. Ce sont des
glycoprotéines transmembranaires constituées d'un domaine extracellulaire peu
conservé permettant la fixation de différents ligands, d’'un domaine transmembranaire

et d'un domaine cytoplasmique possédant une activité tyrosine kinase ainsi que de
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nombreux sites d'autophosphorylation. Les récepteurs de cette famille sont activés suite
a la fixation d'un ligand tel que I'EGF, le TGFa (Tumor Growth Factor a), ou
I'amphiréguline dans le cas d'EGF-R. Cette fixation entraine 1'homo- ou I'hétéro-
dimérisation des récepteurs permettant ainsi leur autophosphorylation et, en activant
de la sorte le domaine catalytique kinase, la transduction du signal induit par la fixation
du ligand. Différentes voies de signalisation ont été décrites. Ces grandes voies sont la
voie Ras/MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) qui régule la prolifération et la survie
cellulaire, la voie PI3K (Phosphoinositide-3 Kinase) ayant un réle dans la croissance
cellulaire, mais aussi la voie des STAT (Signal Transducers and Activators of
Transcription), de la kinase Src ou encore de la phospholipase C. Les récepteurs activés
sont ensuite internalisés et sont soit dégradés, soit recyclés a la surface cellulaire,
stoppant la transduction du signal.

L’EphA2 appartient a la sous-famille des Eph de type A. C’est une protéine kinase
posseédant un domaine globulaire de liaison au ligand en N-terminal ainsi qu'un domaine
de répétition fibronectine de type IIl. Il possede un domaine a activité kinase dans sa
partie cytoplasmique ainsi qu'un motif SAM (Sterile a-motif) impliqué dans les
interactions protéine-protéine, et un domaine de liaison aux protéines PDZ. Ce récepteur
est impliqué dans le développement vasculaire, la migration cellulaire, le guidage axonal,
la mise en place des frontieres de tissus ou encore la plasticité synaptique. C’est donc
une molécule clé du développement. L’activation de ces récepteurs mene notamment a
I'inhibition de la voie ERK/MAPK (pour revue Kullander & Klein, 2002).

De maniére intéressante, le silencing de ces deux protéines kinases inhibe
I'infection par les HCVpp et les HCVcc a une étape tardive, en bloquant les étapes
d’endocytose et de fusion. De plus, la liaison de ces récepteurs a leur ligand respectif
augmente l'infection, probablement en stimulant leur endocytose. Il a également été
montré que l'activité tyrosine kinase de ces récepteurs était importante pour l'entrée
puisque des inhibiteurs de RTKs, tel que I'Erlotinib (un inhibiteur de 'EGF-R), inhibent
I'infection. Cette étude a également montré que ces récepteurs favorisaient la formation
des complexes CD81/CLDN-1, essentiels a 'entrée virale. De plus, I'interaction entre la
particule virale et CD81 permet 'activation de ces deux récepteurs, entralnant leur
internalisation (Lupberger et al, 2011). Cependant, 'implication de l'activité tyrosine
kinase est controversée. En effet, une étude a montré que le fait de bloquer I'activité

tyrosine kinase de 'EGF-R et en parallele I'utilisation de certains anticorps anti-EGF-R

-03-



INTRODUCTION LE CYCLE DE REPLICATION DU HCV

permettait de stimuler I'endocytose de ce récepteur et ainsi de permettre la co-
internalisation de la particule virale avec CD81 et CLDN-1 (Diao et al., 2012). De plus
une étude n’a pas vu d’effet sur l'infection d’'une stimulation par I'EGF (Farquhar et al,
2012). En revanche, d’autres études ont mis en évidence I'importance de certaines voies
de signalisation induites par I'EGF-R dans l'entrée virale. C’'est le cas de certains
effecteurs de la voie MAPK. Il semblerait en effet que I'activation de 'EGF-R active HRas
(Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog), une GTPase membranaire qui pourrait par
la suite s’associer a CD81. Cette association participerait a la diffusion latérale de CD81
et permettrait son association avec CLDN-1 (Zona et al,, 2013). De méme, une étude a
montré I'importance de la voie PI3K/Akt, une voie induite par 'EGF-R, dans I’entrée du
HCV. Cette voie serait induite lors de l'infection et son inhibition affecterait 'entrée

virale (Liu et al, 2012).

e- Les nouveaux facteurs d’entrée

Récemment d’autres facteurs ont été décrits comme étant impliqués dans I'entrée
virale mais leur role reste a définir. C’est ainsi le cas du transporteur de cholestérol
Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1), une protéine contenant 13 domaines
transmembranaires et exprimée essentiellement au niveau de la membrane apicale des
hépatocytes et dans les entérocytes. C'est une protéine clé dans 'homéostasie du
cholestérol. Le silencing de cette protéine ainsi que l'utilisation d’anticorps dirigés
contre celle-ci inhibent l'infection a une étape tardive de l'’entrée des HCVcc. Un
inhibiteur de ce transporteur, I'Ezetimibe, est également capable d’inhiber I'infection.
Par ailleurs, un test de fusion a permis de mettre en évidence que NPC1L1 pourrait avoir
un réle au moment de la fusion ou alors peu de temps avant celle-ci. Enfin, il a été
montré que l'activité de NPC1L1 était dépendante du cholestérol associé aux particules
virales (Sainz et al.,, 2012). 1l est possible que NPC1L1, en modifiant la composition des
membranes en cholestérol a une étape tardive de I'entrée, puisse initier indirectement la
fusion. En effet, la fusion des particules virales dépend de la composition en cholestérol

des membranes (Lavillette et al., 2006).

Récemment, le récepteur 1 a la transferrine (TfR) a été impliqué dans 'entrée

virale. Ce récepteur est exprimé de facon ubiquitaire et permet le transport du fer
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depuis le sang vers le milieu intracellulaire. Le silencing et I'utilisation d’anticorps anti-
TfR inhibent I'infection des HCVpp et des HCVcc, suggérant un role dans I'entrée. Des
expériences de cinétique ont montré que TfR pourrait intervenir apres la liaison a CD81.
La particule virale serait capable d’interagir avec TfR. De maniere intéressante, le
silencing de la protéine TTP (TfR Trafficking Protein), une protéine qui permet
I'internalisation de TfR, inhibe également l'entrée, suggérant que TfR pourrait agir a
’étape d’internalisation du virus (Martin & Uprichard, 2013). Cependant, le mécanisme

exact est aujourd’hui inconnu.

En plus de CD81, d’autres tétraspanines ont été décrites comme pouvant avoir un
role dans l'entrée du HCV. Une étude portant sur la recherche de nouveaux facteurs
d’entrée par une approche de génomique intégrative, utilisant comme criteres les
interactions entre protéines virales et humaines, les interactions secondaires entre les
protéines interagissant directement avec les protéines virales et d’autres protéines,
ainsi que le réseau des interactions protéiques au sein des jonctions serrées et des
microdomaines enrichis en tétraspanines (TEMs), a permis d’identifier la tétraspanine
CD63 comme un facteur cellulaire additionnel impliqué dans I'entrée du HCV. C’est une
protéine principalement exprimée dans les endosomes tardifs/corps multivésiculaires
et impliquée dans le transport intracellulaire des protéines (pour revue (Pols &
Klumperman, 2009)). Une interaction directe entre E2 et CD63 a été décrite. De plus, le
silencing et I'utilisation d’anticorps anti-CD63 inhibent I'infection (Park et al., 2013) Une
autre étude, moins convaincante, a mis en évidence un réle potentiel de CD151 dans
I'entrée. CD151 est une protéine principalement présente au niveau des tumeurs, dont
les CHC. Elle est notamment impliquée dans des processus d’angiogenése, de
prolifération et de migration cellulaire. CD151 aurait un role aussi bien au moment de
'attachement que dans des étapes plus tardives de I’entrée. Le silencing et I'utilisation
d’anticorps anti-CD151 montraient une inhibition de l'infection (Zhu et al, 2012). De
plus, les auteurs ont montré que sE2 était capable d’interagir avec CD151 (Sanz Cameno
et al, 2008). De maniere intéressante, une étude a montré qu'une protéine partenaire de
CD151, l'intégrine P1, pouvait également étre impliquée dans l'entrée, puisque le
silencing de cette protéine inhibait I'infection par les HCVcc et I'entrée des HCVpp (Zona

etal,2013).
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Plus récemment, la protéine CIDEB (Cell death-Inducing DFFA-like Effector B) a
été impliquée dans I'entrée du HCV. C’est une protéine appartenant a la famille des CIDE,
des protéines impliquées dans la dépense énergétique et le métabolisme lipidique (Li &
Li, 2007). Ces protéines sont associées aux GLs (Jambunathan et al, 2011) et sont
particulierement exprimées au niveau du foie (Inohara et al., 1998). Il a été montré que
le silencing de CIDEB inhibait l'infection par les HCVcc et que cette protéine était
essentielle pour une étape tardive de I'entrée virale. Un test de fusion a montré que
CIDEB pourrait étre impliquée dans cette étape. De plus, le domaine C-terminal de cette

protéine semble déterminant pour l'infection (Wu et al.,, 2014b).

Enfin, un autre récepteur a été identifié comme étant important pour I'entrée du
HCV dans certaines cellules du systéme immunitaire. Il s’agit du récepteur CD5, une
protéine appartenant a la famille des récepteurs scavenger riches en cystéines. C’est un
récepteur que l'on retrouve a la surface des lymphocytes T et de certaines populations
de lymphocytes B mais dont le réle exact est encore peu caractérisé. Il a été montré que
l'utilisation d’anticorps dirigés contre CD5 ou le silencing de cette protéine inhibe la
susceptibilité a I'infection de ces cellules. A l'inverse, 'augmentation de I'expression de
CD5 augmente I'entrée du virus dans ces cellules. De plus, 'expression de CD5 dans des

cellules HEK-293 facilite I'infection (Sarhan et al., 2012).

3- Endocytose

Comme pour de nombreux virus, le HCV est internalisé en suivant une voie
d’endocytose dépendante de la clathrine. En effet, il a été montré que le silencing de la
clathrine inhibait l'infection par les HCVpp et les HCVcc. De plus, l'utilisation de
chlorpromazine, une molécule qui entraine la redistribution membranaire de AP-2, une
protéine adaptatrice de la clathrine, inhibe également I'infection (Blanchard et al., 2006).
Une étude plus récente a montré que le silencing d'une autre protéine de cette voie, la
dynamine II, inhibe aussi l'infection (Liu et al, 2010). De maniére intéressante, et
comme nous l'avons vu auparavant, la particule virale semble étre internalisée sous
forme d’'un complexe avec différents facteurs d’entrée, notamment CD81, CLDN-1, OCLN,
EGF-R et plus récemment, le TfR (Diao et al, 2012; Farquhar et al, 2012; Harris et al,
2008; Krieger et al, 2010; Martin & Uprichard, 2013). Il a ensuite été montré que la

-96 -



INTRODUCTION LE CYCLE DE REPLICATION DU HCV

particule virale était délivrée aux endosomes précoces exprimant Rab5 (Farquhar et al,
2012; Meertens et al., 2006).

De maniére intéressante, une étude trés récente a décrit une voie
d’internalisation alternative a la voie d’endocytose dépendante de la clathrine pour
I'entrée du HCV. En effet, I'utilisation de chlorpromazine dans cette étude n’inhibait pas
completement l'infection. Matsuda et collaborateurs ont alors cherché a caractériser
cette voie. L'inhibition de I'’expression de la clathrine, de la dynamine II ainsi que
d’autres protéines intervenant dans d’autres voies connues d’endocytose telles que la
caveoline-1, Arf6 (ADP-ribosylation factor 6), la flotilline ou encore PAK1 (p21-activated

kinase 1) n’avait pas d’effet sur I'entrée du virus (Matsuda et al., 2014).

4- Fusion

Une fois au niveau des endosomes précoces, 'enveloppe de la particule virale
fusionne avec la membrane des endosomes, ce qui permet de libérer le génome viral
encapsidé dans le cytoplasme. Le processus de fusion lors de I'infection HCV est encore
trés mal compris, mais par analogie avec d’autres virus il est supposé que ce processus
se divise en plusieurs étapes. Il y aurait tout d’abord un changement conformationnel
des protéines de fusion, puis l'insertion d’'un peptide de fusion dans la membrane de la
cellule cible et enfin un mélange entre les lipides des deux hémimembranes qui
fusionnent, aboutissant a la fusion complete entre les deux membranes. Il a été montré
pour le HCV que ce processus était dépendant du pH et qu'un pH compris entre 4 et 6,3
permettait la fusion entre des HCVcc et des liposomes (Haid et al, 2009). De plus,
l'utilisation de différentes molécules qui augmentent le pH des endosomes telles que la
Bafilomycine A1 (BAF) et la Concanamycine A, qui bloquent les pompes ATPase/H+, ou
la chloroquine et le NH4Cl, deux bases faibles qui augmentent le pH des endosomes,
inhibent I'entrée du HCV (Bartosch et al., 2003; Blanchard et al., 2006; Hsu et al., 2003;
Koutsoudakis et al, 2006; Meertens et al, 2006; Sharma et al, 2011; Tscherne et al,
2007).

Les déterminants de la fusion dans les glycoprotéines d’enveloppe ont été
discutés précédemment (II) C) 2) c) ii) ) et suggerent que le complexe formé par E1 et
E2 est important pour cette étape. Par ailleurs, alors que les particules virales seules

traitées a pH acide ne sont pas compétentes pour fusionner, il a été montré que la liaison
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de CD81 a E2Z induisait probablement un changement conformationnel capable de
rendre les particules virales sensibles au pH et donc compétentes pour la fusion. De
maniere intéressante, ce changement de conformation est transitoire et réversible en
I'absence de membrane cible. En revanche, ce changement de conformation est stabilisé
a pH acide (Sharma et al., 2011). Une étude récente a montré que la fusion des particules
virales avec la membrane des endosomes dépendait de changements conformationnels
des hétérodimeres E1E2. En effet, un réseau complexe d’interactions entre les deux
glycoprotéines d’enveloppe a été mis en évidence a 'aide de différentes chimeres entre
deux souches de HCV. Il a notamment été montré qu'un domaine de E2 jouait un role
primordial dans ces changements conformationnels (Douam et al., 2014).

Par ailleurs, ce processus semble dépendant du cholestérol. En effet, la
composition en cholestérol des particules virales est importante pour la fusion (Haid et
al, 2009). De plus, I'implication de NPCL1 dans la fusion renforce I'importance du
cholestérol dans cette étape, puisqu’il a été suggéré que ce transporteur de cholestérol
pouvait initier la fusion en enrichissant les membranes en cholestérol (Sainz et al,
2012). Par ailleurs, il a été montré que les HDLs pouvaient aussi augmenter le taux de
fusion des particules de maniere dépendante d'un échange de ApoC1 des HDLs vers les
particules virales via SR-BI (Dreux et al., 2007; Meunier et al., 2005).

Si aujourd’hui de plus en plus d’éléments sont disponibles pour tenter
d’expliquer le mécanisme de fusion par lequel le HCV relargue son ARN génomique dans
le cytoplasme de sa cellule cible, il reste grandement méconnu. En particulier, 'absence
de structure cristallographique compléete de E1 et E2 ainsi que le manque de
connaissance sur la structure formée par les complexes E1E2, rendent difficile

I'appréhension de cette étape.

5- Transmission cellule-cellule

N7z

Comme nous l'avons déja évoqué, le HCV infecte de nouvelles cellules par deux
voies distinctes, une voie d’entrée via des virions sécrétés par la cellule infectée et une
voie d’entrée pour laquelle le virus est directement transmis d'une cellule a une autre.
C’est en effet une maniere efficace pour les virus d’échapper aux anticorps neutralisants.
Un tel mode de transmission a déja été décrit avec, par exemple, la formation de

synapses virologiques qui se forment entre deux cellules adjacentes, comme c’est le cas
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pour le HIV (Jolly et al., 2004). Dans le cas du HCV cependant, de telles structures n’ont
pas pu étre mises en évidence.

La transmission cellule-cellule du HCV a été décrite pour la premiere fois avec
'observation de foci de cellules infectées via la visualisation de ’ARN viral sur des tissus
provenant de foies de patients infectés (Chang et al, 2003; Wieland et al, 2014). Les
facteurs cellulaires impliqués dans cette voie d’entrée ont été étudiés et il a été montré
que cette voie partageait de nombreux récepteurs avec la voie d’entrée classique. Ainsi,
CLDN-1 est importante pour la transmission cellule-cellule (Brimacombe et al, 2011;
Timpe et al,, 2008). De méme, OCLN est aussi impliquée dans cette voie (Brimacombe et
al, 2011; Ciesek et al, 2011; Ploss et al, 2009). 1l en est de méme pour SR-BI
(Brimacombe et al, 2011; Meuleman et al, 2012) ainsi que pour I'EGF-R et EphA2
(Lupberger et al., 2011). En revanche, le role de TfR dans cette voie apparait moins
important (Martin & Uprichard, 2013). Il a également été montré que I’ApoE associée
aux particules virales était indispensable a la transmission cellule-cellule (Hueging et al.,
2014). Cependant, une étude récente n’a pas vu d’implication d’ApoE dans cette voie
(Barretto et al., 2014). En revanche, cette méme étude a montré I'implication de NPC1L1
dans la transmission cellule-cellule (Barretto et al., 2014).

Concernant le role de SR-BI dans la transmission cellule-cellule, il a été montré
que ce facteur cellulaire serait impliqué dans une étape d’entrée post-attachement et
indépendante de son interaction avec E2, suggérant que 'activité de transfert lipidique
de SR-BI serait importante pour la transmission cellule-cellule (Zahid et al, 2013).
Cependant, certaines mutations d’adaptation peuvent rendre la transmission cellule-
cellule indépendante de SR-BI (Catanese et al,, 2013).

L’'implication de CD81, quant a elle, est beaucoup plus controversée. Ainsi, les
premieres études avaient montré que cette voie de transmission était indépendante de
CD81. En effet, des cellules HepG2, déficientes en CD81, pouvaient étre infectées en co-
culture avec des cellules lymphoblastoides infectées (Valli et al., 2007). Ces résultats on
été confirmés en réalisant des co-cultures de cellules HepG2 avec des cellules Huh-7.5
infectées en présence d’anticorps neutralisants, permettant d’empécher la transmission
des virions par la voie classique d’entrée (Timpe et al, 2008). Des études similaires,
utilisant des anticorps anti-CD81, ont abouti aux mémes résultats in vitro et in vivo
(Jones etal., 2010; Meuleman et al., 2008; Witteveldt et al., 2008). Cependant, des études

ont également montré que l'expression de CD81 restaurait la transmission cellule-
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cellule avec des cellules incapables de transmettre le virus initialement (Brimacombe et
al, 2011; Potel et al, 2013; Russell et al., 2008). De plus, il a été montré qu’'une molécule
ciblant E2 et abrogeant son interaction avec CD81 pouvait abolir cette voie de
transmission (Olaby et al., 2014). Il est envisageable que deux voies de transmission
cellule-cellule coexistent, I'une dépendante de CD81 et l'autre non. Ainsi, une étude
utilisant a la fois des anticorps anti-CD81 et des anticorps neutralisants contre le HCV
appuie cette hypothese (Catanese et al., 2013).

De maniere intéressante, des molécules ciblant la protéine p7 affectent la
transmission classique mais pas la transmission cellule-cellule, suggérant des
différences dans I'assemblage et le trafic des particules selon leur voie de transmission
(Meredith et al., 2013).

Des études récentes ont montré que la transmission cellule-cellule pourrait se
faire via des exosomes. En effet, une premiere étude réalisée a partir d’exosomes
purifiés issus de cellules infectées, a permis de montrer que ces exosomes permettaient
d’'infecter de nouvelles cellules (Ramakrishnaiah et al, 2013). Ces résultats ont été
confirmés avec des exosomes purifiés a partir de séra de patients infectés (Bukong et al,,
2014). De maniére intéressante, la transmission d’ARN viral aux pDCs, afin de permettre
leur activation, se fait via des exosomes (Dreux et al., 2012). Ceci est en accord avec une
étude qui avait montré que la co-culture avec des cellules infectées était essentielle, la
présence seule de particules virales libres ne permettant pas de médier une

reconnaissance par les pDCs (Zhang et al., 2013).

B- Traduction et réplication

1- Traduction et synthese des protéines virales

Apres la fusion et la décapsidation, I’ARN viral se retrouve dans le cytoplasme.
Etant de polarité positive, il est directement traduit par la machinerie cellulaire. Grace a
I'IRES qui recoupe la région 5’UTR du génome et le début de la séquence du gene core, la
sous-unité 40S ribosomale peut étre recrutée (Pestova et al., 1997; Tsukiyama-Kohara et
al, 1992; Wang et al, 1993). L'IRES permet aussi de recruter le facteur elF3, et le
complexe ainsi formé peut recruter encore deux autres facteurs essentiels a la

traduction : elF2 et elF5, formant ainsi le complexe ribosomal 48S (Pestova et al., 1997).
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Enfin, la sous-unité 60S ribosomale est recrutée, aboutissant a la formation du complexe
80S fonctionnel (Locker et al., 2007; Terenin et al, 2008). Ce complexe permet alors la
traduction de la polyprotéine (Hoffman & Liu, 2011). La synthese du peptide signal situé
dans la région C-terminale de la protéine core permet 'adressage de la polyprotéine au
RE. Une fois dans le RE, la polyprotéine est maturée par des protéases virales et

cellulaires (II) 2) d)).

2- Réplication de ’ARN viral

Une fois la polyprotéine virale maturée et clivée, les protéines non-structurales
appartenant au complexe de réplication permettent la réplication de ’ARN viral. NS5B,
la RARP, permet la synthese aussi bien des ARN(+) a partir des ARN(-) que l'inverse. Ce
meécanisme de réplication est cependant asymétrique, puisqu’il produit jusqu'a dix fois
plus d’ARN(+) que d’ARN(-).

L’ensemble des protéines virales nécessaires a la réplication sont regroupées
sous le nom de réplicase virale. Celle-ci est constituée des protéines NS3 a NS5B. En
effet, I'utilisation de réplicons subgénomiques a montré que ces protéines étaient
nécessaires et suffisantes pour soutenir la réplication du HCV (Lohmann et al., 1999).
Hormis NS5B, le role exact des différentes protéines de la réplicase est méconnu. Les
protéines NS3, NS5A et NS5B sont impliquées dans la reconnaissance de signaux pour la
synthese de I'’ARN(+), et pourraient former un complexe initiant la synthese (Binder et
al, 2007). La réplication a lieu au niveau du membranous web, une altération du RE
induite notamment par NS4B (Egger et al.,, 2002), mais également par d’autres protéines
de la réplicase (Romero-Brey et al., 2011). La protéine NS4A permet, outre son role de
cofacteur pour la protéase NS3, de réguler la réplicase, notamment en agissant sur I'état
de phosphorylation de NS5A (Lindenbach et al, 2007). Le role du domaine hélicase de
NS3 n’est pas connu, mais il pourrait permettre de séparer les ARNs double-brin formés
au cours de la réplication, afin de permettre d'une part de libérer ’ARN(+) pour former
les nouveaux virions, et d’autre part '’ARN(-) qui sert de matrice pour la synthese de
nouveaux brins (+) (Gu & Rice, 2010). Le role de NS5A au cours de la réplication est
méconnu. Cette protéine a la faculté de lier un grand nombre de protéines virales et

cellulaires, ainsi que I’ARN (Huang et al, 2005). De maniere intéressante, cette protéine
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est capable de réguler la réplication, notamment via son état de phosphorylation
(Ranjith-Kumar et al., 2011; Shirota et al., 2002).

Par ailleurs, des facteurs cellulaires ont été impliqués dans la réplication du HCV.
Il s’agit notamment de hVAP-A, qui interagit plus particulierement avec la forme
hypophosphorylée de NS5A, cette derniére régulant positivement la réplication (Evans
et al., 2004). Les cyclophilines ont également été décrites comme importantes pour la
réplication, notamment la cyclophiline A qui interagit essentiellement avec NS5A et
induit probablement un changement de conformation lui conférant son activité au cours
de la réplication (Huang et al, 2005; Kaul et al, 2009; Verdegem et al., 2011). D’autres
protéines comme PRK2 (protein kinase C-related kinase 2) (Kim et al., 2004) ou encore
GBF1 (Golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor 1)
(Goueslain et al., 2009) ont aussi été décrites. Enfin, certains microARNs (miR), et plus
particulierement le miR122, sont essentiels a la réplication virale. L'importance de
miR122 a été observée aussi bien in vitro que in vivo (Hueging et al., 2014; Jopling, 2005;
Lanford et al,, 2010; Narbus et al, 2011). Sa coexpression dans des cellules 293T avec
ApoE et CLDN-1 suffit a restaurer un cycle complet dans ces cellules (Da Costa et al,
2012). 11 a été suggéré que sa fixation au sein de la région 5’-UTR de I’ARN viral
permettrait de le protéger de la dégradation par des RNAses en recrutant des protéines

telle que Ago2 (protéine Argonaute 2) (Shimakami et al., 2012).

C- Assemblage et sécrétion

Les étapes d’assemblage et de sécrétion sont moins bien caractérisées du fait de
I'absence, jusqu’en 2005 avec la mise en place des HCVcc (Wakita et al, 2005), d’'un
modele permettant de les étudier. L’assemblage commence dans un premier temps par
le recrutement des différentes protéines, structurales et non-structurales nécessaires a
I'assemblage, ainsi que de 'ARN génomique viral aux sites d’assemblage, notamment les
GLs (Miyanari et al, 2007). Apres sa formation, la nucléocapside est enveloppée dans
une membrane dérivée du RE et la particule virale mature en suivant la voie de
sécrétion des VLDLs, pour enfin étre sécrétée par exocytose (Figure 21).

La protéine core est capable a la fois de se lier a I’ARN viral (Boulant et al., 2005)
et, grace a son domaine hydrophobe, d’interagir avec les membranes du RE dans un

premier temps, puis avec les GLs (Boulant et al., 2007). En effet, les GLs sont des
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structures riches en triglycérides et en cholestérol dérivées du RE. Des facteurs
cellulaires, acteurs de la formation des GLs tels que DGAT1, qui participe a la synthese
des triglycérides, et IKKa, un facteur de transcription important pour la lipogenese,
semblent pouvoir interagir avec la protéine core et favoriser son recrutement aux GLs
(Herker et al, 2010; Li et al, 2013a). NS5A est également impliquée dans le processus
d’assemblage, méme si son implication exacte est méconnue. L’équilibre entre les
formes hyperphosphorylée et hypophosphorylée semble réguler la transition de la
réplication a l'assemblage. Ainsi, la forme hyperphosphorylée est associée a
I'assemblage (Masaki et al., 2014). Cette forme de NS5A est capable d’interagir avec core
et peut étre localisée au niveau des GLs (Masaki et al, 2008; 2014). De maniere
intéressante, NS5A est aussi capable d’interagir avec ApoE, une apolipoprotéine clé dans
I'assemblage du HCV (Benga et al, 2009; Cun et al, 2010). Enfin, Les glycoprotéines E1
et E2 sont, quant a elles, recrutées au niveau des GLs par l'intermédiaire de NS2, qui
permet la formation d’'un complexe constitué de ces trois protéines ainsi que de NS3 et
p7 (Jirasko et al, 2010; Popescu et al, 2011). La protéine p7 permettrait, de part ses
propriétés de transport de cations une fois oligomérisée, d’équilibrer le pH dans le
compartiment de sécrétion des particules virales et donc d’éviter des changements
conformationnels précoces, induits par un pH acide (Wozniak et al, 2010). NS3, associée
a NS4A, serait quant a elle impliquée dans '’encapsidation de I’ARN viral (Ma et al,
2008b; Yi et al, 2006). Enfin, des études ont montré que NS4B et NS5B étaient
impliquées dans I'assemblage mais on ignore si ce role est direct ou indirect (Gouklani et
al, 2012; Jones et al, 2009). L’association aux GLs semble étre transitoire puisque
différentes études ont montré une accumulation de protéines core au niveau des GLs
dans le cadre de I'’étude de mutants déficients pour I'assemblage (Boson et al, 2011;
Counihan et al, 2011). En effet, les particules virales formées au niveaux des GLs
migrent ensuite en utilisant les microtubules (Coller et al., 2011).

Le mécanisme de bourgeonnement des particules virales est peu caractérisé et
pourrait étre la résultante des différentes forces exercées par la capside naissante et par
les glycoprotéines d’enveloppe (Vieyres et al., 2013b). De plus, il a été montré que ApoB
et le MTP (Microsomal triglyceride-Transfer Protein) sont essentiels a la sécrétion du
HCV (Gastaminza et al, 2008; Huang et al, 2007a). Or, ce sont des précurseurs de la
formation des VLDLs, en particulier le MTP, qui permettent une accumulation de lipides

a l'origine de la formation des VLDLs. Cette accumulation de lipides pourrait également
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jouer un réle dans le bourgeonnement des particules virales. Par ailleurs, I'importance
de certaines protéines de la voie de sécrétion des VLDLs pour la sécrétion des particules
virales telles que HSC70 (Heat Shock Cognate protein 70) (Parent et al, 2009) ou HNF4
(Hepatocyte Nuclear Factor 4) (Li et al., 2013b), renforce 1'idée que les virions suivent la
voie de sécrétion des VLDLs. La particule virale est ensuite maturée au cours de sa
sécrétion, en incorporant différentes apolipoprotéines, notamment I'apolipoprotéine E
(ApoE), potentiellement via des phénomenes de fusion avec les GLs présentes dans le
compartiment de sécrétion (Boyer et al.,, 2014; Hueging et al., 2014; Lee et al., 2014b), ce
qui leur permet d’acquérir leur faible densité. Enfin, les virions néo-formés seraient

sécrétés par exocytose.
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Figure 21 : Réplication et assemblage du HCV.

1) Apreés la synthese des protéines virales, celles-ci sont recrutées au niveau du RE ou la
formation de la réplicase virale (NS3/4A, NS4B, NS5A et NS5B) a lieu, en association avec
certains facteurs cellulaires tel que HVAP-A. 2) NS4B induit la réorganisation des
membranes du RE avec notamment la formation de vésicules a double membrane ou a
lieu la réplication. 3) et 4) L’assemblage débute avec le recrutement au niveau des GLs
de la protéine core, des complexes des réplication grace a 'interaction entre core, NS5A
et des facteurs cellulaires telles que DGAT1 et IKKa, au niveau des GLs. 5) La protéine
NS2 permet la formation d'un complexe constitué de NS2, NS3, p7 et des glycoprotéines
E1 et E2 ce qui permet leur recrutement aux GLs. 6) Le complexe formé par NS2, les
autres protéines de la réplicase ainsi que la protéine core permettent 'assemblage de la
nucléocapside et 'enveloppement de la particule virale. 7) Le bourgeonnement de la
particule virale peut alors avoir lieu. 8) Les particules virales sont maturées dans le
compartiment de sécrétion ou elles fusionnent avec des GLs luminales via I'interaction
avec ApoE, en suivant la voie de sécrétion des VLDLs (D’aprés Popescu et al, 2014).
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IV- LA REPONSE IMMUNITAIRE AU HCV

A- Réponse immunitaire innée

1- Réponse interférons
a- Détection du HCV et induction de la réponse [FNs

La réponse immunitaire innée est la premiere ligne de défense face aux
pathogenes. Elle a lieu entre autres via la réponse IFNs, et en particulier les [FNs de type
[ et III. Les IFNs de types I sont exprimés de facon ubiquitaire, mais sont
majoritairement produits par les cellules dendritiques, notamment les cellules
dendritiques myéloides (mDCs) et plus spécifiquement par les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDCs), par les cellules de Kiipffer, des macrophages résidant dans le
foie, ainsi que par les cellules infectées. La production d'IFNs est élicitée par la
reconnaissance de Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) via des Pathogen-
Recognition Receptors (PRRs). Ces PAMPs peuvent étre aussi bien des acides nucléiques
que des peptides. Les PRRs sont représentés par des récepteurs de type TLRs (Toll-Like
Receptors), RLRs (RIG-I (Retinoic acid-Inducible Gene 1)-Like Receptors) et NLRs (Nod-
Like Receptors).

Le HCV est reconnu par les trois types de PRRs. Dans le cas de l'infection par le
HCV, RIG-I est particulierement important (Arnaud et al, 2011; Foy et al, 2005). 1l
reconnait une séquence de 34 nucléotides poly-U dans la région 3’-UTR (Saito et al,
2008; Uzri & Gehrke, 2009). Les protéines virales du HCV sont également reconnues a la
surface cellulaire par le TLR2 (Chang et al., 2007b; Dolganiuc et al., 2004). TLR3 et TLR7
sont quant a eux capables de se lier a ’ARN viral au niveau des endosomes (Dreux et al.,
2012; Wang et al, 2009). Enfin, le HCV induit l'activation de l'inflammasome NLRP3
dans les cellules de Kiipffer (Burdette et al, 2012; Negash et al, 2012). Plus récemment,
il a été décrit que la Protéine Kinase R (PKR) était aussi capable de détecter le HCV via
son ARN double brin et d'induire la réponse IFNs deux heures apres l'infection, bien

avant RIG-I (Arnaud et al, 2011) (Figure 22).
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Figure 22 : Détection du HCV et induction de la réponse IFNs.
(D’aprés Horner, 2014)

Une fois détecté par ces récepteurs, différentes voies de signalisation permettent
I'induction de I'expression et la sécrétion d'IFNs de type I et II, notamment via les voies
de signalisation MAPK, NF-kB ou encore IRF-3. Une fois sécrétés, ces IFNs induisent, a
travers la voie de signalisation JAK/STAT (Figure 23), l'expression d’Interferon-
Stimulated Genes (1SGs), a travers la voie de signalisation JAK/STAT (Figure 23), dont

un certain nombre possede des propriétés antivirales connues.
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Figure 23 : Voies de signalisation des IFNs.

L’interaction entre les différentes molécules d’IFNs et leurs récepteurs respectifs induit
notamment la phosphorylation des protéines STATs. Celles-ci forment différents
complexes (ISGF3, GAF) qui sont transloqués au noyau ou ils agissent comme des
facteurs de transcription, induisant I'expression d’ISGs (D’aprés Donnelly & Kotenko,
2010).

Des expériences menées sur des chimpanzés ont mis en évidence que les ISGs
étaient exprimés dans les jours suivant linfection et que l'ampleur de la réponse
dépendait de la charge virale (Bigger et al, 2001; Su et al., 2002). Beaucoup d’'ISGs se
sont révélés avoir un effet antiviral contre le HCV (pour revue : (Wong & Chen, 2014).
C’est ainsi le cas de la vipérine, qui bloque la réplication virale en interagissant avec
NS5A (Helbig et al., 2011). Les IFITM-1 et -3 (IFN-Induced Transmembrane-1, -3) quant a
eux affectent 'entrée et la réplication virale, potentiellement en se liant a CD81 et CLDN-
1, empéchant ainsi leur interaction, en redirigeant les particules virales vers une voie
non productive ou en empéchant I'étape de fusion (Metz et al, 2012; Wilkins et al,
2013). La RNAaseL, une endonucléase qui clive les ARNs viraux et cellulaires aprées des
dinucléotides UU et UA est capable d’affecter la traduction du HCV (Kwon et al, 2013).
Enfin, I'étape de sécrétion du HCV peut aussi étre affectée par des ISGs comme la

téthérine (Dafa-Berger et al, 2012).
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b- Echappement du HCV a la réponse IFNs

Le HCV a développé de multiples stratégies pour contourner cette réponse IFNs
tres précoce au cours de l'infection aigué. Il échappe a cette voie en particulier en clivant
des effecteurs de la voie d'induction de la réponse [FNs tels que MAVS grace a I'activité
protéase de NS3/44, interférant ainsi avec la voie de signalisation de RIG-I (Baril et al,
2009; Foy et al,, 2005; Li et al, 2005b). NS3/4A est aussi capable de cliver TRIF (TIR-
domain-containing adapter-Inducing interFeron-f), un adaptateur de TLR3, bloquant
ainsi la voie de signalisation induite par ce dernier (Li et al, 2005a). Egalement, la
protéine NS5A en se liant a MyD88 (Myeloid Differentiation primary response gene 88)
atténue la voie de signalisation des TLRs (Abe et al, 2007). Via la protéine core, le HCV
est aussi capable de bloquer l'induction de la production d’IFNs par la voie de
signalisation de TLR3 dans les cellules de Kiipffer (Tu et al, 2010). De maniere
intéressante, afin de contrer 'expression des ISGs, le HCV active la PKR. En effet, cette
kinase phosphoryle le facteur de traduction EIF2a, bloquant ainsi la traduction des
ARNs cellulaires et viraux simultanément dans les cellules infectées. L’ARN du HCV
possédant une IRES, le virus n’est pas affecté par l'action de cette protéine (Garaigorta &
Chisari, 2009). La protéine core du HCV est également capable d’augmenter 'expression
de SOCS1/3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 1/3), ces derniéres inhibant la voie de
signalisation JAK/STAT en se liant notamment a la kinase JAK2 (Bode et al., 2003).

2- Cellules NK
a- Généralités

Les cellules NK sont capables de détecter et de tuer les cellules infectées en
libérant des molécules cytotoxiques telles que les granzymes et la perforine par
dégranulation, mais aussi en induisant 'apoptose de leur cellule cible via une voie de
signalisation Fas ou TRAIL (Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand),
ou encore via la sécrétion de TNF-a. Elles interviennent tres rapidement au cours de la
réponse innée et leur activité est controlée par un subtil équilibre entre les signaux
inhibiteurs et activateurs induits par les récepteurs des cellules NK. Les récepteurs
inhibiteurs reconnaissent des molécules du Complexe Majeur d’Histoincompatibilité de

Classe I (CMH I), correspondant au systeme HLA de classe I chez 'Homme (Human
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Leukocyte Antigens) qui présentent des molécules du soi. Les infections virales sont
souvent accompagnées d'une diminution de l'expression des molécules du CMH-1.
L’absence des ces molécules a la surface des cellules active les cellules NK: c’est la
théorie du « soi manquant ». A l'inverse, les récepteurs activateurs reconnaissent des
ligands qui témoignent d’'un état de stress de la cellule. Les récepteurs inhibiteurs sont
représentés par deux grandes familles, la famille des immunoglobulines, avec
notamment les récepteurs KIRs (Killer cells 1g-like Receptors) et la famille des récepteurs
apparentés aux lectines, tel que les récepteurs NKG2A et CD94. Les récepteurs
activateurs sont quant a eux représentés par les récepteurs NCR (Natural Cytotoxicity
Receptor) et KIRs ainsi que par des récepteurs apparentés aux lectines (NKG2-D, -C et -
E). Les cellules NK sont également capables de sécréter un certain nombre de cytokines,
tels que I'[FN-y, I'[L-10 ou encore I'IL-21 qui régulent aussi bien I'immunité innée que

I'immunité adaptative (Golden-Mason & Rosen, 2013).

b- Cellules NK et phase précoce de 'infection par le HCV

De maniere intéressante, les cellules NK sont particulierement présentes au
niveau de foie, ou elles jouent un role de sentinelles et sont particulierement impliquées
dans la réponse aux infections hépatotropiques (Crispe, 2009; Doherty & O'Farrelly,
2000). Les cellules NK interviennent tres précocement au cours de l'infection par le
HCV, méme si ce role est encore méconnu (Amadei et al, 2010). Il a été observé que
'infection par le HCV entraine une augmentation de I'expression, dans les hépatocytes
infectés, des ligands de NKp46, un récepteur activateur majeur dans la réponse
cytotoxique (Golden-Mason et al, 2012). De plus, des cellules NK qui expriment des
niveaux élevés de ce récepteur inhibent plus fortement le HCV in vitro et correlent avec
des niveaux d’ARNs viraux plus faibles in vivo (Golden-Mason et al., 2012; Kramer et al.,
2012). 11 a également été suggéré que les cellules NK pourraient induire la réponse des

lymphocytes T (Pelletier et al., 2010).

c- Cellules NK et infection chronique par le HCV

Le role des cellules NK dans l'infection chronique par le HCV a été longuement

documenté mais de nombreuses informations contradictoires ont été publiées. Si chez
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les patients chroniquement infectés par le HCV, on observe une diminution de la
fréquence des cellules NK au niveau du foie (Meier et al, 2005; Morishima et al., 2006),
le mécanisme de cette diminution est inconnu. Par ailleurs, de nombreuses études ont
mis en évidence des modifications dans 'expression des récepteurs a la surface des
cellules NK, modulant ainsi leur activité, mais aucun consensus n’a pu étre établi. Il
semblerait que le contact entre une cellules infectée et une cellules NK puisse modifier
son profil d’expression de récepteurs (Yoon et al, 2011) et ainsi réorienter I'activité des
cellules NK, vers la cytotoxicité plutdét que vers la production de cytokines et en
particulier d'IFN-y, ce qui favoriserait la réplication virale (Ahlenstiel et al, 2009;
Oliviero et al, 2009). Enfin, de nombreuses études ont montré un lien possible entre la
glycoprotéine E2 et la dérégulation des cellules NK, pouvant mener a la chronicité de

I'infection (pour revue Fénéant et al., 2014, Annexe).

3- Cellules dendritiques
a- Généralités

Les DCs font le lien entre I'immunité innée et I'immunité adaptative. Ce sont les
cellules spécialisées dans la présentation des antigenes aux lymphocytes T.Les DCs
immatures sont tout d’abord recrutées, entre autres grace a des chimiokines, aux sites
d’inflammation. Elles sont ensuite activées soit par contact avec un pathogene, soit par
des cytokines qui vont induire la capture de pathogenes dans le milieu extracellulaire
par phagocytose, endocytose ou pinocytose. La reconnaissance des pathogénes se fait au
niveau des PRRs en se liant a des PAMPs tels que les acides nucléiques, reconnus par des
TLRs, ou des glycoprotéines via les lectines de type C. Les DCs vont alors commencer a
présenter des peptides issus de pathogenes via les molécules du CMH II. 1l s’en suit de
nombreuses modifications dans le profil d’expression de récepteurs et de cytokines des
DCs jusqu’a leur maturation. Les DCs matures migrent vers les tissus lymphoides grace a
I'expression du récepteur CCR7 (C-C Chemokine Receptor type 7) qui a pour ligand les
chimiokines CCL21 et CCL19 (C-C Chemokine 19/21), sécrétées dans les organes
lymphoides secondaires, ou elles pourront activer les lymphocytes T et éliciter la

réponse adaptative (Steinman & Hemmi, 2006).
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b- Induction et inhibition de I'activité des DCs par le HCV

Les pDCs sont une population de DCs capable de produire une grande quantité
d’IFNs de type I et III notamment, ce qui en fait des acteurs importants de I'immunité
innée. En particulier, les pDCs peuvent induire une réponse IFNs importante, avec une
production essentiellement d’IFN-a, et d’inhiber le HCV lorsqu'il est reconnu par TLR7
et RIG-I, via des exosomes contenant de I’ARN viral issus de cellules infectées (Dreux et
al, 2012; Stone et al.,, 2012; Takahashi et al,, 2010).

Cependant, cette production d’IFNs par les pDCs est inhibée par le HCV. En effet,
la glycoprotéine E2 peut se lier a certains récepteurs de type lectines C (BDCA-2/3 et
DCIR), ce qui inhibe la production d’IFNs par ces cellules (Florentin et al., 2012). Ainsi,
les particules virales libres circulantes induisent une régulation négative de la réponse
IFNs dans les pDCs, en liant des récepteurs inhibiteurs de 'activité des pDCs, entrant
ainsi en compétition avec la voie TLR7 /RIG-I induite par '’ARN viral des exosomes issus
de cellules infectées.

Il a également été montré que les particules virales circulantes, notamment via
une interaction entre E2 et CD81 exprimée a la surface des DCs, pouvaient empécher

leur migration (pour revue Fénéant et al., 2014, Annexe ).

B- Immunité adaptative

Contrairement a 'immunité innée, qui débute dans les heures et jours suivant
'infection, 'immunité adaptative contre le HCV débute tres tardivement, apres un délai
de 6 a 8 semaines (Shin et al, 2011; Thimme et al, 2012). Cette réponse immunitaire est
le fait de deux acteurs majeurs : les lymphocytes B, acteurs de la réponse dite humorale,

et les lymphocytes T.

1- Réponse humorale

La réponse humorale est médiée par les lymphocytes B. Les lymphocytes B
matures migrent au niveau des organes lymphoides ou ils entrent en contact avec leurs
antigenes qui sont reconnus par les BCRs (B Cell Receptors). Cette premiere activation
permet la sécrétion d’IgM et l'initiation des hypermutations somatiques dans les régions

variables des genes codant les immunoglobulines des BCRs. Ces mutations permettent
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d’augmenter 'affinité pour les antigénes concernés. Plus tardivement, la commutation
de classe permet, dans le cas du HCV, la production d’IgG.

Le role de la réponse humorale dans l'infection par le HCV est encore aujourd’hui
controversé. Ainsi, il a été montré que des patients souffrant d’hypogammaglobulinémie,
un déficit d’'IgM et d’'IgG, sont capables d’éradiquer l'infection (Christie et al, 1997). De
méme, des études chez le chimpanzé ont montré que la production d’anticorps n’était
pas nécessaire a la clairance du virus (Major et al, 1999). Néanmoins, les patients
développant une réponse humorale tardive, apres I'établissement de la chronicité,
semblent incapables d’éliminer le virus (Hahn et al, 2007). De plus, I'étude d’une
cohorte de patientes infectées par le méme inoculum a révélé que les patientes ayant
présenté une production tardive et faible d’anticorps neutralisants ont évolué vers la
chronicité, a I'inverse des autres patientes (Pestka et al., 2007).

La réponse humorale se développe essentiellement contre des épitopes situés
dans les régions hypervariables de E2. Or les glycoprotéines d’enveloppe sont tres peu
immunogenes et soumises a de nombreuses mutations d’échappement, expliquant la
mauvaise, de faible amplitude et tardive (de 8 a 20 semaines apres l'infection) réponse
humorale induite lors d’'une primo-infection par le HCV (Logvinoff et al, 2004; Netski et

al, 2005; Weiner et al., 1992).

2- Réponse médiée par les lymphocytes T
a- Généralités

Le réponse adaptative contre le HCV est principalement médiée par les
lymphocytes T ciblant de multiples épitopes dans les différentes protéines virales,
structurales ou non (Cooper et al, 1999; Thimme et al, 2001; 2002). Les lymphocytes T
se divisent en deux grandes populations, les lymphocytes T CD8* ayant une activité
cytotoxique et de production de cytokines pro-inflammatoires et les lymphocytes T CD4+*
auxiliaires. Ces derniers sont eux-mémes divisés en sous-populations, représentées
majoritairement par les Th1l, régulant positivement la réponse inflammatoire via un
profil de sécrétion de cytokines constitué d’IFN-y, de TNF-a et d’IL-2, et les Th2,
favorisant la réponse humorale via la sécrétion d’IL-4, -5 et -13. Les lymphocytes T sont

activés au niveau des organes lymphoides aprés reconnaissance entre les TCRs (T Cell
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Receptors) a leur surface et les peptides présentés par les MHC de classe II a la surface

des DCs ayant migré apres leur activation depuis les sites d’infection.

b- Lymphocytes T et HCV

Les lymphocytes T CD4* apparaissent comme des régulateurs centraux de
I'infection en aidant les lymphocytes T CD8* et les lymphocytes B, alors que les
lymphocytes T CD8* en sont les effecteurs clés. Des études menées in vivo sur des
chimpanzés ont montré que lorsque l'on supprimait avec des anticorps le pool de
lymphocytes T CD8* avant l'infection sur des chimpanzés préalablement immunisés,
ceux-ci devenaient chroniquement infectés par le HCV. Des la fin de la neutralisation des
lymphocytes T, l'infection pouvait étre éliminée (Shoukry et al, 2003). Une étude
similaire conduite sur les lymphocytes T CD4* a mené aux mémes conclusions (Grakoui
et al, 2003). A l'inverse, un répertoire plus important et diversifié de lymphocytes T
CD8* chez le chimpanzé permet d’éviter les mutations d’échappement et donc de
favoriser I'élimination du HCV (Meyer-Olson et al.,, 2004). Il a par ailleurs été montré que
la production d'IFN-y par les lymphocytes T CD8* était plus importante dans le contréle
de l'infection que leur activité cytotoxique. Cependant, le mécanisme exact demeure
inconnu (Jo et al., 2012). Cette hypothése est appuyée par le fait que les lymphocytes T
CD8* chez les patients chroniquement infectés sécretent peu d'IFN-y (Penna et al., 2007).
Alors que quelques années apres la clairance de l'infection, des anticorps contre le HCV
sont rarement détectés, des lymphocytes T mémoires (CD4* et CD8*) sont trouvés chez

les patients jusqu’a vingt ans apres (Takaki et al., 2000).

3- Echappement a la réponse immunitaire adaptative

Le HCV lutte contre cette réponse immunitaire en mutant constamment grace a
I'absence de mécanismes de relecture de la polymérase virale. Le virus génere ainsi des
quasi-especes virales (von Hahn et al., 2007) sous la pression de sélection induite par les
anticorps neutralisants et les lymphocytes T (Farci et al., 1999; von Hahn et al,, 2007). Le
développement de mutations d’échappement aux anticorps neutralisants est associé a la
persistance du virus (Cox et al, 2005). Ces mutations sont toutefois limitées par la

compétitivité des génomes viraux ainsi produits (Oniangue-Ndza et al, 2011).
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L’association entre les particules et les LDLs et SR-BI est également un moyen de
protéger la particules des anticorps neutralisants (Bartosch et al., 2005), de méme que la
glycosylation de E2 (Falkowska et al., 2007; Helle et al.,, 2007). La transmission de cellule
a cellule du HCV est également un moyen d’échapper aux anticorps neutralisants
(Brimacombe et al., 2011; Timpe et al., 2008).

II a aussi été montré que le HCV était capable d’affecter la réponse des
lymphocytes T en les « épuisant » via une stimulation chronique de ces derniers. Les
lymphocytes T perdent alors peu a peu leurs fonctions, ce qui se traduit par la
diminution de la sécrétion d’'IL-2, de TNF-a et surtout d'IFN-y, ainsi que par une perte de
leur cytotoxicité (Wherry et al.,, 2003). Il a été suggéré, entre autre, que la protéine core,
en inhibant la voie Lck/Akt activatrice dans les lymphocytes T, pouvait expliquer cette
perte de fonction (Yao et al, 2004). L'augmentation de l'’expression de PD-1, un
récepteur inhibiteur, a la surface des lymphocytes T est aussi impliquée dans ce

processus (Kasprowicz et al., 2008).

L’interaction entre les particules virales circulantes et la tétraspanine CD81 a la
surface des lymphocytes B et de certaines population de lymphocytes T est associée a de
nombreux déreglements de la réponse immunitaire adaptative (pour revue : Fénéant et

al, 2014, Annexe).

Un résumé des réponses immunitaires innée et adaptative a I'infection par le HCV

est présenté dans la Figure 24.
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Figure 24 : Résumé de la réponse immunitaire innée et adaptative a l'infection par
le HCV.

1) L'infection des hépatocytes induit la sécrétion d’IFNs de types I et I, créant un état
antiviral dans les cellules voisines, hépatocytes ou non. 2) Les DCs et autres cellules
présentatrices d’antigenes (APC) absorbent par phagocytose/endocytose des particules
virales et présentent des antigenes aux lymphocytes T CD8+ (LT CD8+) et aux
lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) viales CMH I et Il respectivement. 3) Les cellules NK (NK)
et les DCs interagissent afin de stimuler leur activité. 4) Les LT CD4+ jouent le role
d’auxiliaire afin de favoriser I'activation des lymphocytes B (LB), mais également celle
des LT CD8+. 5) Les LB pourraient participer a I'élimination du virus en sécrétant des
anticorps neutralisants et pourraient étre aidés par la sous-classe de lymphocytes T
helper que sont les Tth. 6) Les LT CD8+ exercent leur activité antivirale soit par leur
activité cytotoxique avec sécrétion de perforine et de granzymes (Gz), soit par sécrétion
de certaines cytokines. 7) Les lymphocytes T helper Th17 entretiennent 'activité des LT
CD8* en sécrétant de I'lL-21. 8) Une diminution du nombre de Th17 et un changement
du profil de sécrétion de cytokines favorisent l'activité des lymphocytes T régulateurs
(Treg) qui modifient a leur tour le profil d’expression des récepteurs a la surface des LT
CD8+, conduisant a leur « épuisement » (D’aprés (Abdel-Hakeem & Shoukry, 2014)).
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V- LES TRAITEMENTS CONTRE LE HCV

A- La bithérapie IFN/Ribavirine

Apres les résultats encourageants d’'une étude pilote menée en 1986 pour tester
I'efficacité de 'lFN-a recombinant sur le HCV (Hoofnagle et al., 1986), une monothérapie
basée sur I'I[FN-a a été utilisée. Les patients étaient alors traités pendant 24 semaines
avec 3 doses par semaine. Cependant, le taux d’efficacité n’était que de 15 a 20%
(Poynard et al, 1995). L'efficacité du traitement est caractérisée par une réponse
virologique soutenue (SVR), c’est-a-dire la non détection de ’ARN viral pendant les 6
mois suivant la fin du traitement.

L’'IFN-a agit comme un modulateur de 'immunité innée et acquise. En effet, il
induit non seulement un état antiviral dans les cellules non infectées via l'induction de
I'expression d'ISGs ayant un effet antiviral sur le HCV, mais il joue également un réle
dans la stimulation des cellules de la réponse immunitaire innée et adaptative. C'est
donc un traitement non spécifique du HCV.

Afin d’améliorer l'efficacité du traitement, une bithérapie utilisant de la
Ribavirine a été développée a la fin des années 1990. La Ribavirine est une molécule
antivirale dont le mécanisme d’action exact n’est pas encore connu. Plusieurs
mécanismes ont été proposés. Ainsi, il se pourrait que la Ribavirine inhibe la synthese
du GTP, inhibant par conséquent la réplication virale. Il est également possible que cette
molécule augmente considérablement le taux de mutations du HCV ou que, de part sa
qualité d’analogue de nucléoside, elle soit incorporée lors de la réplication virale. Enfin,
il a été proposé que la Ribavirine pouvait agir au niveau de la réponse immunitaire en
modifiant le ratio de lymphocytes T helper 1 et 2 ainsi qu’en favorisant la voie de
signalisation JAK/STAT et donc la réponse IFN (Paeshuyse et al., 2011). Il a aussi été
proposé que la Ribavirine pouvait entrainer des modifications épigénétiques des genes
des ISGs, rendant I'induction de ces derniers par un I'l[FN-a plus efficace (Testoni et al.,
2013). L’effet synergique de la combinaison IFN-o/Ribavirine a augmenté I'efficacité du
traitement a 38% de SVR (McHutchison et al,, 1998).

Au début des années 2000, afin d’améliorer l'efficacité du traitement et d’en
faciliter la prise, une forme recombinante d’'IFN-q, a laquelle a été ajoutée une molécule

de polyéthylene glycol, a permis d’augmenter la demi-vie de I'lFN-a ainsi que son

-119 -



INTRODUCTION LES TRAITEMENTS CONTRE LE HCV

efficacité dans I'organisme et de réduire la prise a une dose par semaine au lieu de trois
(Lindsay et al, 2001). Ceci a permis d’augmenter le taux de SVR jusqu’'a 55% en
moyenne (Fried et al., 2002).

L’'usage d’'IFN-a s’accompagne cependant de trés nombreux et lourds effets
secondaires, notamment des nausées, myalgies, maux de téte, anorexie ou encore
dépressions et syndromes grippaux. C’est pour cette raison qu'un traitement permettant
de se passer d'IFN-a a pendant longtemps été recherché. De plus, l'efficacité de cette
bithérapie est dépendante du génotype et est assez peu efficace sur les génotypes 1, 4, 5
et 6, alors qu'elle permet de résoudre 80% des hépatites C chroniques dues aux

génotypes 2 et 3.

B- Les molécules ciblant directement le virus

Les molécules ciblant directement le virus (DAAs) sont les molécules qui
permettent d’inhiber directement les activités de certaines protéines virales. Depuis
2011, quelques DAAs ont été approuvées et un grand nombre est actuellement en

phases cliniques.

1- Les inhibiteurs de protéase

Afin d’augmenter le taux de SVR chez les patients infectés par le HCV de génotype
1, des inhibiteurs de la protéase NS3/4A de premiére génération ont été développés.
Ainsi, l'arrivée sur le marché du Bocéprévir (Poordad et al, 2011) et du Télaprévir
(Jacobson et al., 2011) a permis d’augmenter jusqu’a 75% le taux de SVR. Ces molécules
se fixent au niveau du site catalytique de I'enzyme et bloquent ainsi la suite de la
maturation post-traductionnelle de la polyprotéine virale. L'apparition rapide de
mutants de résistance a ces deux molécules implique de les utiliser en combinaison avec
I'IFN-a-pegylé et la Ribavirine. D’autres inhibiteurs de la protéase NS3/4A de premiere
génération, efficaces contre les génotypes 1, 2 et 4, sont actuellement en essai clinique
de phase II et III et un inhibiteur a été récemment approuvé, le Siméprévir (Rosenquist

etal,2014).
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Des inhibiteurs de seconde génération de la protéase NS3/4A sont aussi en cours
d’essai clinique de phase II et III. Ces inhibiteurs ont une activité pangénotypique, bien
que l'efficacité soit variable d’'un génotype a I'autre. De plus, ces inhibiteurs sont moins

susceptibles d’entrainer des résistances (Pawlotsky, 2014).

2- Les inhibiteurs de la polymérase virale

Dans un premier temps, des inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques ont été
étudiés. Ces inhibiteurs sont incorporés par NS5B lors de la réplication et entrainent un
arrét précoce de la synthese d’ARN. Ces inhibiteurs sont particuliérement intéressants
car ils sont d’une part efficaces sur tous les génotypes et d’autre part entralnent
rarement des mutations de résistance. En effet, les mutants de NS5B ainsi générés
permettent rarement des taux de réplication suffisants au maintien de l'infection.
Récemment, en 2014, le Sofosbuvir a été mis sur le marché (Lawitz et al, 2013).
L’introduction du Sofosbuvir dans la thérapie contre le HCV permet d’atteindre plus de
90% de SVR, et ce avec différents génotypes et a des stades plus ou moins avancés de la
maladie, avec notamment des patients présentant des cirrhoses ou des fibroses. De plus,
cette molécule permet de réduire la durée du traitement (Pawlotsky, 2014). Des
inhibiteurs non nucléotidiques sont également en cours d’essais cliniques de phase II et
[II. Ces inhibiteurs se lient a des sites allostériques de NS5B et inhibent son activité en

induisant des changements conformationnels (Haudecoeur et al.,, 2013).

3- Les inhibiteurs de NS5A

Les inhibiteurs ciblant NS5A ont la capacité de se fixer au niveau du domaine I de
la molécule et par un mécanisme encore inconnu, permettent d’inhiber I'activité de
NS5A dans la réplication, mais également dans I'assemblage et la sécrétion (McGivern et
al, 2014; Pawlotsky, 2013). Les inhibiteurs de NS5A de premiére génération sont
efficaces contre les génotypes 1 et 4 et entralnent fréquemment l'apparition de
résistances. Ainsi, le Daclatasvir est en voie d’étre approuvé et bénéficie en France d’une
autorisation temporaire d’utilisation (Gao et al, 2010). De nombreuses autres molécules

sont en essais cliniques de phase II et IIl. Des inhibiteurs de seconde génération sont
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également étudiés et permettent de cibler I'ensemble des génotypes sans toutefois

résoudre complétement le probléme lié a I'apparition de résistances.

Les stratégies de thérapie actuelles et envisagées suite a I'arrivée sur le marché

de nouvelles molécules, sont résumées dans le tableau 1.

Génotype Thérapie Durée du traitement
Siméprévir + IFNa-pegylé + Ribavirine 24-48 semaines
Sofosbuvir + IFNa-pegylé + Ribavirine 12 semaines
Faldaprévir + IFNa-pegylé + Ribavirine 24-48 semaines
Daclatasvir + IFNa-pegylé + Ribavirine 24 semaines
Asunaprevir + Daclatasvir + IFNa-pegylé + Ribavirine 24 semaines
1 Sofosbuvir + Ribavirine (IFN-intolérants, pré-transplantation) 24 semaines — jusqu’a transplantation
ABT-450/r + Ombitasvir + Dasabuvir +/- Ribavirine 12 semaines
Sofosbuvir + Siméprévir +/- Ribavirine 12 semaines
Sofosbuvir + Faldaprévir +/- Ribavirine 12 semaines
Sofosbuvir + Daclatasvir +/- Ribavirine 12-24 semaines
Sofosbuvir + Lédipasvir +/- Ribavirine 8-12 semaines
2 Sofosbuvir + Ribavirine 12-16 semaines
Sofosbuvir + IFNa-pegylé + Ribavirine 12 semaines
3 Sofosbuvir + Ribavirine 24 semaines
Sofosbuvir + Daclatasvir +/- Ribavirine 12 semaines
Sofosbuvir + IFNa-pegylé + Ribavirine 12 semaines
Sofosbuvir + Ribavirine (IFN-intolérants, pré-transplantation) 24 semaines — jusqu’a transplantation
Siméprévir + IFNa-pegylé + Ribavirine 24-48 semaines
N Sofosbuvir + Siméprévir +/- Ribavirine 12 semaines
Sofosbuvir + Daclatasvir +/- Ribavirine 12-24 semaines
Sofosbuvir + Lédipasvir +/- Ribavirine 8-12 semaines
Sofosbuvir + IFNa-pegylé + Ribavirine 12 semaines
Seto Sofosbuvir + Ribavirine (IFN-intolérants, pré-transplantation) 24 semaines — jusqu’a transplantation

Tableau 1 : Stratégies de traitement actuelles et a venir.

Les inhibiteurs de protéase sont indiqués en rouge, les inhibiteurs de la polymérase
virale en vert et les inhibiteurs de NS5A en bleu. /r : traitement boosté au ritonavir, une
molécule inhibant les protéines qui éliminent les inhibiteurs de protéase (d’apres

Pawlotsky, 2014).

D’autres cibles virales ont été envisagées. Il s’agit notamment des glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2. En effet, cibler lI'entrée du virus serait une stratégie
particulierement intéressante dans le cadre de traitements de patients chroniquement
infectés et venant de subir une transplantation hépatique. En effet, cela pourrait éviter la

réinfection du greffon. Les anticorps neutralisants sont efficaces, mais malheureusement

4- Autres cibles virales potentielles
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ils se heurtent a la grande variabilité des glycoprotéines d’enveloppe (Angus & Patel,
2011; Zeisel et al., 2011).

La protéine p7 est également une cible intéressante. Cependant, les premieres
études portant sur l'utilisation d’inhibiteurs de viroporines, telle que 'amantadine qui
inhibe la protéine M2 du virus Influenza, n'ont pas donné de résultats concluants
(Steinmann & Pietschmann, 2010).

Enfin, des études ont montré que la silibiline, une molécule utilisée dans le cadre
de traitements et de préventions de diverses maladies du foie, était capable d’améliorer
la réponse au traitement contre le HCV. Or, des études suggerent que cette molécule a

pour cible NS4B (Esser-Nobis et al., 2013).

C- Les molécules ciblant la cellule hote

De nombreuses protéines cellulaires et micro ARNs sont essentiels aux
différentes étapes du cycle de réplication du virus. Cibler ces différents éléments a
I'avantage de limiter I'apparition de mutants de résistance et permet une efficacité
contre I'ensemble des génotypes. Plusieurs inhibiteurs sont actuellement en cours
d’essai clinique. Il s’agit notamment d’inhibiteurs de la CypA, une protéine essentielle a
la réplication du HCV, évoquée auparavant (Coelmont et al, 2009). Un antagoniste de
miR122, un micro ARN clé dans la réplication virale, est également en essai clinique de
phase II. Cette antagoniste empéche la liaison entre miR-122 et la région 5’-UTR du HCV
(Janssen et al, 2012). Cependant, contrairement aux molécules précédentes, cet
antagoniste nécessite une injection et ne peut étre délivré par voie orale.

D’autres molécules sont également a I'étude mais a des stades moins avancés.
Ainsi, cibler certains facteurs d’entrée pourrait se révéler efficace. Des études se sont
intéressées notamment a neutraliser SR-BI in vitro et in vivo, soit en utilisant des
anticorps (Lacek et al, 2012; Meuleman et al.,, 2012) soit en utilisant des antagonistes,
telle que la molécule ITX-5061 (Syder et al, 2010). Des anticorps dirigés contre CD81
sont également capables d’empécher linfection in vivo, faisant d’eux des outils
intéressants dans le cadre de transplantations hépatiques (Meuleman et al, 2008). De
plus, des inhibiteurs de EGF-R (Lupberger et al, 2011) et de NPC1L1 (Sainz et al.,, 2012)

sont efficaces in vitro.

-123 -



INTRODUCTION LES TRAITEMENTS CONTRE LE HCV

D- Recherche d’un vaccin

La meilleure solution pour lutter contre le HCV serait de réussir a développer une
stratégie de vaccination efficace. De nombreuses recherches sont faites a ce sujet et
visent a développer aussi bien un vaccin prophylactique, qu'un vaccin thérapeutique,
mais aucun n’est encore disponible. En effet, la grande difficulté réside non seulement
dans l'existence de nombreux génotypes et sous-types viraux, mais également dans la
fréquence importante des mutations chez les patients infectés et l'existence de quasi-
especes virales. De plus, la difficulté liée a la disponibilité des modéles animaux
immunocompétents pour tester ces vaccins est également un frein a leur
développement.

La vaccination prophylactique vise essentiellement a induire une réponse
humorale au HCV et ainsi d’empécher que des cellules ne soient infectées. Elle cible donc
essentiellement les glycoprotéines d’enveloppe. La plupart des anticorps neutralisants
produits naturellement chez les patients infectés est dirigée contre E2, et plus
particulierement contre la région HVR1, hautement variable au sein d'un méme patient.
Des essais de vaccination sur des chimpanzés ont montré que ces derniers pouvaient
produire des anticorps neutralisants suite a une immunisation avec des protéines E1 et
E2 recombinantes purifiées (Choo et al, 1994). Cette étude a montré que la majorité des
chimpanzés était protégée d’'une infection par le HCV. Une étude a également montré
que l'utilisation d’anticorps neutralisants issus de séra de patients permet de protéger
des chimpanzés de l'infection (Morin et al, 2011). Plus récemment, il a été montré que
des HCVcc inactivés étaient capables d’induire des anticorps capables de protéger des
souris humanisées de l'infection (Akazawa et al, 2013). De méme, I'utilisation de VLPs
pseudotypées par les glycoprotéines d’enveloppe du HCV permet d’induire la
production d’anticorps neutralisants chez la souris et le macaque, efficaces sur de
nombreux génotypes du HCV (Garrone et al,, 2011). Quelques vaccins prophylactiques
sont actuellement en essais cliniques de phases I et II, notamment le vaccin HCV
E1E2/MF59C.1, basé sur des protéines E1E2 recombinantes (Frey et al., 2010).

Dans le cas de l'infection par le HCV, la réponse humorale est tardive et la
réponse aux lymphocytes T est bien souvent peu efficace. De plus, le fait que le virus
puisse échapper a la réponse humorale en se transmettant directement de cellule a

cellule, met I'accent sur I'importance de la réponse aux lymphocytes T dans le cadre d’un
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vaccin thérapeutique. C'est pourquoi la recherche de vaccins thérapeutiques s’est
tournée vers les vaccins a ADN. En effet, ces vaccins reposent principalement sur la
transfection d'un plasmide codant un ou plusieurs antigenes viraux. La transfection de
ces plasmides permet alors d’éliciter la réponse aux lymphocytes T par les cellules
exprimant les antigenes viraux. Différentes stratégies ont été développées afin de
délivrer cet ADN aux cellules humaines.

Des plasmides nus, dont le niveau de transfection a été augmenté a l'aide de
pistolets géniques ou d’électroporations locales par exemple, ont été développés. Ces
plasmides codent généralement la protéine NS3, particulierement reconnue par les
lymphocytes T (Diepolder et al, 1998), mais également la protéine core, trés conservée,
ainsi que E1 et E2. Le vaccin ChronVac-C®, codant la protéine NS3/4A, est actuellement
en essai clinique de phase Il (Fournillier et al., 2013).

Afin de faciliter 'expression par les cellules d’antigenes viraux, des vecteurs
viraux ont été utilisés. Ainsi, I'utilisation de vaccins basés sur des vecteurs adénoviraux
permet d’améliorer les vaccins a ADN. L’utilisation de souches d’adénovirus dont la
prévalence de l'infection chez 'Homme est faible, tels que les Ad6 et ChAd3 a montré
qu’ils induisaient une réponse aux lymphocytes T contre le HCV importante chez
I'Homme (Barnes et al, 2012). D’autres vecteurs viraux, tels que le virus de la vaccine
Ankara modifiée ou des alphavirus ont été testés. Le vaccin TG4040, basé sur le virus de
la vaccine et exprimant les protéines NS3, NS4A, NS4B et NS5B, est ainsi en essai
clinique de phase II, aprées des résultats prometteurs en phase I (Ray, 2011).

Des vaccins basés sur des levures (Saccharomyces cerevisiae) recombinantes sont
également a I'étude. Le vaccin GI-5005 (Haller et al, 2007), exprimant une protéine de
fusion NS3-core, est actuellement en essai clinique de phase II.

Enfin, des vaccins basés sur des DCs ou des précurseurs des DCs prélevés et
modifiés génétiquement ex vivo sont un nouvel outil thérapeutique intéressant
(Banchereau et al,, 2001). Un tel vaccin, basé sur des DCs dérivées de macrophages et
présentant a leur surface des épitopes de core, NS3 et NS4B, a été testé en essai clinique
de phase I (Gowans et al., 2010).

Pour finir, en plus des vaccins a ADN, des vaccins basés sur des peptides
recombinants ont également été testés dans le cadre de vaccins thérapeutiques. Ainsi
des vaccins personnalisés avec des peptides de différentes protéines virales ont été

utilisés en essai clinique de phase I (Yutani et al, 2007). D’autres vaccins avec des
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peptides standardisés ont également été testés (Klade et al, 2008; Schlaphoff et al,
2007).

Malheureusement, jusqu’a présent, 'ensemble de ces stratégies thérapeutiques
n‘a pas montré d’efficacité suffisante pour guérir de linfection, et ce méme s'ils

permettent une réponse immunitaire satisfaisante.
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VI- RESISTANCE NATURELLE AU HCV ET FACTEURS DE PREDICTION DE
L’EVOLUTION DE LA MALADIE

A- Facteurs de risques

Afin de déterminer les mécanismes de résistance a l'infection par le HCV, il est
primordial de déterminer quels sont les facteurs de risques majeurs de transmission de
la maladie. En effet, c’est en étudiant les populations les plus a risque que l'on peut
identifier les causes potentielles de résistance au HCV au sein de ces populations. Les co-
infections HCV/HIV sont fréquentes et s’expliquent par des similitudes dans les modes
de transmission de ces deux virus. Cependant, alors que le HCV se transmet dix fois plus
facilement via le sang que le HIV, il se transmet beaucoup moins efficacement,
contrairement au HIV, par voie sexuelle (Sulkowski & Thomas, 2003). Ainsi, des études
réalisées sur des cohortes de patients mono-infectés par le HCV ou co-infectés par le HIV
ont permis de déterminer que la prise de drogue par voie intraveineuse, les tatouages,
I'incarcération (notamment via une exposition au sang lors de rixes), le partage d’objets
personnels tels que des rasoirs ou des brosses a dent étaient des facteurs de risques. Les
transfusions sanguines ont également été pendant longtemps une source de
contamination par le HCV (Bollepalli et al, 2008; Murphy et al, 2000). Parmi ces
facteurs de risque, l'utilisation de drogue par voie intraveineuse est aujourd’hui le plus
important. Dans certaines cohortes, jusqu’a plus de 70% des patients infectés par le HCV
sont toxicomanes (Bollepalli et al, 2008; Cameron et al, 2013). Parallelement, un
plateau de 90% de toxicomanes est infecté par le HCV apres 15 a 20 ans d’injections
(Castro-Sanchez et al., 2012; Hagan et al., 2008; Sutton et al, 2005; Thomas et al., 1995;
Tseng et al., 2007).

Ainsi, I’étude de cohortes de patients fortement exposés au HCV mais non infectés
permet d’identifier des facteurs expliquant la résistance apparente de ces patients.
Cependant, il est important de garder en mémoire qu’il est parfois difficile de faire la
distinction entre les patients non infectés et ceux ayant été infectés par le passé. En effet,
apres un certain nombre d’années variant entre 7 et 25 ans, des cas de séroréversions

ont été observés (Kondili et al., 2002; Rodger et al., 2000; Takaki et al.,, 2000).
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B- Systéme immunitaire

1-IL28B et IFNL4

a- Les IFN-As

Le geéne IL28B code I'IFN-A3 et le gene IFNL4 code I'IFN-A4. Les IFN-As
appartiennent a la famille des IFNs de type IIIl. On dénombre quatre IFN-As, les IFN-A1, -
A2 et -A3 (ou respectivement IL29, IL28A et [L28B) et -A4, dont les genes sont situés sur
le chromosome 19 (Kotenko et al., 2003; Prokunina-Olsson et al., 2013; Sheppard et al.,
2003). A ce cluster s’ajoute un pseudogene, 'lFN-A4W (Hamming et al.,, 2010). Les IFN-As
peuvent étre produits par '’ensemble des cellules de 'organisme en réponse a une
infection virale et méme a des infections bactériennes et parasitaires, essentiellement
quand ces derniéres sont intracellulaires. La reconnaissance des agents pathogénes se
fait via des récepteurs intracellulaires tels que certains récepteurs Toll-Like, RIG-I ou
encore MDAS. Ces récepteurs vont reconnaitre majoritairement de I’ADN ou de I’ARN,
mais ils peuvent aussi reconnaitre des glycoprotéines virales (Iversen & Paludan, 2010).

Les IFN-As ont pour récepteur un complexe formé par une chaine protéique
spécifique des IFN-As, I'I[FN-AR1 (ou IL-28RA), et une chaine commune aux récepteurs
des IL-10, -22 et -26, I'IL-10R2 (Donnelly et al, 2004; Hor et al, 2004; Kotenko et al,
1997; 2001; Sheikh et al, 2004; Xie et al, 2000). La voie de signalisation induite par
'interaction entre les IFN-As et leur récepteur est similaire a la voie de signalisation
induite par les I[FNs de type 1. Ainsi les IFN-As entrainent la formation d'un complexe
facteur de transcription, ISGF3, constitué des protéines STAT1, STAT2, activées via par
la phosphorylation de résidus tyrosine, et IRF-9 (ou p48) via I'activation des kinases
Janus Jakl et Tyk2 et la phosphorylation du domaine intracellulaire de I'IFN-AR1
(Dumoutier et al,, 2004; Kotenko et al., 2003). D’autres protéines STATs peuvent aussi
étre activées par les IFN-As, telles que les protéines STAT3, STAT4 et STATS5 (Dumoutier
et al, 2003). Ce complexe est alors transloqué jusqu’au noyau ou il s’attache a des
éléments de réponses aux IFNs situés dans les promoteurs des génes stimulés par les
IFNs tels que OAS1 ou MX1, ce qui correle avec I'activité antivirale des IFNs de type I et
Il (Brand et al, 2005a, b; Kotenko et al., 2003; Marcello et al, 2006). De maniére
intéressante, la voie de signalisation via les IFN-As semble régulée par un rétrocontrole

négatif via 'expression du gene inhibiteur SOCS1 (Brand et al, 2005b). Une autre voie
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de signalisation est également possible via 'homodimérisation de STAT1, formant alors
le complexe facteur de transcription GAF (Gamma-IFN Activation Factor) qui, une fois
transloqué au noyau, reconnait des séquences GAS (Gamma-IFN Activated Sequence)
dans des genes stimulés par les IFNs de type II (Figure 23). Si les voies de signalisations
induites par les [FNs de types I et III et les genes induits sont similaires, en revanche,
I'amplitude et les cinétiques d’induction sont différentes (Bolen et al., 2014).
Contrairement aux IFNs de type I, pour lesquels les récepteurs sont exprimés de
facon ubiquitaire, le récepteur aux IFN-As est essentiellement restreint aux cellules
épithéliales telles que les kératinocytes. Certaines cellules du systéme immunitaire telles
que les lymphocytes B et les DCs expriment aussi ce récepteur, conférant un role des
IFN-As dans la réponse immunitaire adaptative. Cependant, le role attribué aux IFN-As
dans la réponse immunitaire adaptative est controversé étant donné que selon les
études, les IFN-As induisent 'augmentation ou la diminution des niveaux d’expression
des lymphocytes T régulateurs dans la rate via la réponse des DCs aux IFN-As (Lasfar et

al., 2006; Morrow et al., 2009; Sommereyns et al., 2008; Witte et al., 2009).

b- Réle antiviral des IFN-As

Il a été montré que les IFN-As étaient capables d’inhiber la réplication d’un
certain nombre de virus. Ainsi, le Virus de I'Herpes Simplex de type 1 (HSV-1) voit sa
réplication inhibée dans les astrocytes via les IFN-A1 et -A2 (Li et al, 2010). Le virus
Influenza A (IAV) est également inhibé dans des cellules traitées par les IFN-A2 et -A3 via
I'induction de I'expression de MxA et OAS (Svetlikova et al, 2010). La réplication des
rhinovirus est également bloquée par un traitement aux IFN-As dans les cellules
épithéliales bronchiques (Contoli et al,, 2006). 1l a été notamment montré que les IFN-A1
et -A2, plus que I'lFN-A3 sont capables d’inhiber in vitro le HCV (Diegelmann et al., 2009;
Friborg et al., 2013; Kohli et al., 2012; Marcello et al, 2006; Robek et al,, 2005; Thomas
et al, 2012). En plus d’'inhiber la réplication du HCV, les IFN-As diminuent I'expression
de mir122, contribuant d’autant plus a I'inhibition de la réplication virale (Lee et al,
2014a).

En contrepartie, les virus ont développé des moyens de contrer les IFN-As. Ainsi,

le virus de la maladie de type Yaba (Yaba-like Disease Virus), un virus de la famille des
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Poxviridae infectant les singes, sécrete une glycoprotéine, Y136, capable de bloquer la

voie de signalisation induite par les IFNs de type [ et Il (Huang et al,, 2007b).

c- Les polymorphismes de I'IL28B et de I'IFNL4

i) Polymorphisme de I'IFNL4

De manieére intéressante il a été montré que la clairance spontanée de l'infection
par le HCV et la réponse au traitement était corrélée aux polymorphismes de I'IL28B (ou
IFNL3) et de 'IFNL4 (Ge et al., 2009; Knapp et al, 2011; Prokunina-Olsson et al., 2013;
Rauch et al, 2010; Suppiah et al, 2009; Tanaka et al, 2009; Thomas et al, 2009;
Thompson et al,, 2010). Ainsi, ’étude de cohortes de patients hautement exposés mais
non infectés, notamment des toxicomanes, a permis d’étudier le lien entre les
polymorphismes de I'IL28B et de 'l[FNL4 et la clairance du virus. Ainsi, dans le cadre de
I’étude de Knapp et collaborateurs, les patients avaient un passif de 8,6 ans en moyenne
d’utilisation de drogues par voie intraveineuse et une médiane de 4927 injections

(Knapp etal., 2011).
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Figure 25 : Polymorphisme de I'IFNL4.

Le gene IFNL4, comme les autres genes codant les IFN-As, est situé au niveau du
chromosome 19q13. L’IFNL4 posséde 5 exons (indiqués en violet) et des régions 3’ et 5’
non traduites. Les trois variants nucléotidiques impliqués dans la prédiction de la
clairance naturelle au HCV ainsi qu’a la réponse au traitement sont indiqués en rouge.
Les positions des premiers nucléotides de chaque exon ainsi que la position des
substitutions et délétions de nucléotides sont indiquées. La production (+/-) d'IFLN4
par les différents alleles est indiquée en bleu. La réponse au traitement (+ /-) est
indiquée en vert. (Laidlaw & Dustin, 2013).

Pendant longtemps certains polymorphismes de I'I[FNL4 étaient attribués a tort a
I'IL28B. En effet, 'IFNL4 a été découvert seulement en 2013 par Prokunina-Olsson et
collaborateurs (Prokunina-Olsson et al, 2013) et le variant rs1297860 (génotypes C ou
T) que 'on pensait concerner I'IL28B concernait en réalité un autre gene, 'lFNL4 .

L’allele C du variant rs1297860 correle avec une meilleure réponse au traitement
(Ge et al, 2009; Thomas et al, 2009). Les deux alleles C et T ne permettent pas
I'expression d’IFNL4. Le variant rs368234815 (génotypes TT et AG) est celui qui a
permis d’identifier I'IFNL4. En effet, 'expression de ce géne correspond a un décalage du
cadre de lecture. Ainsi l'allele AG, conduisant a une délétion, est le seul a conduire a
I'expression d’IFNL4 et est associé a une moins bonne réponse au traitement ainsi qu’a
une clairance du virus moins efficace (Bibert et al, 2013; Prokunina-Olsson et al,, 2013;
Real et al, 2013). Suivant les populations considérées, les degrés de déséquilibre de
liaison entre les variants rs1297860 et rs368234815 sont différents, ce qui rend plus

complexe l'utilisation de I'un ou 'autre de ces variants comme facteur de prédiction de
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réponse au traitement (Aka et al., 2014; Prokunina-Olsson et al.,, 2013). Enfin, le variant
rs8099917 (génotypes T et G) dans la région 5’ non codante d’IFNL4 a également été
décrit. L’allele T est associé a une meilleure réponse au traitement et a la clairance

naturelle du virus (Ge et al., 2009; Suppiah et al.,, 2009; Tanaka et al., 2009) (Figure 25).

ii) Polymorphisme de I'IL28B

Un polymorphisme de I'IL28b, rs8103142 (génotypes T/C; K70R) situé dans le
deuxieme exon de I'IFNL3 a également été décrit. L’allele T - K70 est ainsi associé a une
meilleure réponse au traitement alors que l'allele C = R70 est associé a une moins
bonne réponse au traitement (di Iulio et al, 2011). Cependant, cette tendance reste
controversée et des études in vitro n’ont pas montré de différences dans I'induction des

ISGs par I'I[FN-A3 muté et dans la réplication virale (Urban et al., 2010).

iii) Mécanismes moléculaires

Le mécanisme moléculaire de l'effet conféré par ces polymorphismes sur la
clairance naturelle du virus et une meilleure réponse au traitement n’est pas encore
connu. Certaines de ces mutations affectent les niveaux d’expression d'IFN-As, suggérant
que ces mutations se situent dans une zone de régulation de la transcription du gene.
C’est le cas de l'allele G du variant rs8099917 qui est lié a une expression plus faible
d’IFN-As dans les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC pour Peripheral
Blood Mononuclear Cells) de patients infectés, ainsi que dans les cellules sanguines de
patients non infectés (Suppiah et al, 2009; Tanaka et al, 2009). Cependant ces
observations restent controversées. De facon similaire, 'allele protecteur C du variant
rs1297860 semble quant a lui étre associé a une expression plus élevée d’IFN-As
(Langhans et al, 2010). Mais cette différence d’expression pourrait étre due au
déséquilibre de liaison qui existe entre ce variant et le variant rs368234815. En effet,
I’alléle AG est associé a une expression plus faible de 'IlFNL3 (Bibert et al., 2013).

Il est également suggéré que les polymorphismes observés pouvaient étre liés a
I’échappement ou non a des microARN induits par le HCV et ciblant la région 3’ UTR de
I'IL28B. Ces microARN pourraient en effet affecter la stabilité des transcrits de I'IL28B
(McFarland et al, 2011).
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De maniere surprenante, 'expression de 'I[FNL4 est associée a une clairance plus
faible du virus alors que la protéine IFN-A4 est fonctionnelle et permet bien I'induction
d’ISGs. Il a été proposé que la N-glycosylation partielle de la protéine pourrait empécher
sa sécrétion et entralner son accumulation intracellulaire. L’existence potentielle d’'un
récepteur intracellulaire affectant la sécrétion est également possible (Hamming et al,
2013; O'Brien et al.,, 2014).

Par ailleurs, les IFN-As sont régulés par I'IFN-a (Ank et al, 2006). Ainsi, ceci
pourrait en partie expliquer le lien entre les polymorphismes de I'lL28B et de I'I[FNL4 et

la réponse au traitement.

d- Autres polymorphismes dans les génes de la réponse [FNs

Si les polymorphismes des IFN-As sont actuellement les meilleurs prédicateurs de
la réponse au traitement, des polymorphismes dans d’autres genes de la voie des IFNs
ont été décrits. Ainsi, le récepteur TLR7, capable notamment de reconnaitre de 'ARN
viral simple brin et d’induire la sécrétion d’IFN-o, présente deux variants dans sa
séquence codante qui ont été associés a une évolution vers la chronicité et a une moins
bonne réponse au traitement (Schott et al., 2007).

Des polymorphismes dans les ISGs ont également été étudiés. Ainsi, un variant
dans la région 3'UTR de OAS-1, un variant dans le promoteur de PKR et un variant dans
la région codante de IRF-1 sont associés a la résolution spontanée de 'infection (Knapp
et al,, 2003; Wietzke-Braun et al, 2006). Un variant dans la région promotrice de MxA a

été décrit mais reste controversé (Knapp et al., 2003; Wietzke-Braun et al., 2006).

2- Cellules NK

a- Expression de NKp30

La réponse immunitaire via I'activité des cellules NK a aussi été associée aux
patients exposés mais non infectés par le HCV, aussi bien pour les utilisateurs de
drogues par voie intraveineuse (UDIV) (Golden-Mason et al, 2010; Pelletier et al., 2010)
que pour les personnels de soins et les enfants nés de mere infectée (Hurtado et al,
2009; Werner et al., 2013). Ainsi, une plus grande fréquence de NKp30 (ou NCR3 pour

Natural Cytotoxicity Triggering Receptor 3) a été observée chez les patients exposés non
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infectés par comparaison avec les patients infectés (Golden-Mason et al, 2010). Or,
NKp30 permet l'activation des DCs par les cellules NK, permettant de renforcer la
production de cytokines qui induisent la prolifération de cellules NK activées.
Egalement, des cellules NK exprimant des niveaux importants de NKp30 mises en co-
culture avec des cellules hépatocytaires exprimant un réplicon du HCV suffisent a
inhiber l'infection comparées a des cellules NK exprimant un niveau faible de NKp30.
Ceci suggere une meilleure dégranulation des cellules NK exprimant NKp30 (Golden-
Mason et al,, 2010).

Les cellules NK sont divisées en trois sous-groupes, les cellules NK
CD56PrishtCD16, les cellules NK CD564mCD16* et les cellules NK CD564uICD16*. Les deux
premieres populations sont impliquées dans la production de grandes quantités de
cytokine et en particulier d'IFN-y et dans la cytotoxicité cellulaire respectivement. La
derniere population est encore peu connue et pourrait avoir une activité cytotoxique. En
revanche elle produit peu de cytokines. Le groupe de Sugden et collaborateurs a montré
une population plus importante de cellules NK CD56PrigtNKp30+ ainsi qu'une expression
plus fréquente sur les autres populations de cellules NK de NKp30 chez les patients
exposés non infectés. Ils ont également observé une expression plus importante de
CD69, un marqueur d’activation, dans les cellules NK CD564mCD16*. La production
d’IFN-y était également plus importante dans un certain nombre de populations de
cellules NK, en particulier les CD56bright (Sugden et al., 2014).

De maniére intéressante, cette augmentation de l'expression de NKp30 a
également été observée chez des patients présentant une réponse soutenue au
traitement, alors que ce n’est pas le cas chez les patients non répondeurs (Bozzano et al,,

2011).

b- Récepteurs KIRs et systeme HLA

L’activité des cellules NK est régulée par un certain nombre de récepteurs
activateurs et inhibiteurs. Parmi ces récepteurs, la famille de récepteurs KIRs représente
un groupe particulierement important et diversifié. Ces récepteurs sont transmis
génétiquement sous forme d’haplotypes, entralnant une grande diversité d’une

personne a l'autre des récepteurs KIRs qu’elles expriment (Figure 26).
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Figure 26 : Haplotypes des récepteurs KIRs.

Les génes structuraux sont présents dans tous les haplotypes. Ils délimitent les régions
centromériques et télomériques. Il existe deux haplotypes (A et B), le premiers
contenant un nombre de récepteurs constant alors que le second a une composition tres
variable (D’aprés Falco et al, 2013).

Les récepteurs KIRs sont dénommés en fonction de leur nombre de domaines
extracellulaires (2D ou 3D) et en fonction de la taille de la queue cytoplasmiques (L pour
Long et S pour Short) (Marsh et al, 2003). Les queues cytoplasmiques longues sont
associées a une activité inhibitrice via un motif ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibitory Motif) qui se phosphoryle suite a la reconnaissance d’un ligand et interrompt
la réponse des cellules NK. Les récepteurs a queues courtes en revanche ne possedent
pas ce motif mais un acide aminé chargé au niveau de leur domaine transmembranaire.
Cet acide aminé permet une interaction avec la protéine DAP12 qui possede quant a elle
un motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif) (Colonna, 1997; Lanier
etal, 1998; Long, 1998; Moretta et al., 1994; 2001) (Figure 27).
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Figure 27 : Organisation moléculaire des récepteurs KIRs.

Les récepteurs KIRs appartiennent a la superfamille des immunoglobulines et peuvent
posséder entre 2 et 3 domaines extracellulaires. On dénombre deux types de récepteurs.
A) Les récepteurs inhibiteurs, dont KIR2DL3 est représentatif, sont caractérisés par une
queue cytoplasmique longue portant un domaine ITIM. B) Les récepteurs activateurs,
dont KIR2DS3 est représentatif, sont caractérisés par une queue cytoplasmique courte et
un acide aminé chargé positivement au niveau du domaine transmembranaire. Cet acide
aminé chargé permet l'interaction avec un homodimere de la protéine DAP12 qui porte
un domaine ITAM au niveau de sa queue cytoplasmique.

Les récepteurs KIRs reconnaissent de facon spécifique des antigenes HLA. Ainsi
les HLA-C1 interagissent avec les récepteurs KIR2ZDL2 et KIR2DL3 et les HLA-
Bw4 sont les ligands des récepteurs KIR3DL1 (Figure 28).
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Figure 28 : Carte génétique des antigenes de leucocytes humains (HLA).

Les HLA de classe I présentent des antigenes endogénes et permettent une présentation
notamment aux cellules NK et aux lymphocytes T cytotoxiques CD8+. Les HLA de classe II
permettent la présentation d’antigenes présents dans le milieu extracellulaire
notamment aux lymphocytes T CD4+. Enfin, les HLA de classe III codent des protéines
appartenant au systeme du complément (D’aprés Mehra & Kaur, 2003).

De maniére intéressante, il a été observé que chez des patients exposés ayant
spontanément guéri d’'une infection par le HCV, la fréquence de I'allele HLA-C1 était plus
importante que chez les patients infectés. L’association avec la guérison spontanée était
significative pour les patients homozygotes pour l'allele KIRZDL3, codant le récepteur de
HLA-C1. Par ailleurs, I'affinité de l'interaction de HLA-C1 avec KIR2DL3 est plus faible
que l'interaction avec KIR2DL2, ce qui, de part un seuil plus élevé d’activation de I'action
inhibitrice de KIR2DL3, pourrait expliquer le lien avec une meilleure clairance du virus
via une moins bonne inhibition de I'activité des cellules NK. Il est important de noter que
'effet protecteur de cette combinaison d’alleles n’est observé que pour les patients
UDIV, ayant été exposés a de faibles doses de HCV (Khakoo et al, 2004). Ces résultats
ont été confirmés par d’autres études (Knapp et al, 2010; Romero et al, 2008).
Egalement, cette combinaison est associée a une meilleure réponse au traitement
(Knapp et al, 2010). Cependant, aucune corrélation n’a été observée par Sugden et
collaborateurs (Sugden et al., 2014).

En revanche, le gene KIR2DS3, codant un récepteur au HLA-C2 est quant a lui
corrélé a une infection chronique par le HCV (Dring et al, 2011). Ceci est en accord avec
d’autres études menées sur d’autres virus ayant identifié KIRZDS3 comme étant associé

a un mauvais pronostique dans d’autres infection virales. C’est ainsi le cas pour le virus
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Ebola (Wauquier et al, 2010), le virus de la dengue (Beltrame et al., 2013) ou encore le
virus de I’hépatite B (Zhi-ming et al., 2007).

3- Réponse aux lymphocytes T

a- Production d’IFN-y

La clairance spontanée du HCV a également été associée a une production d'IFN-y
par des lymphocytes T ainsi qu’a une production importante d’IL-2 (Smyk-Pearson et al.,
2008). Cette production plus importante d'IFN-y est observée lorsque I'on préleve des
PBMCs sur des patients non infectés ayant été particulierement exposés au HCV.
Lorsque ces PBMCs sont mis en présence de protéines non structurales du HCV, une
production plus importante d'IFN-y est observée comparée aux patients non infectés
controle et aux patients chroniquement infectés (Cameron et al, 2013; Freeman et al.,
2004; Kennedy et al,, 2006; Mizukoshi et al., 2008; Neveu et al., 2008; Thurairajah et al,
2008; Zeremski et al., 2009). 1l a ainsi été montré que jusqu’a 94% des patients exposés
non infectés avait une réponse des lymphocytes T avec production d'IFN-y contre 45%
pour les patients effectivement infectés (Mizukoshi et al, 2008). Il ne peut pas étre exclu
que les patients considérés comme non infectés aient en réalité été exposés a de faibles
doses de HCV éliminée naturellement par le systéme immunitaire sans qu'il y ait
séroconversion, leur conférant une protection pendant leur période de toxicomanie
(Elliott et al., 2006; Meyer et al., 2007). Cette hypothese a en effet été vérifiée in vivo sur
des chimpanzés exposés a de faibles doses de HCV (Shata et al, 2003). De plus, un
mécanisme similaire a été décrit notamment chez les prostitués qui sont
particulierement a risque pour une contamination par le HIV. Il a été ainsi montré
qu’'apres un arrét de l'activité et une reprise de l'activité plus tard, ces prostitués
pouvaient étre infectées par le HIV alors qu’avant elles semblaient en étre protégées
(Kaul et al.,, 2001). Il ne peut pas étre exclu non plus que la réaction observée lorsque les
PBMCs sont exposés a des antigénes du HCV puisse étre due a une réactivité croisée
avec d’autres antigenes. En effet, il a été montré qu'il existait une réactivité croisée entre
des antigenes de l'influenza A et des antigenes du HCV au niveau des lymphocytes T

cytotoxiques (Wedemeyer et al.,, 2001).
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b- Systeme HLA

Parallelement a ce qui a été observé pour les cellules NK avec les récepteurs KIRs
et les HLA de classe I, certains alleéles des HLA de classe II, reconnus par les lymphocytes
T CD4+, ont été associés a une clairance spontanée du virus chez des patients UDIV ou
bien ayant été transfusés. Ainsi, le polymorphisme des HLA de classe II est susceptible
de modifier 'activité des lymphocytes T. C’est le cas de certains alleles de HLA-DRB1
(Barrett et al, 1999; Cramp et al, 1998; Fanning et al, 2000; Mangia et al, 1999;
McKiernan et al., 2000; 2004; Romero et al., 2008; Thio et al, 2001; Thursz et al.,, 1999),
de HLA-DQA1 (Cramp et al, 1998; Zavaglia et al., 1998), de HLA-DQB1 (Cramp et al,
1998; Thio et al, 2001) ou encore de la combinaison de certains alleles de HLA-DRB1 et
de HLA-DQB1 (Alric et al, 1997; Mangia et al., 1999; Minton et al.,, 1998; Thursz et al,
1999; Zavaglia et al., 1998).

Par ailleurs, la molécule non classique HLA-E a également été associée a un
phénotype protecteur contre le HCV. Cette molécule présente uniquement deux variants
a ce jour ou une arginine remplace une glycine a la position 107 (Strong et al., 2003). De
maniere intéressante il a été montré qu’une forte expression de HLA-E corrélait avec un
état chronique de l'infection par HCV via un peptide de la protéine core qui stabiliserait
I'expression de HLA-E. Cette molécule est un ligand du récepteur inhibiteur des cellules
NK CD94:NKGZ2A (Nattermann et al., 2005). Or, I'allele HLA-ER est associé a une infection
non chronique par le HCV. Schulte et collaborateurs ont suggéré que cet allele
empécherait la reconnaissance du peptide de la protéine core impliqué dans la
chronicité par les lymphocytes T CD8+ (Schulte et al, 2009). Il ne peut cependant pas
étre exclu que l'effet protecteur soit dii a une affinité différente de l'allele HLA-ER pour
son récepteur sur les cellules NK.

Il a été suggéré que certains alleles des HLAs associés a un phénotype
protecteur face au HCV pouvaient favoriser une immunisation contre des épitopes des
protéines virales particulierement conservés et pour lesquels des mutations seraient

déléteres pour le virus (Dazert et al., 2009).
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c- Polymorphismes des cytokines produites par les lymphocytes T

En plus de l'importance de l'activité des lymphocytes T dans la prédiction de
I'évolution de la maladie et la réponse au traitement, un certain nombre de
polymorphismes dans les genes codant des cytokines produites entre autre par
différentes populations de lymphocytes T semblent également étre importants dans
cette prédiction. Des polymorphismes dans les genes codant les IL-10, -12 et -22 ont été
associés a la clairance du virus et a la protection face a la contamination par ce dernier
(Hennig et al., 2007; Houldsworth et al.,, 2005; Knapp et al., 2003). Des variants de I'l[FN-
v (Huang et al,, 2007c), de TNF-a (Lio et al, 2003) et TGF-f (Kimura et al., 2006) ont

aussi été associés a la clairance du HCV.

C- Facteurs cellulaires

1- Polymorphisme de la cyclophiline A

La CypA, une protéine ayant une activité peptidyl-prolyle isomérase, est
impliquée dans la réplication et potentiellement I'assemblage du HCV (Chatteriji et al,
2010a; Kaul et al, 2009; Liu et al, 2009b). Six variants codants donnant lieu a des
substitutions d’acides aminés ont été décrits pour ce gene. De maniere intéressante
parmi ces variants, trois sont capables de bloquer la réplication du HCV in vitro. Ainsi,
les mutations ponctuelles D66E, G96D, et N106I dans la CypA réduisent de facon
drastique la réplication virale. Il semblerait que I'inhibition de la réplication virale par

ces variants soit dlie a un défaut de stabilité de ces derniers (von Hahn et al,, 2012).

2- Polymorphisme de CD81

Contrairement au HIV, pour lequel une mutation dans un cofacteur d’entrée,
CCR5, CCR5A32, suffit a empécher l'infection virale (Samson et al, 1996), a ce jour
aucune mutation dans un des facteurs d’entrée du HCV n’a été identifiée. Sept variants
ont été décrits dans la séquence codante de CD81. Six de ces variants sont dans la LEL et
un dans le quatrieme segment transmembranaire. L’étude in vitro de ces variants n’a pas
permis de mettre en évidence un quelconque effet sur I'infection par les HCVpp et HCVcc

(Deest et al., 2014). Une étude avait également séquencé CD81 sur une cohorte de
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patients exposés mais non infectés et de patients infectés mais n’avait observé aucune

différence dans les séquences (Houldsworth et al., 2014).

3- Polymorphisme de CLDN-1, OCLN et LDL-R

Les polymorphismes d’autres facteurs d’entrée ont également été étudiés afin de
connaitre leur impact sur la susceptibilité a l'infection par le HCV et la clairance de
I'infection. Cependant, a I'’heure actuelle, il n'y a que peu de données en faveur d’un
polymorphisme qui protégerait de l'infection ou favoriserait sa résolution. Une étude
réalisée sur des patients UDIV aux Etats-Unis a suggéré, sur 50 variants de CLDN-1, que
trois d’entre eux, 15312C, 5414C et 7153A, constitutifs d’'un haplotype et situés dans le
promoteur du gene, étaient plus présents chez les patients exposés non infectés. A
contrario, le variant IVS1-2983C situé dans le premier intron était moins présent dans
cette population. En revanche aucun variant n’a été associé a la clairance du virus
(Bekker et al.,, 2010).

Deux études ont également décrit des variants dans LDL-R associés a une
meilleure clairance du virus ainsi qu’a une meilleure réponse au traitement. Ainsi la
transition silencieuse G=>A a la position 13397 dans I'exon 10 de LDL-R est associée a
une meilleure clairance tandis que la transition A=>G a la position 31125 dans la région
3’-UTR est associée a une meilleure réponse au traitement (Hennig et al, 2002). Cette
derniere corrélation n’a toutefois pas été confirmée dans une étude ultérieure ou le
contraire a été observé (Mas Marques et al, 2009). Par ailleurs, une étude menée en
Allemagne sur une cohorte de patientes ayant été toutes contaminées par le HCV via le
méme lot d'immunoglobulines anti-D, utilisées essentiellement chez les femmes venant
d’accoucher pour éviter la maladie hémolytique du nouveau né, s’est intéressée a
I'impact du polymorphisme de certains facteurs d’entrée sur la sélection de différents
variants viraux. En effet, le lot d’Ig-anti-D était contaminé par plusieurs variants viraux.
Cependant, aucune corrélation entre les variants présents chez les patientes et les alleles
de CLDN-1, OCLN et LDL-R pris en compte dans 'étude n’a pu étre établi. Cette étude,
réalisée sur une population plus homogene et exposée a un méme inoculum de HCV,
renforce I'idée que ces différents polymorphismes n’affectent pas la susceptibilité a

I'infection par le HCV (Lipskoch et al., 2014).
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D- Autres facteurs

Des résultats contradictoires sont régulierement observés d’'une étude a l'autre
lorsque l'on considere les facteurs génétiques susceptibles d’affecter I’évolution de
I'infection ou la réponse au traitement. Ceci peut s’expliquer par des différences
ethniques selon les cohortes étudiées. Ainsi, des résultats opposés sont observés dans
les populations d’origine caucasienne ou non, concernant l'association entre des alléles
de HLA-A et DRB1 et 'infection par le HCV (Wang et al., 2008). D’autres facteurs entrent
en compte, tel que le sexe, 'dge ou encore la consommation d’alcool. Ainsi étre une
femme, jeune et ne pas consommer d’alcool sont des éléments en faveur d’une clairance
spontanée du virus (Piasecki et al, 2004; Wietzke-Braun et al, 2007). Egalement,
développer une réponse symptomatique aigué lors de I'infection par le HCV ainsi qu'une
charge virale faible au moment de l'infection sont favorables a I'élimination spontanée
du virus (Alric et al, 2000; Scott et al., 2006). Enfin, des taux élevés de triglycérides

semblent étre un facteur en faveur de la clairance du HCV (Marzouk et al, 2007)
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VII- LES TETRASPANINES

A- La superfamille des tétraspanines

1- Généralités

Les tétraspanines forment une superfamille de protéines découvertes a la fin des
années 1980 (Oren et al, 1990) et possédant, comme leur nom l'indique, quatre
domaines transmembranaires. On connait 33 tétraspanines chez I’'Homme (Figure 29),
mais on en retrouve aussi bien chez des insectes, des champignons, des cnidaires, des
amibes, certains protozoaires et des nématodes (Huang et al, 2005). Il existe également
des protéines proches des tétraspanines chez les plantes. Les tétraspanines sont
caractérisées par la présence de quatre résidus cystéines conserves, dont deux font
partie d’'un motif CCG conservé au niveau de la grande boucle extracellulaire (LEL). Elles
posseédent également des résidus polaires conservés au sein des domaines
transmembranaires. Ce sont de petites protéines comprises entre 204 et 355 acides
aminés. Elles sont présentes a la surface de presque toutes les cellules et seraient les
protéines les plus abondantes de la membrane plasmique. Les tétraspanines ont la
propriété de former des réseaux, le tetraspanin web, en s’associant entre elles ainsi
qu’'avec d’autres protéines et certains lipides. La proximité de séquences entre les
différents genes des tétraspanines suggere qu’elles dérivent d’'un gene ancestral apres
plusieurs épisodes de duplication successifs. En effet, les tétraspanines sont retrouvées

sur plusieurs chromosomes au sein d’'une méme espéce (Huang et al,, 2010).
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Figure 29 : Arbre phylogénétique des tétraspanines.

Les tétraspanines sont caractérisées par la présence de cystéines dans la LEL, dont 4 sont
présentes chez toutes les tétraspanines. La plupart des tétraspanines possedent 6
cystéines dans leur LEL. Les tétraspanines en possédant un nombre différent sont

UP1a (Tspan21)
Tspan32 (Tssc6 / PHEMX) | 4 cystéines
peripherin/RDS (Tspan22)

rom-1 (Tspan23) 7 cystéines

indiquées (D’apres Charrin et al.,, 2009).

Les tétraspanines sont divisées en trois familles. Tout d’abord on distingue la
famille des CD, a laquelle des tétraspanines comme CD81, CD9, ou CD151 appartiennent.
CD63 représente a elle seule, chez 'Homme, une famille de tétraspanine. Enfin, deux

autres familles de tétraspanines ont été définies, la famille des uroplakines et la famille

des tétraspanines rétiniennes RDS.

Les tétraspanines étant un sujet tres vaste, seules les tétraspanines se rapportant
a mon sujet de these, c’est-a-dire CD81, CD151, CD82, CD9, CD63 et Tspan8, seront
décrites. Les grandes lignes des fonctions physiologiques des tétraspanines seront

abordées mais le role des tétraspanines dans les infections virales sera plus développé.

2- Structure des tétraspanines
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Les tétraspanines possedent quatre domaines transmembranaires, TM-1, -2, -3 et
-4 et deux boucles extracellulaires, une petite boucle (SEL) et une grande boucle (LEL).
Elles possedent également trois domaines intracellulaires (Figure 30).

Large boucle extracellulaire

r N

Région variable stabilisée
par des ponts disulfures

Petite boucle extracellulaire Extracellulaire
1,/, \“l/ 7 \\‘ ('v/ \\"'/H 7\\.‘ 3 ) ""A x Vi ViV b
S o/ st/ \ ) - v,
Transmembranaire

A A A A A Ax 3 A A A A A 4
Site de palmitoylation Intracellulaire

C-terminal N-terminal

Courte boucle intracellulaire

Figure 30 : Organisation structurale des tétraspanines.

Les tétraspanines présentent deux boucles extracellulaires, une petite, SEL et une
grande, LEL. La LEL posséde une partie conservée formée des hélices A, B et E ainsi
qu’'une partie variable contenant les domaines C et D. Elles possédent également quatre
domaines transmembranaires et trois domaines cytoplasmiques, ces derniers arborant
des cystéines proches de la membrane plasmique qui peuvent étre palmitoylées (D’apres
Hemler, 2014).

a- Les boucles extracellulaires

Comme évoqué précédemment, les tétraspanines possedent deux domaines
extracellulaires de tailles différentes. La LEL est composée d’une région conservée,
contenant les hélices A, B et E et d'une région variable, pouvant présenter des structures
différentes selon les tétraspanines, située entre les hélices B et E et constituée des
domaines C et D. Ces domaines variables sont essentiellement impliqués dans la liaison
avec des tétraspanines et d’autres protéines (Seigneuret et al, 2001). L'importance du
domaine D dans le maintien de I'organisation du tetraspanin web a récemment été mis

en évidence dans le cadre de la protéine CD81 (Homsi et al, 2014). La LEL des
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tétraspanines présente une structure dite « en champignon », ou les hélices A et E
forment le pied et les hélices B, C et D la coiffe (Rajesh et al, 2012; Seigneuret, 2006). La
LEL contient le motif CCG conservé au niveau de I'hélice B ainsi que les deux autres
cystéines conservées, au niveau de I'hélice E et du domaine variable. Ces cystéines
participent au repliement de la protéine et stabilisent la structure de la LEL en
établissant des ponts disulfures. Par ailleurs, la plupart des sites de N-glycosylation des
tétraspanines se situe au niveau de la LEL. Cependant, certaines tétraspanines, comme
CD81, ne sont pas glycosylées.

La SEL, quant a elle, présente une taille relativement constante comprise entre 20
et 28 acides aminés. Contrairement a la LEL, les fonctions de la SEL sont beaucoup
moins connues. Elle contiendrait un feuillet-f hydrophobe qui pourrait interagir avec la
LEL (Seigneuret, 2006). Cette interaction pourrait expliquer le role de la SEL dans la

stabilisation de la conformation de la LEL (Masciopinto et al., 2000).

b- Les domaines transmembranaires

Les quatre hélices formant les domaines transmembraires sont trés conservées
au sein des tétraspanines. Les domaines transmembranaires TM1, TM3 et TM4
contiennent chacun un résidu polaire conservé (Asparagine, Glutamine, Acide
glutamique) capable d’établir des liaisons hydrogenes (Gratkowski et al., 2001) et sont
impliqués dans la stabilisation de la structure des tétraspanines. Il a ainsi été démontré,
en mutant les trois résidus polaires dans les domaines transmembranaires de CD82, que
cela abolissait son activité de suppresseur de tumeurs. Cette perte de fonction a été
reliée a une déstabilisation de la structure de la protéine (Bari et al, 2009). Les
différents domaines transmembranaires sont également impliqués dans les interactions

entre les tétraspanines et d’autres protéines comme cela sera détaillé par la suite.

c- Les domaines intracellulaires

En dehors d’une courte boucle entre les TM2 et TM3, les tétraspanines possedent deux
queues N- et C-terminales cytoplasmiques. Ces deux domaines font généralement moins

de 20 acides aminés.
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Ces domaines intracellulaires peuvent subir différentes modifications post-
traductionnelles. En effet, au niveau des régions intracellulaires sont retrouvés des
cystéines, entre 1 et 7, proches des membranes, qui peuvent étre palmitoylées (Charrin
et al., 2002; Yang et al.,, 2002; Zhou et al,, 2004). Des ubiquitinations ont également été
rapportées, notamment dans le cas de CD82 (Tsai et al, 2007) ou de CD151 et CD81, et
seraient responsables de I'adressage au protéasome de ces dernieres (Lineberry et al,
2008). Récemment, une étude a montré que les tétraspanines pouvaient aussi étre
phosphorylées, comme cela a été montré pour CD37 (Lapalombella et al., 2012).

Certaines tétraspanines, 12 parmi les 33 connues chez 'Homme, possedent un
motif d’internalisation Yxx¢ (¢ correspond a un acide aminé possédant une chaine
latérale hydrophobe) en C-terminal, qui permet la reconnaissance par une protéine AP
de la voie d’endocytose dépendante de la clathrine (Stipp et al, 2003). Cependant, la
fonction réelle de ce motif dans le cadre des tétraspanines reste a déterminer et son
utilisation pourrait étre différente d’'une tétraspanine a I'autre (Rous et al,, 2002; Xu et

al,, 2009).

3- Expression et localisation des tétraspanines

Les tétraspanines sont retrouvées au niveau de toutes les cellules et les cellules
expriment généralement plusieurs tétraspanines. Si certaines sont quasi-ubiquitaires,
comme CD81 ou CD82, certaines, bien qu’exprimées dans un large panel de cellules, sont
plus restreintes. C’est ainsi le cas de CD151, qui est majoritairement exprimée au niveau
des cellules endothéliales et épithéliales. Enfin, certaines tétraspanines sont tissu-
spécifiques. Ainsi, les uroplakines son exprimées uniquement au niveau de l'urothélium
(Sun et al, 1996), I'épithélium qui tapisse les voies urinaires, et les tétraspanines ROM-1
ainsi que la périphérine/RDS sont exclusivement exprimées au niveau de la rétine (Van
Soest et al, 1999).

Si les tétraspanines sont essentiellement exprimées a la surface des cellules, elles
sont également retrouvées au niveau de certains compartiments intracellulaires. Ainsi,
les exosomes sont particulierement riches en tétraspanines, notamment CD151, CD37,
Tspan8 et CD82 (Rana et al., 2012; Smyth et al., 2013; Yue et al,, 2014). CD63 fait figure
d’exception au sein des tétraspanines en étant particulierement présente au niveau des

endosomes tardifs et des corps multivésiculaires (Pols & Klumperman, 2009; Rous et al,
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2002). De plus, via leur motif d’internalisation ou par d’autres mécanismes a
déterminer, d’autres tétraspanines peuvent également se retrouver au niveau des
endosomes et des corps multivésiculaires (Escola et al, 1998; Garcia et al, 2005;

Pelchen-Matthews, 2003).

B- Organisation membranaire des tétraspanines

Les tétraspanines ont la propriété d’interagir avec des protéines dites
partenaires, mais également d’interagir entre elles. Les tétraspanines forment alors un
réseau, le tetraspanin web ou microdomaine enrichi en tétraspanines (TEM). Comme
cela sera vu plus en détails, les tétraspanines peuvent également s’associer a certains

lipides et former localement des zones enrichies en tétraspanines, les TEAs.

1- Protéines partenaires

Alors que peu de ligands naturels des tétraspanines ont pu étre trouvés, ces
dernieres ont en revanche la propriété de s’associer spécifiquement a certaines
protéines. Différentes approches ont permis d’identifier un certain nombre de ces
interactions. Ainsi, des expériences de co-immunoprécipations apres lyse des cellules
dans des conditions de détergents particulieres, des pontages covalents ou encore des
techniques poussées de microscopie ont permis de mettre a jour certaines de ces
interactions. Les protéines qui interagissent avec les tétraspanines dans des conditions
de détergents qui affectent les interactions entre tétraspanines, sont appelées protéines
partenaires. Les interactions entre les tétraspanines et leur(s) protéine(s) partenaire(s)
constituent les interactions primaires du tetraspanin web.

Il a ainsi été montré que les protéines de la famille des intégrines, des
immunoglobulines, des précurseurs de facteurs de croissance ou encore des
protéoglycanes, étaient les principales protéines partenaires des tétraspanines

(Tableau 2).
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Tétraspanine Protéine partenaire

a4p1 (Serru et al, 1999)

CD19 (Horvath et al.,, 1998)
CD81 EWI-2 (Stipp et al, 2001)
EWI-F (Stipp et al, 2001)
CLDN-1 (Kovalenko et al, 2007)
CXCR4 (Yoshida et al, 2008)
CD63 H*K* ATPase (Duffield et al, 2003)

Synapotagmine VII (Flannery et al, 2010)
a3p1 (Yauch et al, 1998a)

a6p1 (Serru et al,, 1999)

a6p4 (Sterk et al.,, 2000)
CD151

ouP3 (Lau, 2004)

MT1-MMP (Yafiez-Mo¢ et al., 2008)
VCAM-1 (Barreiro, 2005)
Pro-HB-EGF (Iwamoto, 1994)
EWI-2 (Stipp et al, 2001)
EWI-F (Stipp et al, 2001)
EpCAM (Le Naour et al, 2006b)
CLDN-1 (Kovalenko et al, 2007)
ICAM-1 (Barreiro, 2005)
a2f1 (Cailleteau et al,, 2010)

CDh9

Pro-TGF-a (Shi, 2000)

Tspan8 E-cadherine (Greco et al, 2010)

Tableau 2 : Exemples de protéines partenaires de tétraspanines.

La plupart de ces interactions s’établisse via la LEL des tétraspanines, comme
c'est le cas de linteraction entre CD151 et ses différentes intégrines partenaires
(Berditchevski et al.,, 2001; Kazarov, 2002; Yauch, 2000). Il a cependant été montré que
les domaines transmembranaires pouvaient étre impliqués dans ces interactions,
comme c’est le cas pour les uroplakines (Min, 2006).

En dehors de ces interactions directes, les tétraspanines interagissent avec de
nombreuses autres protéines. C’est ainsi le cas de I'association entre CD82 et EGF-R, une
interaction qui est détectée en utilisant des détergents doux (Odintsova et al., 2000) ou

encore de I'association entre CD9 et EGF-R (Murayama et al., 2008).
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2- Tetraspanin web ou TEMs

Les tétraspanines ont également la propriété d’établir entre elles des interactions
secondaires. Ces interactions seraient médiées en partie par la palmitoylation des
cystéines juxtamembranaires des domaines intracellulaires (Berditchevski, 2002;
Charrin et al, 2002; Yang et al.,, 2002; Clark et al, 2004; Yang, 2004). Des études ont
montré que les tétraspanines pour lesquelles suffisamment de sites de palmitoylation
étaient mutés, perdaient leur faculté a se lier a d’autres tétraspanines. Cela a notamment
été montré dans le cas de CD9, qui n’interagit plus avec CD81 dans certaines conditions
(Charrin et al, 2002). De facon similaire, la mutation des sites de palmitoylation de
CD151 affecte son interaction avec CD9 et CD63 (Berditchevski, 2002; Yang et al.,, 2002)
. De méme, la mutagenese CD81, provoque la perte d’'interaction avec CD151 et CD9
(Delandre et al., 2009; Montpellier et al,, 2011; Zhu et al., 2012).

La discrimination entre les interactions secondaires des tétraspanines et les
interactions primaires qu’elles forment avec leurs partenaires est en particulier
observable en utilisant différentes conditions de détergents. Ainsi, I'utilisation de Triton
X-100 ou de NP40 dissocie I'ensemble des interactions au sein des TEMs. Par contre,
l'utilisation de détergents plus doux tels que le Brij97 ou le CHAPS permet de préserver
les interactions tétraspanine/tétraspanine. L’utilisation de digitonine ou I'ajout d’'EDTA
aux détergents doux désorganise les interactions secondaires mais préserve les
interactions tétraspanine/protéine partenaire.

Les TEMs ont été rapprochés a des radeaux lipidiques car ils en partagent
certaines propriétés. En effet, les TEMs possedent des propriétés communes aux
membranes résistantes aux détergents (DRM) et, apres lyse et ultracentrifugation sur
gradient de sucrose, présentent une faible densité similaire a celle des radeaux
lipidiques (Berditchevski, 2002; Charrin et al., 2002; Claas et al, 2001; Miura et al,
2004). De plus, les tétraspanines peuvent s’associer a différents lipides, notamment les
gangliosides (Claas et al, 2001; Miura et al, 2004; Odintsova et al, 2006; Ono et al.,
2001). II a en effet été montré que CD9 pouvait interagir directement avec GM3 (Ono et
al, 2001) et que les gangliosides étaient essentiels au maintien de l'intégrité des
domaines enrichis en CD82 (Odintsova et al, 2006). De plus, il a été montré que les
tétraspanines interagissaient avec le cholestérol, comme cela a été décrit en utilisant de

la digitonine, une molécule capable de précipiter le cholestérol, et qui co-précipite les
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tétraspanines (Charrin et al., 2003). Les radeaux lipidiques sont en effet caractérisés par
leur résistance aux détergents ainsi que par un enrichissement spécifique en certains
lipides (notamment des sphingolipides, du cholestérol et des phospholipides) et la
présence de certaines protéines, notamment des protéines a ancrage GPI et de la
cavéoline (Brown et London, 1998). Cependant, ces protéines sont absentes des TEMs
(Le Naour et al, 2006a). De plus, a l'inverse des TEMs, les radeaux lipidiques sont
résistants a un traitement avec 1% de Triton X-100 et sensibles a un traitement avec 1%
de Brij97 (Le Naour et al,, 2006a). Il a également été montré que les TEMs sont moins
sensibles a une déplétion en cholestérol que les radeaux lipidiques, ce qui suggere donc
une composition lipidique différente (Claas et al.,, 2001).

Ainsi, les tétraspanines au sein du tetraspanin web permettent de réguler
'activité de nombreuses protéines, non seulement via des interactions directes, mais
également en jouant le role d’organisateurs membranaires, en régulant la disponibilité

et les interactions des protéines au sein des TEMs.

3- Dynamique membranaire des tétraspanines et TEAs

L’usage de la microscopie TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) couplée au
SMT (Single-Molecule Tracking) ainsi que les méthodes de FRAP (Fluorescence Recovery
After Photobleaching) ont permis d’étudier la dynamique membranaire des
tétraspanines au sein des TEMs.

Le FRAP consiste a photoblanchir, par illumination breve et intense, une région
de la membrane plasmique préalablement marquée. L’analyse du recouvrement de la
fluorescence de cette région, qui est dépendant de la mobilit¢é des molécules
environnantes, permet de déterminer le coefficient de diffusion membranaire d'une
protéine et de définir la proportion de molécules mobiles et immobiles.

La microscopie TIRF utilise les ondes évanescentes d'un laser et permet ainsi
d’illuminer une fine épaisseur (100-300 nm) de la partie basale des cellules et donc
I'observation relativement précise de la membrane basale. Cette technique de
microscopie couplée au SMT permet le suivi de molécules uniques marquées
généralement avec des fragments Fab d’anticorps couplés a un fluorophore. Grace a une
série d'images prises a haute résolution, le SMT en TIRF permet de suivre la position

d’'une protéine et de reconstruire sa trajectoire. Cette technique permet de distinguer

-151 -



INTRODUCTION LES TETRASPANINES

des trajectoires Browniennes, confinées ou mixtes et de mesurer les coefficients de
diffusion des protéines observées a la surface des membranes. Il a ainsi été montré, a
travers l'’exemple de la molécule CD9, que les tétraspanines évoluent entre différentes
zones de la membrane plasmique, ou leur coefficient de diffusion varie. Ainsi, des
molécules de CD9 co-diffusent en présentant un mouvement Brownien, alors que ce
mouvement devient confiné dans les zones enrichies en CD9. Le fait que les molécules de
CD9 puissent co-diffuser en dehors des zones enrichies en CD9 avec des coefficients de
diffusion différents a l'extérieur et a l'intérieur de ces zones, suggere un échange
permanent entre des zones enrichies en tétraspanines (TEAs) et des clusters formés par
des tétraspanines qui co-diffusent (Espenel et al, 2008). D’autres études ont mis en
évidence des régions dans lesquelles se concentrent les tétraspanines et ou leur
diffusion est réduite. Ainsi, il a été montré que CD151 et CD9 étaient recrutées au niveau
des plateformes adhésives endothéliales (EAPs). En effet, ces plateformes sont riches en
protéines d’adhérence telles que ICAM-1 et VCAM-1 qui sont des protéines partenaires
de CD9 et CD151, respectivement (Tableau 2). Des études de FRAP ont montré qu’au
sein de ces structures, la diffusion des tétraspanines était réduite (Barreiro et al.,, 2008).
De maniere intéressante, certains anticorps sont capables de reconnaitre les
tétraspanines associées aux TEAs. C'est le cas de 'anticorps MT81w qui reconnait la
tétraspanine CD81 murine associée aux TEAs. Il a été mis en évidence que dans les
cellules dans lesquelles CD81 était plus associée aux TEAs, son coefficient de diffusion
était réduit (Potel et al, 2013; Silvie, 2006). L’aspect dynamique des tétraspanines est

représenté sur la Figure 31.
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Figure 31 : Vue dynamique du tetraspanin web.

Différents complexes tétraspanine/protéine partenaire sont représentés en rouge ou en
bleu. Ces complexes s’associent entre eux pour former des clusters dont les trajectoires
sont indiquées par des fleches. Ces clusters patrouillent au niveau de la membrane
plasmique et forment le tetraspanin web. Un enrichissement local en tétraspanines
associé a une composition lipidique particuliére (en jaune a droite) forme les TEAs, au
sein desquels les mouvements des tétraspanines sont réduits. Les TEAs et les clusters de
tétraspanines sont en perpétuel échange a la surface de la membrane plasmique
(D’apreés Charrin et al.,, 2009).

C- Roles physiologiques des tétraspanines

Les tétraspanines sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels
que 'adhésion, la migration, la fusion ou la prolifération cellulaire. L’utilisation de souris
Knock-Out (KO), de silencing et d’anticorps a permis de mieux comprendre les rdles des
tétraspanines, méme si ceux-ci reste encore largement méconnus. En effet, les roles

probablement redondants d’un certain nombre de tétraspanines, combinés a leur

présence quasi-ubiquitaire, ont rendu leur étude d’autant plus difficile.

L’étude de souris KO a permis d’identifier I'implication de quelques tétraspanines
dans certaines fonctions. C’'est le cas par exemple des souris n’exprimant pas CD9, pour
lesquelles il a été montré que cette protéine était impliquée dans la fusion entre

spermatozoide et ovocyte (Le Naour, 2000). Plus tard, il a également été démontré que
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CD81 participait aussi a ce processus de fusion (Rubinstein et al., 2006). Cependant le
mécanisme moléculaire exact du role de ces deux tétraspanines dans la fusion reste a
déterminer. Des expériences sur des ovocytes n’exprimant aucune de ces tétraspanines
et pour lesquelles I'expression peut étre rétablie en transfectant des ARNm, suggerent
que les deux tétraspanines ne coopérent pas dans le mécanisme de fusion (Ohnami et al.,
2012).

Des mutations retrouvées chez des patients atteints de maladies rares ont
également permis de mettre au jour 'implication des tétraspanines dans certaines de
ces maladies. Ainsi, des mutations dans des tétraspanines telles que ROM-1 ou la
périphérine/RDS, exprimées uniquement au niveau de la rétine, sont associées a des
dystrophies de la rétine chez 'Homme pouvant entrainer la cécité (Kohl et al., 1998).

De manieére intéressante, en interagissant avec leurs protéines partenaires, les
tétraspanines sont capables de réguler leur activité, ce qui permet de mieux comprendre
les réles physiologiques de ces protéines. Ainsi, une mutation rare entrainant la perte du
domaine de liaison de CD151 aux intégrines, est responsable d’'une épidermolyse
bulleuse prétibiale, caractérisée entre autres par la présence de cloques au niveau de la
peau, probablement due a un défaut d’adhérence épithéliale, ainsi que par une
insuffisance rénale (Karamatic Crew, 2004). De maniere intéressante, des souris
présentant une mutation dans l'intégrine a3, ainsi que des mutations dans l'intégrine
a6p4 chez 'Homme, sont responsables d’'un phénotype similaire (DiPersio et al., 1997;
Ruzzi et al, 1997). Ceci renforce donc I'importance de l'interaction entre CD51 et les
intégrines dans la régulation de la fonction de ces dernieres et plus particulierement
dans l'organisation de la membrane basale. De plus, il a été montré que des souris KO
pour le gene codant CD151 présentaient également une insuffisance rénale. Ceci semble
dl a la redistribution de I'intégrine o331 dans les cellules glomérulaires des reins (Sachs
et al, 2012). De maniere générale, CD151 est importante dans le renforcement de
I'adhésion cellulaire, notamment le renforcement de I'interaction entre les intégrines et
la laminine (Lammerding et al., 2003).

De facon similaire, CD82 a un rdle de suppresseur de tumeur (Dong et al., 1995)
qui peut s’expliquer par son interaction avec EGF-R. En effet, CD82 induit 'endocytose
du récepteur, impliqué dans la progression tumorale, réduit sa dimérisation suite a la
fixation de ses ligands et en atténue la voie de signalisation (Odintsova, 2003; Odintsova

et al, 2000). Le mécanisme est cependant controversé. En effet, une étude a montré que
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CD82, en s’associant a EGF-R, en réduit la mobilité membranaire, ce qui le rend plus
accessible a la machinerie endocytique (Odintsova, 2003), alors qu'une autre étude a
montré au contraire que cette association augmente la diffusion membranaire de EGF-R
(Danglot et al.,, 2010).

Les tétraspanines sont également impliquées dans le systéme immunitaire. Ainsi
les tétraspanines telles que CD81 et CD37 sont impliquées dans la régulation de
'activation des lymphocytes T (Soldaini et al, 2003; van Spriel et al, 2004), ainsi que
dans la production d’anticorps par les lymphocytes B (Knobeloch et al., 2000; Maecker &
Levy, 1997).

Enfin, les tétraspanines, et plus particulierement CD63, sont retrouvées dans des
compartiments intracellulaires. Il a ainsi été suggéré que les tétraspanines pouvaient
jouer un role dans la régulation du transport intracellulaire, en particulier de leurs
protéines partenaires. Il a ainsi par exemple été montré que CD63 était impliquée dans
le recyclage de la pompe H*K*ATPase, en assurant son transport entre la membrane
plasmique et les compartiments intracellulaires (Duffield et al, 2003). Dans le méme
ordre d’idée, il a été montré que CD9, et de facon moindre CD151, permettaient

d’augmenter la demi-vie de CLDN-1 a la surface cellulaire (Kovalenko et al., 2007).

D- Tétraspanines et infections virales

Les tétraspanines et les domaines membranaires associés sont utilisés par un
vaste panel de pathogeénes, allant des bactéries aux virus en passant par les
champignons et les parasites, pour infecter leurs cellules hotes. Dans ce paragraphe,
nous nous intéresserons plus particulierement aux virus qui utilisent les tétraspanines
pour différentes étapes de leur cycle de réplication. Les tétraspanines sont en effet
utilisées par de nombreux virus, aussi bien dans des processus d’entrée que dans

I'assemblage et méme lors de la réplication virale.

1- Tétraspanines et Retroviridae

Le role des tétraspanines dans le cycle de réplication du HIV a été
particulierement étudié. Le HIV est un lentivirus, un virus enveloppé a ARN(+) qui

infecte les cellules exprimant le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 et/ou CXCR4,
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lui conférant un tropisme essentiellement pour les lymphocytes T CD4*, les
macrophages et les DCs. L'entrée du virus se fait par reconnaissance entre une
glycoprotéine de surface, gp120, et ses récepteurs et corécepteurs cellulaires. Cette
interaction aboutit a la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane plasmique,
permettant ainsi ’entrée de la capside virale dans le cytoplasme. L’ARN viral est ensuite
rétrotranscrit en ADN par la transcriptase inverse au sein d'un complexe
multiprotéique, formé par des protéines virales et cellulaires. Ce complexe permet
I'import du génome viral dans le noyau ou il est intégré au sein du génome de la cellule
hote. Les genes viraux sont ensuite transcrits et traduits. Les protéines structurales Gag-
Pol et Env, en association avec deux copies du génome viral néo-synthétisé s’assemblent
a la membrane plasmique pour former des particules virales qui bourgeonnent au
niveau des TEMs. En effet, il a été montré que non seulement les sites de
bourgeonnement, mais également les particules virales elles-mémes, étaient riches en
CD63, CD81, CD82 et CDY (Jolly & Sattentau, 2007; Orentas & Hildreth, 1993; Sato et al,
2008). 1l a ainsi été suggéré que les particules virales bourgeonneraient au niveau des
compartiments intracellulaires riches en tétraspanines, probablement des endosomes,
en étant sécrétées a la maniere des exosomes, avec lesquels elles partagent de
nombreuses caractéristiques (Deneka et al, 2007). De maniére intéressante, il a été
montré que la protéine Gag médie le recrutement des différentes tétraspanines, en
particulier cela a été démontré pour CD9 et CD81 grace a du SMT (Krementsov et al.,
2010), ce qui permet ainsi de créer des zones a la membrane qui deviennent les
précurseurs des synapses virologiques entre deux cellules, permettant la transmission
de cellule a cellule du HIV. En effet, les tétraspanines permettent de réguler la formation
de ces synapses et d’empécher la formation d’'un syncytium (Krementsov et al., 2009).
De plus, cette hypothese est renforcée par le fait que certaines protéines du HIV, telles
que Vpu et Nef, médient la diminution de I'expression des tétraspanines a la surface
cellulaire, ce qui permet de réguler la balance entre la formation de synapses
virologiques, qui favorisent l'infection, sans pour autant entrainer la formation de
syncytia (Haller et al, 2014; Lambelé et al., 2015).

En plus de leur role dans I'assemblage et la sécrétion du HIV, les tétraspanines
sont également impliquées dans des étapes plus précoces du cycle. En effet, l'utilisation
d’anticorps dirigés contre CD63 a montré que cette tétraspanine était essentielle a une

étape post-fusion (Lindern et al, 2003). Ceci est renforcé par d’autres études qui ont
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montré que le silencing de CD63 inhibe la transcription inverse du virus ou une autre
étape post-fusion (Li et al, 2011; 2014). De maniere intéressante, CD63 est impliquée
dans la régulation du transport de CXCR4 dans les lymphocytes T (Yoshida et al., 2008).

De fagon similaire au HIV, il a été montré que les tétraspanines, et plus
particulierement la tétraspanine CD82, étaient essentielles a I'assemblage et a la
transmission du HTLV-1, (Human T-Lymphotropic Virus 1), un d-retrovirus. En effet, il a
été montré que la protéine Gag du HTLV-1 colocalisait avec des domaines riches en
tétraspanines a la membrane plasmique. De maniere intéressante, la protéine Gag
interagit avec CD82 une fois a la membrane plasmique, ce qui permet la co-diffusion de
ces protéines au niveau des synapses virologiques (Mazurov et al., 2006). Par ailleurs, la
surexpression de CD82 bloque la transmission cellule-cellule du HTLV-1, ce qui suggere
que, de fagon similaire au HIV, la tétraspanine CD82 régule la formation de syncytia et
des synapses virologiques (Pique et al., 2000).

Enfin, l'infection par le virus de l'immunodéficience féline (FIV), un autre
lentivirus, est également régulée par les tétraspanines. En effet, il a été montré que
l'utilisation d’anticorps reconnaissant CD9 inhibe l'infection (Willett et al, 1994). De
plus, CD9 interviendrait dans une étape tardive du cycle cellulaire, au moment de
I'assemblage et de la sécrétion (de Parseval et al, 1997; Willett et al., 1997), suggérant

un mécanisme similaire a ce qui est observé pour HIV et HTLV-1.

2- Tétraspanines et papillomavirus

Les papillomavirus sont des virus appartenant a la famille des Papillomaviridae
dont on connait 170 génotypes infectant 'Homme. Ce sont des virus causant des
pathologies allant de simples verrues jusqu’au développement de cancers, en particulier
le cancer du col de l'utérus, provoqué essentiellement par les HPV-16 et 18
(Papillomavirus humains de type 16, 18). Ce sont des virus non enveloppés a ADN
double-brin dont la capside est formée des protéines L1 et L2. Le virus infecte les
cellules des épithéliums basaux de la peau et des muqueuses, en interagissant avec des
récepteurs primaires tels que des GAGs comme syndecan-1 et des récepteurs
secondaires, telles que des protéines de la matrice extracellulaire comme la laminine-
332, puis pénetre dans la cellule via les TEMs. Apres une endocytose indépendante de la

clathrine et de la cavéoline (Spoden et al, 2013), la particule virale est décapsidée et

- 157 -



INTRODUCTION LES TETRASPANINES

I’ADN viral est transcrit au niveau du noyau puis traduit afin de former de nouvelles
particules virales.

Ainsi, le virus utilise les TEMs pour pénétrer dans ses cellules cibles. En effet, il a
été montré par des études de colocalisation, que les particules virales de HPV-16
colocalisaient avec des domaines riches en CD151 a la surface cellulaire et étaient
internalisées par endocytose a partir de ces domaines. La particule virale colocalise
alors avec CD151 et CD63 au niveau des endosomes. Des études de silencing ont
confirmé l'implication de CD151 dans l'entrée virale, de méme que I'utilisation
d’anticorps qui a montré I'importance de CD151 et de CD63. Il semblerait que CD151
soit nécessaire a l'internalisation de la particule virale, puisque les particules restent
bloquées a la surface dans des cellules n’exprimant plus CD151 (Spoden et al.,, 2007). De
plus, I'usage de mutants de CD151 incapables de lier les intégrines et de mutants non
palmitoylés, qui ne peuvent plus interagir avec d’autres tétraspanines, dans des cellules
n’exprimant plus CD151, a montré que l'association de CD151 aux intégrines et son
association aux TEMs en général, étaient essentielles a I'entrée du virus (Scheffer et al,
2013). Ceci suggere donc que d’autres éléments des TEMs, en plus des intégrines, sont
importants pour I'entrée virale. Il a par ailleurs été suggéré que les TEMs pouvaient
permettre l'interaction entre la particule virale et ses récepteurs secondaires (Scheffer

etal,2014).

3- Tétraspanines et autres virus

D’autres études ont montré des interactions entre tétraspanines et virus mais

celles-ci ont été moins décrites que les deux exemples précédents.

Ainsi, CD151 est également importante pour la réplication du virus du syndrome
dysgénésique et respiratoire du porc (PRRSV). Le PRRSV est un virus de la famille des
Arteriviridae. C’est un virus enveloppé a ARN(+) qui infecte uniquement les porcs et
cible essentiellement les macrophages. Le virus pénetre dans ses cellules cibles par
endocytose dépendante de la clathrine via l'interaction avec ses différents récepteurs
que sont les héparanes sulfates (Delputte et al, 2002), le récepteur porcin a la
sialoadhésine (Vanderheijden et al, 2003), ou encore le récepteur scavenger CD163

(Patton et al, 2009). Apres décapsidation et traduction de I'ORF codant la polymérase
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virale, un ARN(-) est synthétisé, qui sert de matrice a la synthése d’ARN(+) sous
génomique, qui permet ensuite la traduction des différentes protéines virales
(Shanmukhappa et al, 2007). La particule virale une fois assemblée bourgeonne au
niveau du Golgi et est sécrétée par exocytose ou par la lyse des cellules (Suarez, 2000).
De maniere intéressante, CD151 est capable d’interagir avec la région 3’-UTR des ARNs
viraux. Comme cela a été montré pour d’autres virus, des protéines de ’hdte peuvent
réguler la réplication virale en interagissant avec la région 3’-UTR de ’ARN(+) viral.
C’'est par exemple le cas avec le virus de West Nile et la protéine EF-1a (Translation
elongation factor-1 o) (Blackwell & Brinton, 1997). L’interaction, entre CD151 et la
région 3’-UTR des ARNs du PRRSV est capable de réguler la réplication du virus. En effet,
une étude a montré que non seulement I’ARN viral et CD151 étaient capables d’interagir
in vitro, mais également, que les cellules susceptibles a l'infection exprimaient CD151
alors que les cellules non susceptibles n’expriment pas cette protéine. De plus, la
transfection de CD151 dans les cellules qui ne répliquent pas le virus, suffit a restaurer
I'infection. Enfin, la surexpression et le silencing ou l‘usage d’anticorps a-CD151
entrainent respectivement une augmentation et une inhibition de Iinfection
(Shanmukhappa et al,, 2007). De maniere intéressante, une étude plus récente a identifié
des micro ARNs qui ciblent naturellement CD151 chez le porc. Il a été montré que la
surexpression de I'un d’entre eux, miR-506, inhibe I'infection par le PRRSV (Wu et al,
2014a). Cependant, aucun mécanisme moléculaire ne permet actuellement d’expliquer

I'implication exacte de CD151 dans la réplication virale.

Les tétraspanines jouent également un réle dans le virus de la maladie de Carré
(CDV), un virus qui atteint un grand nombre d’especes, essentiellement des carnivores
et étant particulierement grave chez le chien ou il donne des symptomes proches de
ceux de la rougeole, pouvant étre fatales dans la moitié des cas. C’est un virus de la
famille des Paramyxoviridae du genre Morbilivirus. Le CDV est un virus a ARN(-)
enveloppé qui cible notamment les lymphocytes B et T mais également des cellules de la
peau ou du cerveau. L'interaction entre les hémagglutinines de surface du virus et au
moins un récepteur identifié, CD150, permet la fusion du virus au niveau de la
membrane plasmique (Ludlow et al, 2014). L’ARN(-) est transcrit par la polymérase
virale puis traduit. Apres réplication, les protéines virales et 'ARN(-) sont recrutés a la

membrane plasmique ou les nouvelles particules bourgeonnent (Harrison et al, 2010).
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Une premiere étude a réalisé un screening d’anticorps produits par des souris
immunisées a l'aide de cellules permissives au CDV. De maniére intéressante, un
anticorps bloquant CD9 était capable d’inhiber 'infection. Par la suite, 'expression de
CD9 dans des cellules non permissives a suggéré un role dans l'entrée de cette
tétraspanine (Loffler et al, 1997). 1l a par la suite été montré par des études de cinétique
que CD9 intervenait dans I'entrée virale notamment apres attachement des particules
virales. De plus, le blocage de CD9 inhibe la formation de syncytia, suggérant un réle de

CD9 dans la transmission du virus (Schmid et al., 2000; Singethan, 2006).

Les TEMs ont également été impliqués dans I'assemblage du virus Influenza A
(IAV). L’IAV, virus d’'une grippe saisonniere et de la grippe aviaire, est un virus de la
famille des Orthomyxoviridae, enveloppé, a ARN(-) segmenté. L’hémagglutinine virale lie
'acide sialique des cellules pulmonaires et la particule virale est endocytée. Apres fusion
a pH acide avec la membrane d’'un endosome et désorganisation de la matrice virale,
I’ARN rejoint le noyau ou il est transcrit. Aprés synthese des protéines virales et
réplication, 'ARN(-) est exporté hors du noyau et I'assemblage et le bourgeonnement
ont lieu au niveau de la membrane plasmique apicale (Samji, 2009). Bien que les virions
semblent majoritairement bourgeonner au niveau des radeaux lipidiques, des anticorps
ciblant CD9 sont capables d’inhiber l'infection (Khurana et al, 2007). De plus, il a été
montré que CD9 et CD81 étaient incorporées dans la particule virale, suggérant que les
virions bourgeonnent au niveau des TEMs (Shaw et al, 2008). Egalement, une étude a
montré par silencing que CD81 pouvait étre impliquée dans I'entrée (Konig et al.,, 2010).
Ceci a été renforcé par une étude plus récente qui montre que CD81 aurait a la fois un
role a une étape tardive de I’entrée, probablement au moment de la fusion, et un role au
moment de 'assemblage, puisque CD81 est recrutée aux sites de bourgeonnement (He

etal, 2013a). Cependant, le réle des tétraspanines dans I'assemblage reste controversé.

Enfin, la tétraspanine CD81 et sa dynamique membranaire jouent un role
essentiel dans I'entrée, mais aussi dans la réplication du HCV. Ces rdles ont été décrits en
détails dans Fénéant et collaborateurs (Fénéant et al, 2014) (Annexe). De plus,
récemment, des études ont décrit I'implication de CD63 ainsi que de CD151 dans 'entrée

du HCV (111) A) 2) €)).
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VIII- LES IONOPHORES ET LEUR ACTIVITE ANTIVIRALE

A- Généralités

1- Définition

Le terme ionophore est utilisé depuis 1967 pour définir des molécules capables
de transporter des ions au travers des membranes biologiques. Le premier ionophore a
avoir été décrit est la gramicidine, issue de la culture de Bacillus Brevis (Hotchkiss &
Dubos, 1941). Les propriétés antibactériennes de nombreux ionophores ont longtemps
fait penser que ces molécules étaient nécessairement des antibiotiques. Aujourd’hui on

sait que certains ionophores peuvent aussi jouer des réles physiologiques importants.

2- Classification

On distingue trois catégories d’ionophores. D'une part, on trouve les ionophores
de type transporteurs mobiles qui franchissent les membranes lipidiques couplés a des
ions. Ces transporteurs mobiles sont divisés en deux catégories selon que la molécule
posseéde ou non une charge résiduelle. Les ionophores a charge résiduelle nulle sont
appelés ionophores neutres (1). Ils ont la propriété de se coupler a des ions en formant
alors un complexe chargé qui va traverser les membranes suivant leur gradient
électrochimique. Cette catégorie d’'ionophores est représentée par des molécules telles
que la valinomycine. Les ionophores polyéthers (ou carboxyliques) (2), électriquement
chargés, forment quant a eux des complexes électroneutres ou zwitterioniques avec des
ions. Le transport des ions est alors indépendant du potentiel membranaire mais
dépendant des gradients ioniques et notamment du pH (Figure 32). On retrouve dans
cette catégorie des molécules telles que la Monensine ou la nigéricine. D’autre part, on
trouve des ionophores capables de former des canaux ioniques transmembranaires,
permettant le passage de différents ions. Ces derniers sont qualifiés de quasi-ionophores

(3). La gramicidine est I'un d’entre eux (Pressman, 1976).
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Figure 32 : Mécanismes de transport des ions par les ionophores mobiles.

A) Transport de cations monovalents (M+*) par les ionophores (I) neutres suivant le
potentiel membranaire. B) Transport de cations monovalents par les ionophores
polyéthers (I-COO-) suivant les gradients ioniques et de pH.

3- Affinité

L’affinité d'un ionophore pour certains ions est spécifique et dépendante de la
structure moléculaire de ce dernier. Les ionophores, généralement, ont la propriété de
former des pseudo-cycles, emprisonnant les ions au sein d’une cavité polaire, tandis que
le reste de la molécule présente des propriétés hydrophobes lui permettant de traverser
les membranes lipidiques. La taille de la cavité polaire est dépendante de la rigidité du
squelette moléculaire. Une petite cavité privilégie le transport d’ions de faibles
dimensions tels que les ions Na*, comme c’est le cas pour la Monensine ou certains
ionophores synthétiques (Christensen et al, 1971; Lutz et al, 1970). A l'inverse, une
cavité polaire plus grande, combinée a une faible énergie libre de la molécule, privilégie
le transport d’ions de plus grandes tailles comme les ions K* (Ivanov et al, 1969;
Pinkerton et al, 1969). Enfin, d’autres ionophores, de taille trop faible pour former un
pseudo-cycle et/ou ne présentant pas d’affinité particuliére pour certains ions ont été

décrits, telles que les enniatines (Dobler et al., 1969; Ovchinnikov et al., 1969; 1974).
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4- Réles biologiques et applications

a- Roles physiologiques

Les ionophores naturels sont majoritairement des métabolites secondaires dont
I'importance biologique n’est pas, a priori, primordiale pour la survie, la croissance ou la
reproduction de l'espéce qui les produit. En effet, les roles physiologiques des
ionophores sont encore pour la plupart méconnus. Bien qu’ayant une activité
antibactérienne, il ne semble pas que cette fonction soit physiologiquement significative.
En revanche, une étude a montré que ces métabolites secondaires pouvaient conférer un
avantage sélectif dans certaines conditions environnementales. Ainsi I'étude d’un
mutant de la souche bactérienne Streptomyces Griseus déficient pour la production d’'un
macrotétrolide, un ionophore neutre, a révélé que ce mutant mourrait dans un
environnement a forte concentration en Na*. En effet, 'ionophore neutre permet a la
bactérie sauvage de puiser des ions K* dans un environnement pauvre en ces ions en
suivant le potentiel membranaire, alors que la bactérie mutante en est incapable et, au
contraire, perd ses ions K* (Kanne & Zahner, 1976).

Les rodles physiologiques sont plus évidents lorsque l'on considere les
sidérophores. Les sidérophores sont des ionophores capables essentiellement de
transporter des ions Fe3+ Les sidérophores, produits aussi bien par des bactéries, des
champignons et des plantes, permettent d’optimiser le prélevement du fer dans leur
environnement, aussi bien dans le sol que dans les organismes qu'’ils infectent. Ainsi les
bactéries des genres Streptococcus ou Bacillus sont capables d’utiliser le fer issu de la
ferritine, de la transferrine, de la lactoferrine ou d’autres hémoprotéines, grace aux
sidérophores qu’elles sécretent (Ge & Sun, 2014; Segond et al, 2014). De maniere
intéressante, certains sidérophores facilitent la dissolution des oxydes de fer afin
d’augmenter la disponibilité en fer dans I’environnement pour les organismes qui les

produisent (Holmén & Casey, 1996).

b- Applications

i) Etudes des transferts membranaires
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Si leurs roéles physiologiques sont globalement méconnus, les ionophores ont en
revanche trouvé de nombreuses applications biologiques depuis leur découverte. Ainsi,
leur utilisation a permis de mieux comprendre le fonctionnement des mitochondries et
des chloroplastes. En effet, 'ajout de valinomycine dans un milieu de culture de
mitochondries de foie de rat permet une synthese d’ATP via un flux entrant de K*
(Cockrell et al, 1967). Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant de la
valinomycine sur des chloroplastes d’épinards (Uribe & Li, 1973). Ces études ont
notamment permis de faire le lien entre le potentiel membranaire des mitochondries et

des chloroplastes et la production d’ATP.

ii) Role antibactérien

Les ionophores sont également intéressants de part leurs puissants effets anti-
infectieux contre des parasites, des bactéries, des virus ou encore des cellules
cancéreuses (Tableau 3 et Tableau 4).

Le role des ionophores comme antibiotiques a été longuement documenté. Selon
les ionophores, on observe des activités antibactériennes aussi bien sur des bactéries
Gram-positif que sur des bactéries Gram-négatif. Ainsi, la salinomycine est efficace aussi
bien contre des bactéries Gram-positif (Clostridium) que Gram-négatif (Salmonella)
(Bolder et al., 1999; Kyriakis et al., 1995.). Cependant, de maniere générale les bactéries
Gram-positif sont plus sensibles aux ionophores que les bactéries Gram-négatif. Ceci
s’explique par l'organisation membranaire des bactéries Gram-négatif et la présence
d’'une paroi dans I'espace périplasmique les rendant moins perméables aux molécules
hydrophobes de poids moléculaire trop élevé. Ainsi des ionophores tels que la
nigéricine, la calcimycine, la Monensine ou la valinomycine sont inefficaces contre les
bactéries Gram-négatif (Butaye et al., 2003).

L’effet antibactérien des ionophores s’explique par leur activité de transport de
cations. En modifiant les gradients d’ions Na*, K* et Ca?* notamment, les ionophores ont
un effet toxique sur les bactéries cibles.

De maniere intéressante, relativement peu de résistances aux ionophores ont été
décrites. Cependant les mécanismes de résistances observées n‘ont pas pu étre
expliqués. Le seul mécanisme de résistance connu est celui d'une souche bactérienne,

Streptomyces longisporoflavus, qui code un systeme d’efflux ATP-dépendant de type
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transporteur ABC (ATP Binding Cassette), qui la protege d’'un ionophore qu’elle produit,
la tétronasine (Linton et al, 1994). Ceci rend les ionophores intéressants contre les
bactéries multirésistantes. Ainsi, les noboritomycines A et B sont actives contre des
souches de Staphylococcus aureus résistantes a la pénicilline (Keller-Juslén et al., 1978).
De plus, la laidlomycine, la salinomycine et la narasine sont actives contre des souches
multirésistantes MRSA (Methicillin-resistant Saphylococcus Aureus) de Staphylococcus
aureus et des souches multirésistantes VRE (Vancomycin-Resistant Enterococci)

d’Enterococcus (Yoo et al., 2007).

iii) Role antiparasitaire

Les ionophores sont également actifs contre un certain nombre de parasites.
Ainsi, les ionophores polyéthers telles que la Monensine et la narasine inhibent les
parasites du genre Eimeria. Si les ionophores ont un effet cytotoxique en affectant le
fonctionnement des mitochondries, il a été montré que, dans le cas de la narasine et de
la Monensine, les concentrations inhibant I'infection étaient trop faibles pour affecter les
mitochondries des parasites, suggérant un autre effet de ces ionophores. Les ionophores
seraient accumulés dans les sporozoites et perturberaient les gradients ioniques, ce qui
entrainerait un choc osmotique (Smith & Strout, 1979). Avec un mécanisme similaire, la
salinomycine entraine I’éclatement de la forme sanguine de Tripanosoma brucei via un
influx de Na* dans le parasite (Steverding & Sexton, 2013). Egalement, en facilitant le
transport de différents ions (Na*, K*, Mg?*, Ca?*), les ionophores perturbent les
gradients ioniques et en particulier, augmentent la concentration en calcium
intracellulaire, comme cela a été montré pour la salinomycine (Lattanzio & Pressman,
1986).

De maniere intéressante, 'amphotéricine B est utilisée chez 'Homme dans le
traitement des leishmanioses causées par des parasites appartenant au genre
Leishmania. 11 semblerait que I'amphotéricine B agisse via divers mécanismes.
L’amphotéricine B est un quasi-ionophore qui forme des canaux ioniques dans les
membranes riches en ergostérols, entralnant une fuite de K* ainsi qu'une
désorganisation membranaire (Bolard, 1986; Brajtburg et al., 1990; Urbina et al., 1987).
Cette fuite de K* peut entrainer la mort cellulaire. Cependant, ce seul mécanisme ne

bY

suffit pas a expliquer l'action de cette molécule sur les parasites. En effet,
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I'amphotéricine B est également impliquée dans la formation de radicaux libres de
I'oxygeéne qui sont toxiques pour la cellule (Lamy-Freund et al, 1985; Purkait et al,

2012).

iv) Role antiviral

L’activité antivirale des ionophores s’explique essentiellement par deux
mécanismes. En modifiant les concentrations ioniques et le pH des compartiments
intracellulaires, des vésicules telles que les endosomes sont affectées. Un certain nombre
de virus pénetre dans leurs cellules hotes via des voies d’endocytose. Une modification
des caractéristiques physico-chimiques des endosomes, que ce soit au niveau de leur pH
ou de leur potentiel membranaire, peut alors altérer l'entrée virale. Ainsi la
valinomycine bloque l'entrée du Virus de la Forét de Semliki (SVF) via une
dépolarisation membranaire (Helenius et al, 1985). La perturbation du pH des
endosomes induite par la nigéricine inhibe également la fusion des Spumavirus (Picard-
Maureau et al., 2003).

Par ailleurs, I'ensemble des compartiments intracellulaires peut étre modifié.
Ainsi, le Golgi et le RE sont affectés par les ionophores. L'implication du RE et surtout du
Golgi dans la synthese et les modifications post-traductionnelles des protéines, fait qu’en
présence d’ionophores, les modifications post-traductionnelles, la maturation des
protéines virales ainsi que le transport des protéines structurales peuvent étre affectés.
Ceci perturbe alors 'assemblage et la sécrétion de particules virales infectieuses. Ainsi,
en présence de calcimycine, un ionophore a forte affinité pour le calcium, le clivage
protéolytique de I'hémagglutinine du virus HPAI (Highly Pathogenic Avian Ifluenza A) n’a
pas lieu. En effet, ce clivage dépend d'une enzyme dépendante du calcium (Klenk et al,
1984).

D’autres mécanismes, plus anecdotiques, ont toutefois été décrits. Ainsi, la
nigéricine semble capable d’inhiber la réplication du virus de la vaccine en affectant la

transcription de genes précoces ainsi que la réplication de '’ADN (Myskiw et al., 2010).
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v) Role antifongique

Le rdle antifongique, bien qu'observé a de nombreuses reprises est beaucoup
moins bien caractérisé et les mécanismes peu explorés. Cependant, il a été par exemple
montré que la calcimycine, de par son affinité pour les cations bivalents, affecte la
concentration en Mg?* de Candida albicans et inhibe la formation des tubes germinatifs.
Or, une élévation en Mg?* est observée lors de la formation de ces tubes germinatifs
(Walker et al.,, 1984). Un mécanisme similaire a été décrit pour le lasalocide qui inhibe la
formation des tubes germinatifs de Sporothrix schenckii via une modification du gradient

de magnésium (Alsina & Valle, 1984).

vi) Réle anticancéreux

En plus d’agir contre de nombreux agents infectieux, les ionophores sont aussi
capables de cibler un certain nombre de cellules cancéreuses. Ainsi, la salinomycine est
capable d’inhiber la croissance des cellules cancéreuses de la prostate, de sarcomes et de
tumeurs mammaires, ainsi que d’induire la mort de cellules souches cancéreuses (Fuchs
et al, 2010; Gupta et al, 2009; Ketola et al, 2012; Liffers et al, 2013; Riccioni et al.,
2010). La salinomycine est en effet capable d’affecter la voie de signalisation induite par
NF-kB, surexprimé dans de nombreuses cellules cancéreuses, et responsable de
I'expression de facteurs pro-angiogéniques et pro-métastatiques tels que le VEGF, I'IL-6,
I'IL-8 ou encore le MMP-9 (Ketola et al, 2012). 1l a également été montré que la
salinomycine affectait I'expression de la protéine anti-apototique p21 dans les cellules
cancéreuses en augmentant l'activité des protéasomes. En effet, l'utilisation d’un
inhibiteur de ces derniers permet de supprimer l'effet de la salinomycine sur p21 (Kim
et al, 2012). De facon similaire, la pyrithione, un ionophore a forte affinité pour les ions
Zn?*, est capable d’inhiber l'activité de NF-kB. Cet effet est probablement di a I'action
des ions Zn?* qui permettent de bloquer I'lkb-kinase (IKK) (Uzzo, 2006).

La nigéricine quant a elle a été décrite comme étant capable de cibler des cellules
de carcinomes nasopharyngés en diminuant I'expression de Bmi-1 (Deng et al.,, 2013).
En effet, Bmi-1 est un oncogéne qui régule l'expression de pl6 et pl4, deux

suppresseurs de tumeurs (Cao et al., 2011).
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Egalement, la gramicidine A est capable d’induire la mort des cellules de
carcinomes rénales ainsi que de bloquer la croissance et 'angiogenése des tumeurs
associées en inhibant HIF-a et -f. En effet, ces deux protéines sont impliquées dans la
formation de vaisseaux sanguins en milieu hypoxique (Brocato et al, 2013). Cette
inhibition a lieu via I'expression d’un suppresseur de tumeurs, VHL (Vindrieux et al,
2014). De maniere intéressante, certains ionophores sont aussi capables de renverser le
phénomene de résistance a de multiples drogues (MDR pour Multi-Drugs Resistance) qui
est tres fréquemment observé lors de chimiothérapies. C’est le cas de la laidlomycine,
capable d’augmenter plus de 700 fois le ratio de toxicité induite par la colchicine sur des
cellules KB-C4, des cellules de carcinomes MDR, ainsi que de I'inostamycine (Kawada et

al, 1992; Kawada & Umezawa, 1991).

5- Les ionophores polyéthers

Ces ionophores ont été décrits pour la premiere fois en 1951 avec leurs
représentants que sont le lasalocide ou encore la nigéricine, produits par différentes
souches bactériennes du genre Streptomyces. On connait aujourd’hui 53 souches de la
famille  Streptomycetaceae, @ des  genres  Streptomyces, = Actinomadura et
Dactylosporangium, capables de produire des ionophores polyéthers.

Les ionophores polyéthers sont caractérisés par une chaine carbonée présentant
des groupes alkyles leur conférant une grande liposolubilité. Dans cette chaine carbonée
s'inserent des hétérocycles contenant notamment de l'oxygéne comme hétéroatome
mais aussi de I'azote. Ces atomes d’oxygéne permettent I'insertion de nombreux groupes
fonctionnels tels que des groupes hydroxyles, carboxyles, carbonyles ou encore éthers.
Ces molécules, bien que non cycliques en elles-mémes, ont la capacité de se pseudo-
cycliser en formant des liaisons hydrogeénes entre le groupe carboxyle a la fin de la
molécule et, généralement, des groupes hydroxyles en téte de la molécule.

Ces molécules forment des sels avec divers ions métalliques, notamment des
cations monovalents (I-COO-M*) entralnant une structure généralement pseudo-
cyclique. Elles peuvent également transporter des protons qui sont transportés via des
ionophores sous forme acide (I-COOH). Certains de ces ionophores sont également
capables de transporter des cations bivalents, notamment en formant des complexes

entre plusieurs molécules d’ionophores. A ce titre, la calcimycine fait figure d’exception

- 168 -



INTRODUCTION LES IONOPHORES

parmi les ionophores polyéthers en étant le seul connu a ce jour a avoir une affinité plus
importante pour les ions bivalents plutot que pour les ions monovalents, probablement
due a la présence de deux atomes d’azote, augmentant I'énergie libre de la molécule

(Pfeiffer et al., 1974; Reed & Lardy, 1972).

B- La Monensine A

La Monensine A est un des 120 ionophores polyéthers naturels découverts a ce
jour. C’est un produit de fermentation issu de la bactérie Streptomyces Cinnamonensis et
isolée en 1967 par Agtarap et collaborateurs (Agtarap & Chamberlin, 1967). De formule
chimique C36Hs2011, sa structure cristallographique a été déterminée en 1971 par Lutz
et collaborateurs ( Lutz et al,, 1970) (Figure 33). La Monensine peut se complexer a des
ions monovalents avec une affinité plus prononcée pour les ions Na* (Ag* > Na* > K* >
Rb* > Cs* > Li* = NH4*) (Gertenbach & Popov, 1975). Les cations monovalents sont
coordinés avec 6 atomes d’oxygene de la Monensine au sein de la cavité polaire de la
molécule. Complexée a un cation monovalent, elle forme un pseudocycle stabilisé par
deux liaisons hydrogeénes entre les atomes d’oxygene du groupe carboxyle et deux

atomes d’hydrogene de groupes hydroxyles a I'autre bout de la molécule.

Figure 33 : Structure de la Monensine complexée a un ion monovalent.

(Chapman et al, 2010).
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En plus de fonctionner comme un simple antiport électroneutre Na*/H*, la
Monensine, sous forme protonée, est aussi capable de transporter des ions Na* de facon
électrogénique (Huczynski et al., 2012; Nakazato & Hatano, 1991).

La Monensine entraine donc une augmentation de la concentration en Na* dans le
cytoplasme et une augmentation du pH. L’augmentation de la concentration en Na*
entraine quant a elle indirectement via l'inositol triphosphate le relargage de calcium
depuis les compartiments intracellulaires tels que le RE dans le cytoplasme (Nassar-
Gentina et al., 1994). La Monensine peut également augmenter la concentration en Ca?*
cytoplasmique libre via un échangeur Na*/Ca?* favorisant 'entrée de calcium dans la
cellule (Wang et al., 1999). Il semblerait que la Monensine puisse également augmenter
la concentration en calcium intracellulaire par un mécanisme indépendant des ions Na*

(Mulkey & Zucker, 1992; Satoh & Satoh, 2007).

1- Monensine et infections

a- Parasitaires

La Monensine est, de maniére générale, active sur les parasites appartenant aux
Apicomplexa, phylum auquel appartiennent les parasites des genres Eimeria,
Plasmodium, Toxoplasma ou encore Cryptosporidium et Neospora. Les Apicomplexa sont
pour la plupart d’entre eux des parasites intracellulaires obligatoires. Ils sont
caractérisés par la présence d’'un ensemble d’éléments cytosquelettiques et d’organites
sécréteurs appelé complexe apical sur les parasites a des stades de développement

extracellulaires.

i) Effet anti-coccidial

La Monensine est essentiellement utilisée dans le traitement des coccidioses, des
maladies parasitaires dues a des Apicomplexa. La Monensine est ainsi capable de
bloquer le développement de parasites du genre Eimeria (Figure 34). Plusieurs
mécanismes ont été suggérés pour expliquer I'action de la Monensine sur ces parasites.
Tout d’abord, en perturbant I’équilibre osmotique, la Monensine entraine un gonflement
de la vacuole des sporozoites de ces parasites, la forme présente dans I’environnement,

avant qu'’ils n’infectent leurs cellules hotes, pouvant mener jusqu’a I'éclatement de ces
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derniers (Smith & Strout, 1979). Ensuite il a été montré que la Monensine est capable de
modifier la composition de la membrane des sporozoites, notamment le recrutement de
la flotillin-1 aux radeaux lipidiques dans la région de I'apex des sporozoites, impliquée
dans la pénétration des cellules cibles (del Cacho et al, 2007). La Monensine est
également capable d’affecter les parasites sous la forme de mérozoites, relargués dans

l'intestin des animaux infectés (Mehlhorn et al., 1983).
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Figure 34 : Cycle de réplication des Eimeria et action de la Monensine.

Lors de la phase de sporogonie, les oocystes vont maturer pour libérer des sporozoites
qui vont, par ingestion, infecter leur hote. Une fois dans 'organisme hote, la phase de
schizogonie, le parasite se multiplie de facon asexuée et libere des mérozoites qui
peuvent infecter de nouvelles cellules. Deux générations de schizontes seulement sont
représentées. Enfin la derniere phase du cycle est la gamétogonie, correspondant a la
phase sexuée du cycle, avec la production de microgameétes et de macrogametes. La
Monensine affecte le parasite lorsqu’il est sous forme de sporozoite et de mérozoite.
(D’aprés Chapman et al., 2010).
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ii) Effet antipaludique

De maniére intéressante, la Monensine présente des effets antipaludiques
(Adovelande & Schrével, 1996; Gumila et al., 1996; 1997; Surolia et al, 2012). Elle est en
effet capable d’affecter les parasites responsables de la malaria, appartenant au genre
Plasmodium, a différents stades de leur développement.

Le Plasmodium induit, au cours de l'infection des érythrocytes, des modifications
de la perméabilité membranaire a différents substrats, dont des cations, entrainant des
modifications des gradients ioniques dont dépend la croissance du parasite. Ainsi, la
présence du parasite augmente la concentration en Na* dans le cytoplasme et diminue la
concentration en K* au sein de celui-ci. A I'inverse, le cytosol du parasite est quant a lui
riche en K* et pauvre en Na* (Elford et al, 1995; Ginsberg, 1990; Tanabe, 1990).
Egalement, le parasite induit une augmentation du pool total de calcium intracellulaire
(Adovelande et al, 1993; Kramer & Ginsburg, 1991; Krungkrai & Yuthavong, 1983; Leida
etal, 1981).

Des études comparatives de l'effet de différents ionophores sur l'infection du
Plasmodium au stade trophozoite/schizonte, lorsqu’il infecte les érythrocytes, ont mis en
évidence que l'affinité pour des ions monovalents plutét que pour des ions bivalents
était essentielle a 'activité antipaludique. Ainsi la Monensine et la nigéricine sont toutes
les deux actives contre le Plasmodium, alors qu’elles présentent une activité plus
importante respectivement pour les ions Na* et K*, tandis que la calcimycine, ayant une
affinité pour les ions Ca?*, est trés peu active sur le Plasmodium (Gumila et al.,, 1996).
D’autres études ont confirmé I'effet de la Monensine sur le Plasmodium a ce stade (Gibot
et al, 1999; Gumila et al, 1997). 1l semblerait qu’a ce stade de développement, la
Monensine, en augmentant le pH des compartiments acides intracellulaires des
trophozoites et schizontes, perturbe la capacité du parasite a stocker du calcium(Garcia
etal, 1998).

La Monensine est également capable d’inhiber le Plasmodium au stade sporozoite,
lorsque le parasite infecte les hépatocytes. Ainsi, la Monensine inhibe l'infection des
hépatocytes par Plasmodium falciparum, Plasmodium berghei et Plasmodium yoelii
(Leitao & Rodriguez, 2010; Mahmoudi & Garcia-Domenech, 2008). Il semblerait que
I'inhibition soit dlie a un effet sur les hépatocytes plutot qu'a un effet sur les parasites

eux-mémes. Le mécanisme n’est pas connu, mais il est possible que des modifications
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dans la concentration en calcium intracellulaire affectent la polymérisation de l'actine

qui est essentielle a

I'infection par les sporozoites (Gonzalez et al,

2009). 11 est

également possible que la Monensine affecte l'expression en surface de certaines

protéines nécessaires a I'entrée des sporozoites, telle que la flotillin-1 (Ejigiri & Sinnis,

2009) (Figure 35).
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Figure 35 : Cycle de réplication du Plasmodium et action de la Monensine.

Les sporozoites, injectés par le moustique infectent les hépatocytes ou débute la phase
de schizogonie (1). A l'issue de la premiere phase de schizogonie, des mérozoites sont
libérés (2) qui vont pouvoir infecter des érythrocytes (3), donnant lieu a la formation
d’'un trophozoite (4 et 5). Le trophozoite va pouvoir soit donner lieu a un nouveau cycle
de schizogonie permettant d’infecter de nouvelles cellules (6 et 7), soit s’engager dans la
production des gameétocytes permettant la phase de reproduction sexuée (5’ et 6’). Les
gamétocytes males et femelles sont ingérés par le moustique ou ils vont fusionner au
niveau de l'intestin (7’) et aboutir a la formation d’'un oocyste (8"). C’est la phase de
sporogonie. L’oocyste mature se rompt et libére des sporozoites (9) qui migrent
jusqu’aux glandes salivaires du moustique et peuvent a nouveau infecter un nouvel hote.
Les stades affectés par la Monensine sont indiqués.

b- Bactériennes

La Monensine est active sur les bactéries Gram-positif uniquement. Elle agit

essentiellement en entralnant un influx de protons accompagné d’un efflux de K* et d'un

influx de Na*. Il a ainsi été observé chez la bactérie Gram-positif Streptococcus bovis que

la Monensine entraline une diminution du pH intracellulaire de 7,08 a

6,20 et une

diminution de la concentration intracellulaire en ions K* de 613 mM a 134 mM (Russell,

- 173 -



INTRODUCTION LES IONOPHORES

1987). Afin de maintenir leur équilibre, les bactéries doivent se débarrasser de
I'excédent de protons. Pour cela elles ont recours soit a un transport actif couteux en
ATP, soit a un transport passif a l'aide d’antiports Na*/H*. La dépense énergétique
engendrée entraine la mort des bactéries ou un ralentissement important de leur

croissance (Bergen & Bates, 1984).

c- Virales

i) Inhibition de ’entrée virale

Il a été montré que la Monensine est efficace contre un certain nombre de virus.
De la méme maniére que de nombreux ionophores et comme nous l'avons vu
précédemment, la Monensine est capable de bloquer I'étape d’entrée de certains virus
lorsque celle-ci est dépendante du pH. Ainsi, il a été montré que la Monensine était
capable de bloquer I'’entrée du VSV (Schlegel et al., 1981). De méme, la Monensine inhibe
I'entrée du SFV a une étape tardive intervenant apres ’endocytose de la particule virale,
probablement I'étape de fusion (Marsh et al, 1982). Un effet sur la fusion a également
été observé sur le Virus de la Maladie de Newcastle, un paramyxovirus infectant les
oiseaux (Sanchez-Felipe et al,, 2014). Plus récemment, un effet similaire sur la fusion a

7

été montré sur le virus du Chikungunya (Nuckols et al., 2014).

ii) Inhibition de l'assemblage et de la sécrétion des

particules virales

La Monensine est également capable d’agir sur les étapes tardives des cycles de
réplication virale. En particulier elle est capable d’affecter 'assemblage d’un certain
nombre de virus en bloquant le transport des glycoprotéines d’enveloppe virale et en
affectant leur maturation post-traductionnelle. Ceci s’explique par l'effet de la
Monensine sur le Golgi. En effet, 'addition de Monensine dans le milieu de culture
cellulaire s’accompagne en quelques secondes d’'un effet sur la physiologie du Golgi. Une
dilatation des citernes du Golgi qui affecte le transport des protéines est alors observée.
Ainsi, il a été montré que la présence de Monensine ralentie le transport de protéines
normalement sécrétées tels que des protéoglycanes ou des glycoprotéines

membranaires (Tartakoff, 1983). Il a également été montré, grace a l'étude d’lg
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sécrétées, qu'en présence de Monensine, la maturation post-traductionnelle n’était pas
achevée. Ainsi, il manque un galactose, un fucose et un acide sialique terminal a ces Ig
qui n’acquierent alors pas la résistante a I'endoglycosidase H (Tartakoff & Vassalli,
1979). De la méme maniere, de nombreux virus voient la maturation et le transport des
protéines essentielles a la formation de particules virales infectieuses impactés par un
traitement a la Monensine. Ainsi, la Monensine est capable de perturber les O-
glycosylations et le transport de la glycoprotéine E2 du virus de la rougeole entrainant
un défaut d’assemblage et de sécrétion du virus (Qiu et al, 1995). Egalement, il a été
montré que la Monensine affectait les glycosylations terminales de I'une des protéines
d’enveloppe du virus Influenza, I'hémagglutinine, dont le transport a la membrane
plasmique est réduit, réduisant d’autant l'assemblage et la sécrétion de particules
virales. De maniere intéressante des virions bourgeonnant au niveau du Golgi ont été
observés, ce qui correspond aux membranes ou les glycoprotéines d’enveloppe ont été
accumulées au lieu de la membrane plasmique (Edwardson, 1984). De la méme facon, la
maturation de la glycoprotéine gp160, précurseur des glycoprotéines d’enveloppe
gp120 et gp41 du HIV-1 est affectée par la Monensine. Ainsi, en présence de 1 pyM de
Monensine, gp120 et gp41 ont des poids moléculaires plus faibles diis a la perturbation
de l'ajout des fucoses et galactoses terminaux (Dewar et al, 1989). De méme, le
transport a la surface de la membrane plasmique des glycoprotéines d’enveloppe du
VSV et du virus Sindbis est inhibé par la Monensine (Alonso & Compans, 1980; Johnson

& Schlesinger, 1980).

2- La Monensine dans l'industrie agro-alimentaire

La Monensine A est I'un des sept ionophores polyéthers dont 'usage agricole a
été approuvé a destination des élevages de volailles et de bovins essentiellement avec le
lasalocide, la salinomycine, la narasine, la maduramycine, la laidlomycine ou encore la
semduramycine. La Monensine, sous forme de sels complexée a des ions Na*, est
distribuée dans ses différentes formulations commerciales sous forme de granules :
Rumensin®, Coban® ou Coxidin®, pouvant étre associée a différents minéraux selon les

recettes commerciales.

- 175 -



INTRODUCTION LES IONOPHORES

a- Traitement des coccidioses

L’utilisation initiale de la Monensine, ainsi que des différents autres ionophores
dans I'élevage de volailles (essentiellement les élevages de poulets et de dindes), a pour
but de réduire 'occurrence et de traiter les coccidioses. Elle est utilisée a cet escient
depuis les années 1970 (Ryley & Betts, 1973). Les coccidioses se caractérisent par des
inflammations de la muqueuse intestinale, entrainant des diarrhées ainsi qu'un état
fébrile. Ce sont des maladies dlies a certains parasites de la famille des Eimeriidae du
phylum des Apicomplexa (Levine et al, 1982). Les plus fréquemment impliqués chez les
volailles sont les parasites Eimeria acervulina, Eimeria maxima et Eimeria tenella. Le colt
des pertes diies a ces parasites est estimé a 2400 millions de dollars par an dans le
monde (Shirley et al, 2005). Ce sont des parasites qui infectent les cellules épithéliales
de l'intestin et dont les oocystes se retrouvent dans les excréments, ce qui assure leur
propagation par la voie fécale-orale.

La Monensine est efficace contre un large spectre d’especes appartenant au genre
Eimeria infectant les poulets : Eimeria tenella, Eimeria necatrix, Eimeria maxima, Eimeria
mivati, Eimeria acervulima, Eimeria mitis, Eimeria dispersa ou encore Eimeria brunetti
(Shumard & Callender, 1967; Watkins et al, 1990). De plus, le fait que relativement peu
de résistances sont développées par les parasites contre la Monensine, ainsi que le fait
que la Monensine permette aux animaux traités de développer une immunité contre les
parasites sans montrer de signes cliniques de coccidioses, font que cette molécule est
aujourd’hui toujours utilisée (Chapman, 1984; 1999; Jeffers, 1978; Long et al., 1979;
Reid et al., 1972). Afin de contourner les résistances qui peuvent se développer avec
I'usage de Monensine ou d’autres ionophores, les élevages peuvent étre traités par un
vaccin dirigé contre les souches résistantes aux ionophores, avant que les animaux ne
soient nourris avec des aliments auxquels est ajoutée la Monensine. C’est le cas du
vaccin Nobilis® COX ATM qui contient des oocystes de parasites résistants aux

ionophores (Shirley et al., 2005).

b- Promoteur de croissance

De part ses effets antibactériens, la Monensine est capable de modifier la flore

intestinale des bovins. En effet, la Monensine exerce une activité antimicrobienne
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notamment contre les bactéries Gram-positif du genre Clostridium, en particulier les
souches de Clostridium perfringens, qui représentent une part importante des bactéries
de la flore intestinale des ruminants (Bolder et al, 1999; Dutta & Devriese, 1984; Kondo,
1988; Watanabe et al, 1981; Watkins et al, 1997). Les modifications induites pas la
Monensine entrainent une prise de poids plus rapide dans ces élevages et seraient dues
en partie au fait que cela rendrait les protéines plus facilement assimilables par
I'organisme et empécherait leur dégradation précoce dans le rumen. Ceci améliore la
disponibilité des nutriments et favorise la rétention d’azote et de phosphore. Ainsi, les
modifications engendrées par la Monensine dans la flore intestinale des ruminants
améliorent a la fois le métabolisme énergétique et le métabolisme azoté (Bergen &
Bates, 1984). Il a été montré également que la Monensine augmente la production
d’acide propionique qui permet d’augmenter la synthese de glucose et ainsi, de
réorienter 'utilisation de I'hydrogéne, autrement utilisé dans la production de méthane
(Benz et al,, 1989).

Ceci a fait de la Monensine le premier promoteur de croissance non hormonal

utilisé dans les élevages bovins (Goodrich et al., 1984).

c- Autres utilisations

En plus de son utilisation dans le traitement des coccidioses et comme promoteur
de croissance, la Monensine est également parfois utilisée dans les élevages bovins
laitiers dans la prévention des cétoses qui peuvent survenir au moment du vélage (Abe
et al, 1994; Sauer et al, 1989; Van der Werf et al, 1998). Les cétoses sont dlies a un
exces de corps cétoniques dans le sang dii a une utilisation excessive des graisses
stockées par I'animal comme source énergétique. Les cétoses se traduisent par une
fatigue importante de I'animal, des probléemes de reproduction ainsi qu'une perte des
qualités organoleptique du lait. Comme vues auparavant, les modifications de la flore
intestinale seraient a l'origine de l'effet de la Monensine sur les cétoses. Ainsi, la
Monensine est capable de réduire le ratio d’acides gras volatiles dans le rumen et de
diminuer les pourcentages molaires d’acides butyrique et acétique (Richardson et al,
1976; Schelling, 1984). Or ces molécules sont impliquées dans la formation des corps

cétoniques (Figure 36).
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Figure 36: Production des corps cétoniques chez la vache laitiere et action de la
Monensine.

Les corps cétoniques sont des métabolites secondaires issus du catabolisme des acides gras au
niveau des mitochondries des hépatocytes mais également au sein de la paroi du rumen a partir
d’acide butyrique principalement. L’acétyl-coA est le précurseur majeur des corps cétoniques
(acide acétylacétique, acétone et P-hydroxybutyrate (BHB)) et est issu en partie de la
dégradation des Acides Gras Non Estérifiés (AGNE) lorsque les stocks en glucides de 'organisme
sont trop faibles. La Monensine en perturbant la flore bactérienne du rumen affecte les ratios de
précurseurs de corps cétoniques (fleches rouges). Les corps cétoniques sont indiqués en gras
(D’apres Forgeat, 2013).

I a également été montré que l'usage de Monensine pouvait augmenter la
production de lait des vaches laitieres (Hayes et al, 1996; Lynch et al, 1990). Cependant
cet effet reste aujourd’hui controversé (Abe et al, 1994; Lean et al., 1994). Il semblerait
que 'augmentation de la production de lait, qui peut parfois étre observée, serait plutot
diie a l'effet de la Monensine sur les cétoses. En effet, les cétoses entrainent une
production de lait moindre et leur traitement est susceptible de contrer I'effet négatif
des cétoses sur la production de lait.

La Monensine est également intéressante dans le controle des populations de
mouches d’automne (Musca automnalis) et de mouches des cornes (Haematobia

irritans) dans les élevages bovins. Ainsi, les résidus de Monensine dans les excréments

suffiraient a affecter leur développement, probablement en perturbant leur
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morphogenese via des déreglements hormonaux (Boling et al, 1977; Galewsky et al,

1988; Herald & Knapp, 1980).

C- Les dérivés de Monensine

L’'usage de la Monensine chez 'Homme est limité par sa toxicité. Elle est
responsable d’empoisonnement notamment chez des agriculteurs. Une intoxication par
la Monensine se traduit par une rhabdomyolyse aigue, une faiblesse musculaire, ou
encore, une insuffisance cardiaque (Caldeira et al, 2001; Kouyoumdjian et al, 2001).
Bien que cette molécule soit utilisée couramment chez les volailles ou les bovins, sa
toxicité est en effet tres variable selon les especes. Ainsi une dose de 33 mg/kg est
suffisante pour empoisonner un cheval quand des doses allant jusqu’a plus de 125
mg/kg peuvent étre utilisées chez les poulets (Novilla et al., 1994). La dose létale 50
(LD50) a été estimée a 1,38 mg/kg chez les chevaux (Hanson et al, 1981). Cette
différence de toxicité est diie aux différences suivant les especes dans la métabolisation
de la molécule.

La Monensine est prise en charge par le cytochrome p450 3A (Ceppa et al., 1997;
Nebbia et al,, 1999; Rocha et al,, 2014), connu pour prendre en charge le métabolisme
oxydatif d’'un certain nombre de xénobiotiques. La métabolisation de la Monensine
passe essentiellement par des O-déméthylations et des hydroxylations (Donoho et al,
1978) ainsi que des décarboxylations (Donoho, 1984) donnant lieu a la production d’'une
cinquantaine de métabolites différents (Donoho, 1984), n’ayant pas ou peu d’effets
toxiques comparés a la Monensine (Rocha et al, 2014; Sassman & Lee, 2007). Des
différences d’activité du cytochrome p450 3A expliquent, au moins en partie, les
différences de toxicité de la Monensine d’une espéce a I'autre.

Pour ces raisons, et afin de pouvoir envisager un usage potentiel de la Monensine
chez 'Homme, des dérivés de Monensine ont été synthétisés. Parmi eux, certaines
molécules se sont révélées étre tres intéressantes. Ainsi, la Monensine méthyl-éther a
une LD50 beaucoup plus élevée chez la souris (30 mg/kg) que la Monensine (8,5
mg/kg), tout en conservant une activité antimalariale, bien que légerement moindre,
avec une IC50 de 6,5 ng/ml contre une IC50 de 1,5 ng/ml pour la Monensine (Gumila et

al, 1997). Des résultats similaires ont été obtenus in vitro en testant la toxicité de la
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Monensine méthyl-éther sur des lignées cellulaires de lymphocytes (Jurkat) et de

macrophages (U937) (Gumila et al., 1996).

- 180 -



Ionophore

Monensin A

Salinomycine

Lasalocide

Nigéricine

Calcimycine

Bactéries
Gram+ Gram-

Streptococcus (Russell &
Strobel, 1990),
Clostridium(Silva et al., 2009)

Clostridium perfringens
(Kyriakis et al., 1995)

Pediococcus acidilactici,
Clostridium Perfringens,
Enterococcus faecium,
Staphylococcus gallinarum
(Cobos et al.,, 2011; Laukova et
al,, 1995; Martel et al., 2004)

Staphylococcus Aureus (Mandel
etal, 1983)

Bacillus subtilis, Brevibacillus
laterosporous, Clavibacter
michiganensis, Enterococcus
faecalis (Haansuu et al., 2001)

ND

Salmonella (Bolder et al., 1999)

Escherichia Coli 0157:H7,
Salmonella (Edrington et al.,
2003)

ND

ND

Champignons

Candida albicans, Pneumocystis
carinii (Basselin-Eiweida &
Kaneshiro, 2001; Pancaldi et al,
1994)

Pneumocystis Carinii (Cirioni et al.,
1998)

Sporothrix schenckii
(Alsina & Valle, 1984)

Candida Albicans (Fang et al., 2000)

Phytophthora, Botrytis cinerea,
Fusarium culmorum, Rhizoctonia,
Heterobasidon annosum
Candida albicans (Haansuu et al.,
2001; Walker et al., 1984)

Parasites

Plasomodium, Toxoplasma
Gondii, Eimeria, Cryptosporidium
parvum, Neospora caninum
(Adovelande & Schrével, 1996;
Couzinet et al., 2000; Lindsay &
Dubey, 1989; McDonald et al.,
1990)

Trypanosoma brucei, Myxobolus,
Henneguya, Eimeria Tenella,
Toxoplasma Gondii, Plasmodium
Falciparum (Dohle et al., 2002;
Karagouni et al., 2005; Mehlhorn
et al, 1983; Ricketts &
Pfefferkorn, 1993; Steverding &
Sexton, 2013)

Goussia carpelli,
Cryptosporidiosis, Emeiria
(Molnar & Ostoros, 2007)

Plasmodium (Adovelande &
Schrével, 1996)

Toxoplasma Gondii, Plasmodium
Yoelii (Arrizabalaga et al., 2004;
Tanabe & Doi, 1989)

Tableau 3 : Propriétés antimicrobiennes et anticancéreuses des ionophores polyéthers.

Virus

HIV, virus de la rougeole, VSV, Virus
Sindbis, influenza, SFV, HSV, SV40
(Alonso & Compans, 1980; Johnson &
Schlesinger, 1980; Kohama et al., 1986;
Marsh et al.,, 1982; Nakamura et al.,
1992; Wittels & Spear, 1991)

HIV (Nakamura et al., 1992)

HIV (Nakamura et al., 1992)

HIV, Vaccine, Spumavirus, Poliovirus,
Influenza, VSV (Alonso-Caplen &
Compans, 1983; Irurzun et al., 1995;
Myskiw et al., 2010; Nakamura et al.,
1992; Picard-Maureau et al., 2003)

VSV, virus Sindbis, HPAI (Johnson &
Schlesinger, 1980; Klenk et al., 1984;
Onishi et al,, 1991)

Cellules

cancéreures

Cellules du cancer
colorectal, Cellules ¢
gliomes, cellules du cai
de la prostate, cellules
carcinome rénal (Keto!
al.,, 2010; Park et al., 2(
Tumova et al.,, 2014; Y
etal,2013)

Cellules cancéreuses d
prostate, tumeurs
mammaires, cellule
cancéreuses ovarienn
cellules cancéreuse ¢
pancréas, cellules souc
cancéreuses (Fuchs et
2010; Gupta et al., 20!
He et al., 2013b; Ketol
al, 2012; Liffers et a
2013; Riccioni et al., 2(
Zhang et al,, 2012).

ND

Cellules de carcinom
métastases du cance
colorectal nasopharyr
cellules de carcinom
pulmonaire ((Deng et
2013; Zhou et al.,, 201

ND
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Gramicidines

Amphotéricine B

Valinomycine

Enniatines

Bactéries
Gram+ Gram-

Streptococcus, Staphylococcus,
Clostridium pasteurianum,
Bacillus subtilis, Clostridia

welchii, Clavibacter
histolyticum (Ando et al.,
1983; Bryson & Drake, 1988;
Gause & Brazhnikova, 1944)

ND

Streptococcus faecalis,
Mycobacterium, Micrococcus
lysodeikticus, Staphylococcus

aureus, Clostridium sporogenes

(Ryabova et al, 1975;

Seshachalam et al., 1973)

Enterococcus faecium,
Bifidobacterium bifidum,
Lactobacillus casei (Sebastia et
al,, 2011; Shin et al., 2009)

Shigelra flexneri, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella
abdominitis, Vibrio cholerae
(Ando et al,, 1983; Gause &
Brazhnikova, 1944)

ND

ND

Yersinia enterocolitica, Shigella
dysenteriae (Sebastia et al.,
2011)

Champignons

Candida albicans (Midez
etal, 1989)

Candida Albicans,
Aspergillus, Cryptococcus
neoformans, (Furtado et
al,, 1960; Huhtanen &
Pensack, 1967; SPICKARD
etal,1963)

Candida albicans, Botrytis
cinerea
(Park et al., 2008;
Watanabe et al., 2005)

ND

Parasites

Babesia rodhaini, Theileria parva,

Plasmodium (McColm & McHardy,

1984)

Leishmania, Plamodium Berghei
(Midez et al., 1989; Siraskar et al.,
2010)

Trypanosoma cruzi, Babesia
gibsoni, Theileria parva,
Plasmodium falciparulm

(McColm & McHardy, 1984;

Yamasaki et al., 2009)

ND

HIV, HSV (Bourinbaiar & Coleman, 1997)

ND

Poliovirus, PRRSV, SFV, SARS (Cheng,
2006; Helenius et al.,, 1985; Irurzun &
Carrasco, 2001Karuppannan et al,, 2012;
Wu et al,, 2004)

HIV (Shin et al, 2009)

Tableau 4 : Propriétés antimicrobiennes et anticancéreuses des ionophores neutres et des quasi-ionophores.:

Cellules

cancéreure

Cellules de carcinome 1
(David et al.,, 2014

ND

Cellules du carcinom
colon (Ryoo etal, 20

Carcinomes, leucém
glioblastomes, ostéosar
cellules cancéreust
pulmonaires, mélano
(Dornetshuber et al., 2
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CONTEXTE ET OBJECTIFS PARTIE 1

Partie 1:

Identification et analyse fonctionnelle de variants de facteurs d’entrée du Virus de
I’'Hépatite C (HCV) retrouvés chez des patients trés exposés mais non infectés par
le HCV

Puisqu'’ils partagent les mémes voies de transmission, le HCV et le HIV peuvent
étre fréquemment retrouvés de facon concomitante, en particulier chez les utilisateurs
de drogues par voie intraveineuse (UDIV). En effet, la séroprévalence du HCV dans cette
population peut atteindre 92,8 % contre 10 % dans une population de personnes homo-
ou bi-sexuelles. Cette prévalence est de 41,7 % chez les hémophiles et/ou les personnes
transfusées (Larsen et al, 2008). Les multithérapies anti-HIV ont amélioré
considérablement l'espérance de vie des patients infectés par le HIV. Ainsi, la co-
infection HIV/HCV est devenue aujourd’hui une cause majeure de co-morbidité et de
mortalité dans cette population. L’identification de facteurs protecteurs contre
'infection par I'hépatite C est donc d’'une importance majeure. Du fait de la prévalence
de l'infection par le HCV chez les personnes infectées par le HIV et UDIV (92.8 %), les
sujets non infectés pourraient avoir une résistance génétique a l'infection par le HCV,
par analogie avec ce qui existe pour le HIV, avec par exemple l'allele A32 du co-récepteur
CCRS5 (Samson et al.,, 1996). Ainsi, des facteurs génétiques de prédiction de I’évolution
vers la chronicité et d’'une meilleure réponse aux traitements anti-HCV ont été identifiés.
Ces facteurs ont été décrits dans l'introduction. Cependant, aucune mutation particuliere
retrouvée naturellement dans des facteurs d’entrée, n’a été décrite a ce jour.

C’est pour quoi dans notre étude, des variants des genes codant cinq des facteurs
d’entrée du HCV (CLDN-1, -6 et -9, OCLN et SR-BI) dans une population de patients
toxicomanes infectés par le HIV, trés exposés au HCV mais non infectés, ont été
recherchés. Dans cette cohorte, 122 sujets caucasiens ont fait I'objet d'une étude
moléculaire complete des genes codant ces cinq facteurs d’entrée, dont 100 sujets UDIV
HIV+/HCV* et 22 sujets HIV*/HCV-. Bien qu’aucun polymorphisme de CLDN-1 n’était
spécifique de la population mono-infectée (Ghosn et al., 2015), des variants faux sens de
CLDN-6 et d’OCLN, non décrits dans les bases de données et non retrouvés dans la
population controle, ont été identifiés. Ces variants étaient présents exclusivement chez
un méme sujet UDIV, HIV*/HCV-, hétérozygote pour ces deux genes. L'entrée du HCV

étant un phénomene multi-étapes, des combinaisons de variants moléculaires étaient a
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envisager, qui par un phénomene de digénisme, pourraient accroitre la résistance a
'infection par le HCV.

Ce travail a été initié par I'équipe du Pr. Micheline Misrahi du laboratoire de
Génétique Moléculaire, pharmacogénétique et hormonologie de I'hopital Bicétre. C'est
dans le cadre d’une collaboration avec M. Misrahi que nous avons été amenés a réaliser
'étude fonctionnelle des mutations identifiées.

Afin d’étudier la fonctionnalité de chacun de ces variants dans '’entrée du HCV,
nous avons tout d’abord utilisé deux lignées cellulaires: les cellules 293T, qui
n’expriment pas CLDN-1, -6 et -9 (Meertens et al., 2008; Zheng et al., 2007) et les cellules
786-0, qui expriment des niveaux trop faibles d’'OCLN pour étre permissives a l'entrée
des HCVpp (Ciesek et al, 2011; Michta et al., 2010; Ploss et al., 2009). En surexprimant
les variants dans ces lignées a I'aide de lentivecteurs, nous avons pu tester leur effet sur
I'entrée des HCVpp.

Aucun effet n’ayant été observé dans ces conditions, nous avons co-exprimé ces
variants dans des cellules Huh-7 et Lunet-hCD81 afin de tester leur effet dominant
négatif sur 'entrée des HCVpp et la réplication des HCVcc. En effet, ces deux variants
sont présents chez un patient hétérozygote pour ces deux genes.

Enfin, comme aucun effet fonctionnel n’a pu étre identifié, nous avons émis
I’hypothese que nos modeles cellulaires n’étaient potentiellement pas assez proches de
ce qui se passait chez le patient. En effet, CLDN-6 et OCLN sont deux protéines de TJs, et
nous avons vu au cours de l'introduction que la polarisation cellulaire des hépatocytes
avait un impact important sur I'entrée virale (Harris et al., 2013; Mee et al.,, 2009; 2010).
Pour ces raisons, nous avons d'une part utilisé un modele de lignée cellulaire HepG2-
CD81, capable de se polariser en formant une monocouche sur des transwells
(Belouzard et al, données non publiées) et d’autre part des hépatocytes primaires
humains (PHHs). Cependant, aucun effet des deux variants sur l'infection par le HCV n’a
pu étre observé avec ces modeles.

Les résultats de ce travail ont fait 'objet d'un article qui a dans un premier temps
été soumis dans Journal of Infectious Disease. Un reproche majeur des reviewers venait
du fait de I'absence d’analyse du polymorphisme de CD81 dans la cohorte de patients
étudiée. Pour cette raison, la stratégie de publication est en train d’étre revue. L’article

est disponible dans la premiére partie des résultats :
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Identification and functional analysis of variants of Hepatitis C Virus (HCV) entry
factors found in patients highly exposed but not infected with HCV.

Lucie Fénéant, Jade Ghosn, Baptiste Fouquet, Francois Helle, Sandrine Belouzard,
Thibaut Vausselin, Véronique Descamps, Jean-Frangois Delfraissy, Jean Dubuisson,

Micheline Misrahi, Laurence Cocquerel.
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Partie 2 :

CD151, un organisateur moléculaire potentiel de I'’entrée du HCV

CD81, dont les roles dans I'’entrée, mais aussi plus récemment dans la réplication
du HCV ont longuement été étudiés et caractérisés, est un membre de la superfamille
des tétraspanines, qui sont des protéines membranaires que nous avons décrites au
cours de l'introduction. Le laboratoire s’est beaucoup intéressé a I'étude d’EWI-2wint,
une forme tronquée d’EWI-2, une protéine partenaire de CD81. Il a ainsi été montré que
I'expression cellulaire de cette forme tronquée était non seulement capable d’inhiber
'infection, mais était en plus un facteur de tropisme négatif du HCV (Montpellier et al,
2011; Potel et al,, 2013; Rocha-Perugini et al., 2008). En effet, cette forme tronquée est
exprimée dans de nombreux types cellulaires, mais pas dans les hépatocytes. Une étude
récente, réalisée dans le laboratoire, a mis en évidence par des expériences de suivi de
molécules uniques de CD81, que dans des cellules exprimant EWI-2wint, la diffusion
membranaire de CD81 était réduite. En effet, 'association entre CD81 et EWI-2wint,
induit un recrutement de CD81 au niveau de zones enrichies en CD81. Ainsi, le jeu
d’interaction de CD81 avec ses partenaires influence sa répartition membranaire et sa
clusterisation, qui a un impact direct sur sa diffusion membranaire, essentielle a une

infection productive par le HCV (Potel et al.,, 2013) (Figure 37 ).
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Figure 37 : Représentation de la dynamique membranaire de CD81 modulée par
EWI-2wint.

Les tétraspanines (cercles) associées a leurs protéines partenaires (demi-cercles)
diffusent sous forme de petits complexes. Ces complexes sont en échange perpétuel avec
des zones enrichies en tétraspanines (TEAs), régions membranaires ou leur diffusion est
réduite. En l'absence d’EWI-2wint, cette association aux TEAs est temporaire. En
présence d’EWI-2wint, les complexes contenant CD81 sont confinés dans des zones
enrichies en CD81 ot leur mobilité est réduite de fagon durable (Potel, 2012).

Cette étude correle avec une autre étude récente, qui a montré qu’'une mutation
de la queue C-terminale de CD81 ou encore la polarisation de cellules HepG2-CD81,
entrainaient non seulement une diminution de l'infection par le HCV, mais en plus
étaient liés a une diminution de la mobilité membranaire de CD81 (Harris et al., 2013).

Récemment, des études ont également suggéré qu’'en dehors de CD81, les
tétraspanines CD63 et CD151 pouvaient également étre impliquées dans I'entrée du HCV
(Park et al,, 2013; Zhu et al, 2012). Cependant, les mécanismes par lesquels ces deux
tétraspanines régulent I’entrée du HCV sont encore inconnus.

L’identification de ces deux tétraspanines, combiné a l'importance de la

dynamique membranaire de CD81, suggere que les tétraspanines pourraient avoir un
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role d’organisateur membranaire dans l'entrée du HCV. C’est pourquoi, nous avons
étudié 'implication dans l'infection par le HCV des différentes tétraspanines exprimées
au niveau des hépatocytes, a savoir CD151, CD63, CD82, CD9 et Tspan8.

Comme nous l'avons introduit précédemment, CD151 serait potentiellement
impliquée dans I'entrée du HCV. CD151 est une tétraspanine ayant été principalement
décrite dans des tumeurs, dont les hépatocarcinomes. Elle est notamment impliquée
dans des processus d’angiogenese, de prolifération et de migration cellulaire (Sadej et
al, 2014). Une premiere étude s’intéressant au role des TEMs dans '’entrée du HCV a
montré que la dépalmitoylation de CD81 impactait I'infection par le HCV et abolissait
'interaction entre CD81 et CD151. De plus, 'utilisation d’anticorps dirigés contre CD151
ainsi que le silencing de CD151, affectait aussi bien 'attachement de la particule virale
que des étapes plus tardives de l'entrée du HCV (Zhu et al, 2012). Par ailleurs, il a
également été montré que CD151 était capable de réguler la stabilité de CLDN-1 a la
surface cellulaire (Kovalenko et al,, 2007).

Plus récemment, une étude portant sur la recherche de nouveaux facteurs
d’entrée du HCV par une approche de génomique intégrative, a permis de mettre en
évidence la tétraspanine CD63. CD63 est une tétraspanine principalement exprimée
dans les endosomes tardifs et les exosomes et régulant le transport intracellulaire des
protéines (Pols & Klumperman, 2009). CD63 pourrait ainsi interagir directement avec la
particule virale et, par un mécanisme inconnu, promouvoir l'infection par le HCV (Park
etal,2013).

CD82 quant a elle, est essentiellement retrouvée dans les cellules épithéliales et
les cellules du systéme immunitaire. Elle est connue pour avoir un role de suppresseur
de tumeurs mais est également impliquée dans de trés nombreuses fonctions
biologiques telles que la migration cellulaire, I'adhésion, la morphogénése ou encore
I'apoptose (Tsai et Weissman, 2011). I a été montré que CD82 modifiait la dynamique
membranaire ainsi que la signalisation induite par I'EGF-R (Danglot et al, 2010;
Odintsova, 2003; Odintsova et al, 2000), un facteur d’entrée du HCV (Lupberger et al,
2011). Les études portant sur la régulation d’EGF-R par CD82 étant contradictoires, mais
ayant été effectuées sur des modeles cellulaires différents par Odintsova et
collaborateurs et Danglot et collaborateurs, des cellules mammaires HB2 et des cellules

HelLa respectivement, il serait alors intéressant de savoir dans quel sens peut aller cette
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régulation dans des cellules de type hépatocytaire et ainsi de connaitre l'influence
potentielle de CD82 sur l'infection par le HCV.

De fagon similaire a CD82, CD9 est une tétraspanine impliquée dans la fusion et la
migration cellulaire et est capable de moduler la signalisation induite par 'EGF-R. En
effet, une étude a montré qu’'une surexpression de CD9 entrainait une diminution de la
voie de signalisation induite par I'EGF, avec notamment des différences dans le profil de
phosphorylation des différents effecteurs de cette voie (Murayama et al, 2008). CD9 est
également associée a CLDN-1 et, de facon intéressante, cette association se fait
essentiellement en dehors des jonctions serrées. CD9 participerait ainsi a la stabilisation
de I'expression de CLDN-1 lorsque celle-ci se trouve en dehors des jonctions serrées
(Kovalenko et al., 2007). Or, de plus en plus d’études montrent que le HCV utiliserait lors
de son entrée dans la cellule, le pool de CLDN-1 qui n’est pas associé aux jonctions
serrées (Mee et al.,, 2009; 2010).

Enfin, Tspan8 est une tétraspanine encore tres peu caractérisée. Elle est
notamment impliquée dans la progression métastatique et a été décrite dans les
hépatocarcinomes (Guo et al,, 2012; Kanetaka et al., 2001; Yue et al, 2014). Elle interagit
essentiellement avec les tétraspanines CD9 et CD151 (Zoller, 2009) et pourrait ainsi

moduler indirectement '’entrée virale.

Nous avons ainsi émis '’hypothese que ces différentes tétraspanines, en plus de
CD81, pourraient avoir un réle dans l'infection par le HCV. Ce rdle pourrait étre indirect,
en régulant I'organisation et I’'expression membranaire des différents facteurs d’entrée

nécessaires au HCV, ou alors direct en interagissant avec la particule virale.

Pour cela, nous avons réalisé des expériences de silencing des différentes
tétraspanines ainsi que des expériences de neutralisation de linfection par des
anticorps anti-tétraspanines. Nous avons également généré des lentivecteurs
permettant de surexprimer les différentes tétraspanines dans des cellules Huh-7. Nous
avons aussi utilisé des formes solubles de la LEL des différentes tétraspanines afin de
déterminer si le réle que celles-ci pouvaient avoir dans l'infection était direct ou
indirect.

CD151 étant une tétraspanine qui s’est révélée, dans notre étude, importante

pour le HCV mais ayant probablement un réle indirect, nous avons voulu évaluer
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I'impact de CD151 sur la clusterisation de CD81 au sein des TEAs. Pour cela, nous avons
utilisé des cellules Huh-7w7/mCD81 et les anticorps MT81 et MT81w, permettant de
discriminer les molécules de CD81 murin associées ou non sous forme de clusters au
sein des TEAs (Potel et al,, 2013). Des études par cytométrie en flux et par microscopie
confocale ont permis de mettre en évidence que le niveau d’expression de CD151 a la

surface cellulaire est capable de moduler le confinement de CD81 dans les TEAs.
Les résultats de ce travail sont présentés dans la deuxiéme partie des résultats :

CD151, un organisateur moléculaire potentiel de I'entrée du HCV.

Lucie Fénéant, Luise Florin, Fedor Berditchevski, Jean Dubuisson, Laurence Cocquerel.
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Partie 3 :

Nouveaux éléments dans la compréhension de I'’entrée et de la transmission
cellule-cellule du Virus de I'Hépatite C grace a I'utilisation de la Monensine A

La Monensine A est un ionophore polyéther issu de la fermentation de la bactérie
Streptomyces cinnamonensis. Comme décrit plus avant dans l'introduction, la Monensine
est une molécule capable de transporter essentiellement des cations monovalents et
entraine un influx d’ions Na* et un efflux d’ions H* au niveau des compartiments
intracellulaires, notamment les endosomes ou encore le Golgi. L’action de la Monensine
se traduit notamment par une alcalinisation des compartiments intracellulaires et une
augmentation de la concentration en Ca?* cytosolique. Ses différentes propriétés en font
une molécule efficace contre de nombreux pathogénes, notamment des bactéries Gram-
positif, des parasites du groupe Apicomplexa, ainsi que de nombreux virus. Ainsi, la
Monensine inhibe par exemple I'entrée du SFV en bloquant son étape de fusion (Marsh
et al, 1982) ou encore inhibe I'assemblage et la sécrétion du HIV en affectant la

maturation des glycoprotéines d’enveloppe au niveau du Golgi (Dewar et al., 1989).

Pour ces raisons, nous avons voulu étudier le potentiel antiviral de la Monensine

sur le HCV.

La molécule étant effectivement active contre le HCV, nous avons cherché a
caractériser I'étape du cycle bloqué par la Monensine. Des études de cinétique ont
permis de montrer que celle-ci inhibait une étape tardive de I'entrée du HCV, et ce de
maniere pangénotypique. Afin de savoir si c’était 'étape d’endocytose dépendante de la
clathrine qui était en cause (Blanchard et al, 2006), nous avons utilisé des virus
controles, I'adénovirus 5 (AdV5) et le Virus Coxsakie B4 (CBV4), qui utiliseraient cette
voie d’entrée (Suomalainen et al., 2013). L’absence d’effet de la Monensine sur ces deux
virus suggérait donc un effet sur I'étape de fusion dépendante du pH. Pour vérifier cela,
nous avons utilisé de I'acridine orange, une molécule qui fluoresce de fagon différentielle
selon le pH. Ces résultats ont permis de montrer que la Monensine bloquait
vraisemblablement la fusion de la particule virale.

Nous avons également réalisé un test de transmission cellule-cellule en utilisant

des anticorps neutralisants, empéchant l'infection de nouvelles cellules via la sécrétion
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de nouveaux virions, en présence de Monensine. Ceci a montré que la transmission
cellule-cellule était un processus dépendant du pH. Ce résultat a été confirmé en
utilisant de la chloroquine, une autre molécule connue pour modifier le pH
intracellulaire.

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’'inhibition de I'infection par le HCV,
nous avons généré des mutants de résistance a la Monensine. Pour cela, nous avons
infecté des cellules Huh-7 avec des HCVcc et nous avons récolté régulierement les
surnageants pour infecter de nouvelles cellules en présence de concentrations
croissantes de Monensine. Nous avons ainsi généré une population virale résistante a la
Monensine, au sein de laquelle nous avons isolé par extraction d’ARN, suivie de PCR sur
les protéines structurales et clonage, un clone résistant. L’étude de ce clone a révélé que
deux mutations, Y297H dans E1 et [399T dans la région HVR1 de E2, conféraient la
résistance observée.

Afin de caractériser 'effet de ces deux mutations sur la conformation de E1 et E2,
nous avons reéalisé des tests de neutralisation avec des anticorps conformationnels des
glycoprotéines d’enveloppe, ainsi qu’avec des anticorps ciblant CD81. Nous avons
également étudié la densité des particules virales générées par ultracentrifugation sur
gradient d’iodixanol.

L'impact des mutations sur la conformation de E2 et le fait que les particules
virales présentaient une densité plus importante que les particules produites par la
souche sauvage, nous ont amené a étudier I'effet des mutations Y297H et 1399T sur
I'incorporation d’ApoE dans les particules virales. Pour cela, nous avons réalisé des
expériences de neutralisation avec des anticorps anti-ApoE, qui ont révélé une plus
grande sensibilité du mutant I399T a la neutralisation.

Enfin, les mutants générés étant partiellement indépendants du pH et utilisant
probablement une voie d’entrée différente de celle empruntée par le virus sauvage, nous
avons ensuite analysé si ces mutants se transmettaient toujours directement de cellule a
cellule. Par une approche semblable a la précédente, nous avons montré que nos
mutants, et plus particulierement le mutant I399T, ne se transmettaient plus de cellule a
cellule.

Les résultats de ce travail sont présentés dans la troisiéme partie des résultats et

sont actuellement en révision dans Journal of Virology :
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New insights into the understanding of hepatitis C virus entry and cell-to-cell
transmission by using ionophore Monensin A

Lucie Fénéant, Julie Potel, Catherine Francois, Famara Sané, Florian Douam,
Sandrine Belouzard, Noémie Calland, Thibaut Vausselin, Yves Rouillé, Véronique
Descamps, Thomas F. Baumert, Gilles Duverlie, Dimitri Lavillette, Didier Hober, Jean

Dubuisson, Czeslaw Wychowski, Laurence Cocquerel
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45  Abstract (100 words)

46

47  The very high prevalence of HCV in HIV-infected intravenous drug users (IVDU) suggests
48 that HIV-infected IVDU who are HCV-negative might have genetic factors conferring
49  protection against HCV. We conducted a case-control study in such a population to identify
50 potential mutations in HCV entry factors (Claudins, Occludin and Scavenger Receptor SR-
51  BI). Interestingly, 18% of case patients had specific variants. Three had mutations or a rare
52  variant of SR-BI, whereas another one interestingly harbored both a mutation in Claudin-6
53 and a rare Occludin variant. Functional studies were performed in vitro, and our results
54 suggest a high complexity in HCV resistance in vivo.

55
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Text (1997 words)

Hepatitis C Virus (HCV) infection is a global public health problem affecting over 160
million people worldwide (1). As HCV and HIV share the same transmission routes, they are
frequently found concomitantly, particularly in highly exposed populations such as HIV-
infected intravenous drug users (IVDU), where HCV seroprevalence reaches 92.8% (2). Thus,
being HCV-free while having acquired HIV-1 via intravenous drug use is a rare situation.

HCV is a small enveloped virus that infects hepatocytes by interacting with a series of
specific cellular factors including the tetraspanin CD81 (3), the Scavenger Receptor Bl (SR-
BI) (4) and the tight junction proteins Claudin-1 (CLDN1) (5) and Occludin (OCLN) (6).
Two other tight junction proteins, CLDN6 and CLDN9, were described as cofactors that HCV
can use instead of CLDNL1 in certain cell types (7). Additional entry factors have been more
recently described but their exact role in HCV entry still needs to be investigated (8,9).

Here, we conducted a case-control study to determine whether mutations in some
HCV entry factors could be specifically identified in highly exposed but HCV negative
patients. This would be a first step towards understanding the role of these cellular factors in
the HCV negative phenotype of these patients. We also performed functional studies in vitro

of two combined variants in different entry factors found in the same patient.

METHODS

Material and methods are available in the supplementary data.

RESULTS
As described previously (10), we recruited 138 Caucasian patients having acquired
HIV-1 infection before 1995 through intravenous drug use (at least five years of drug

injection). Cases (n=22) were defined as HIV-1 infected IVDU remaining HCV negative after
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85 a minimum period of five years of intravenous drug use (negative for HCV antibodies and
86 RNA). Controls (n=116) were defined as HIV-1 infected IVDU co-infected with HCV
87  (positive anti-HCV antibodies).

88

89  Sequencing of CLDN6, CLDN9, OCLN and SR-BI genes.

90 In a previous study on the CLDN1 gene, we did not identify any specific coding
91 variant in the case population (10). Here, direct genomic sequencing of the whole coding
92 region and adjacent intron-exon junctions of CLDN6, CLDN9, OCLN and SR-Bl genes
93  performed in both populations enabled us to identify several new mutations and single
94  nucleotide polymorphisms (SNPs).

95 In CLDN6 gene, we found SNPs in both populations, corresponding to frequent
96  polymorphisms described in conventional databases (NCBI and 1000 Genomes databases)
97  (Supplementary Table 1). However, one SNP rs149605777 (Table 1) corresponding to a
98  ¢.626G>A heterozygous coding variant was found only in the HIV+HCV- case population
99  (G>A n=1) but not in the HIV+HCV+ controls. This leads to a missense Arg209GIn (R209Q)
100 change in the C-terminal cytosolic tail of CLDN6 (Figure 1A), with non-attributed MAF
101  (minor allele frequency) in NCBI database. Prediction tools (PolyPhen 2 and SIFT) showed
102  that this mutation is possibly damaging (scores of 0.533 with PolyPhen and 0.43 with SIFT).
103  The Human Splicing Finder (HSF) software showed that this ¢.626G>A substitution
104  potentially creates a splice acceptor site. However, sequencing of cDNAs derived from the
105  patient’s blood cells mRNAs showed no evidence of splicing in vivo (Supplementary
106  material).
107 In CLDNO gene, we identified SNPs already described in databases (Supplementary
108 Table1). There was no statistical difference between control and case populations.
109 In OCLN gene, we identified several SNPs with one rare heterozygous variant found
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exclusively in the case population and not in controls (Supplementary Table 1). This
rs147125035 rare variant present in only one HIV+HCV- patient corresponds to a missense
€.70C>G substitution with a MAF frequency of 0.006. It leads to a Pro24Ala (P24A) change
(Table 1) in the N-terminus of OCLN (Figure 1A). This variant is predicted to be potentially
damaging (scores of 1 with PolyPhen and 0.12 with SIFT). Interestingly, this rare variant was
found in the same case patient who displayed the CLDN6 mutation described above. Both
residues mutated in CLDNG and OCLN are highly conserved in different species.

We also identified three specific variants of the SR-Bl gene in the HIV+HCV-
population (Supplementary Table 1; Table 1): rs5891 (MAF: 0.007) and rs372663606 (no
attributed MAF in NCBI), corresponding to heterozygous ¢.403G>A missense (leading to a
p.Vall35lle change) and ¢.1056G>A synonymous (p.Pro352) substitutions, respectively. An
unprecedentedly described NC+23C>T heterozygous substitution in the third exon of SR-BI
gene, encoding the 3' non-coding sequence, was also found. No splice site was found for these
mutations using the HSF software. The missense substitution is predicted to be benign (scores
of 0.322 with PolyPhen and 0.5 with SIFT).

Together, we found for the first time in a HIV+HCV- IVDU population that 18% of
the case patients displayed specific mutations or variants of HCV cellular receptors.
Interestingly one patient harbored two variants of different cellular factors required for HCV
entry. These residues are highly conserved in different species and likely damaging. One
mutation has no frequency described in databases, the other variant being rare and notably not
found in the control population. This led us to conduct in vitro functional studies to know
whether the identified variants in two factors necessary for HCV entry might be involved in

the HCV negative phenotype.
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Functional studies of CLDN6 and OCLN variants

To analyze the functionality of CLDN6 and OCLN variants in HCV infection, we first
generated lentivectors expressing CLDN6/wt or CLDN6/R209Q and lentivectors expressing
OCLN/wt and OCLN/P24A fused to GFP. We used these lentivectors to transduce 293T, 786-
O and TZM cell lines, which become permissive to HCV infection when they ectopically
express CLDN6 and/or OCLN (Supplementary Material). However, expression of
CLDNG6/R209Q in 293T cells (Supplementary Figure 1A-1E), OCLN/P24A in 786-0 cells
(Supplementary Figure 1F-1J) or the combined expression of these variants in TZM cells
(data not shown) did not show any detectable effect on HCV entry.

Since the patient is a compound heterozygous for both CLDN6 and OCLN variants,
we next hypothesized that a dominant negative effect could be observed. Therefore, we
overexpressed wt or mutant CLDN6 and OCLN in hepatoma Huh-7 cells that endogenously
express CLDN-1, -6 and OCLN proteins. After controlling cell surface expression (Figure 1B
and 1C), cells were infected with HCVpp from two different genotypes (1a and 2a) or
HCVcc, which enable to analyze the entry step or the whole HCV lifecycle, respectively.
However, permissiveness of Huh-7 cells was not affected by the CLDN6 and OCLN
mutations (Figure 1D). Long-term expression of mutants (3 weeks) in Huh-7 cells before
infection did not affect either their permissiveness to HCVpp and HCVcc (data not shown).
Moreover, the change of incubation time or multiplicity of infection (m.o.i.) during viral
inoculation did not show either a significant effect of mutants on HCVcc infection levels
(Supplementary Figure 2A and 2B).

In order to exclude a potential effect of CLDN6 and OCLN variants on cellular
functions, we also expressed them in Huh-7-Lunet-hCD81-FLuc cells, which endogenously
express the Firefly-luciferase reporter gene (11). Like before, the mutants did not affect the

permissiveness of Lunet cells to HCVcc infection (Figure 1E).
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Additional experiments performed showed that mutations have no effect on HCV
replication and assembly (data not shown).

HCYV entry can occur either through newly secreted virions or directly through cell-to-
cell transmission, in which tight junction proteins are likely involved. The characterization of
CLDN6 and OCLN mutations in HCVcc (expressing structural proteins from genotype 2a or
3a) cell-to-cell transmission did not show any effect (Supplementary Figure 2C and 2D).

CLDNG6 and OCLN are tight junction proteins, which are important in cellular
polarization that regulates CD81 membrane diffusion and HCV infection (12). Therefore, we
hypothesized that the mutation effects might only be observed in polarized cells. We
transduced and infected HepG2-CD81-1SC3 cells, a cellular clone that polarizes in the
presence of DMSO. Quantification of HCVcc infection levels by gRT-PCR showed no
difference in the number of HCV RNA copies between polarized cells expressing wt or
mutated forms of CLDN6 and OCLN (Figure 1F).

Finally, we assessed the effect of mutations in primary human hepatocytes (PHHSs), the
most physiologically relevant model to investigate HCV infection in vitro. Transduced PHHs
expressing YFP, wt or mutated CLDN6 and OCLN proteins were infected with HCVcc or
inactivated virus. Quantification of intracellular HCV RNAs showed that HCVcc efficiently
infected PHHs compared to the inactivated virus. However, we did not observe any detectable

effect of CLDN6/R209Q and OCLN/P24A expression on PHHs permissiveness (Figure 1G).

DISCUSSION

The seroprevalence of HCV is around 24 % in HIV-infected patients. However, this
seroprevalence can be very different, depending on the population studied. Seroprevalence
reaches less than 10% for homo- and bi-sexual patients, 41.7% for hemophilic and transfused

patients, and 92.8% for IVDU (2). Therefore, HIV-infected patients who acquired HIV via
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intravenous drug use and remained uninfected by HCV can be considered as extremely rare,
as observed in another study based on patients enrolled in the Urban Health Study (13). In
addition, we selected individuals with documented and prolonged exposure to HCV (at least
five years of IVDU) and with a HIV-1 infection diagnosed before 1995, in order to avoid
false resistance to HCV infection. We therefore considered that the HCV-negative patients
that we enrolled in our study were very likely resistant to HCV infection since they had
normally been exposed to HCV over several years, even if we cannot totally exclude the
remote probability that some of them have not been exposed to HCV.

In our study, we explored the possibility that variants in HCV cell entry factors might
be involved in resistance to HCV infection. We sequenced the genes of four entry factors in a
population of HIV-infected IVDU at high risk of HCV infection but not infected. In contrast
to our previous study on CLDNL1 (10), we identified variants in CLDN6, OCLN and SR-BI
that were found only in 18% of the case population and not in controls. Interestingly, in the
same case patient, we found one heterozygous mutation in CLDNG6, and one rare
heterozygous variant in OCLN, both likely damaging and involving residues highly conserved
in different species. The probability to have both variants in a same case patient is extremely
unlikely. This demonstrates that in our case population, combination of new mutations or rare
variants can be specifically found and suggests that HCV resistance might be a polygenic
mechanism. We conducted functional in vitro studies of CLDN6 and OCLN variants found in
the same case patient to define whether they could be involved in resistance mechanisms. We
analyzed the functionality of CLDN6-R209Q and OCLN-P24A in HCV entry. The use of
different cellular models did not allow to detect any impact of the mutations on HCV
infection. However, they do not necessarily reflect in vivo events in the patient since
interaction with other factors is predicted to occur in vivo. The use of humanized mice might

be a more valuable model to study the functional impact of these mutations in vivo. Indeed,
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we cannot exclude that these variants found in the same patient might confer protection to
HCV infection in vivo. Moreover, it has recently been suggested that although CLDNG6 and
CLDNO can serve as entry factors in cell lines, HCV infection into human hepatocytes is not
dependent on CLDN6 and CLDN9 expression (14). Since CLDNG6 is mainly expressed in
lymphoid cells, it might be involved in the establishment and persistence of HCV infection in
these cells. CLDN6/R209Q might be defective in these processes. Since HCV entry is a
complex and multistep process, variants in other entry factors might also be necessary in
combination with those we have identified, to affect HCV entry. Finding additional mutations
in SR-BI not detected in databases or rare variants specific of our case population strongly
reinforces this hypothesis.

In conclusion, we report for the first time, specific mutations in HCV entry factors
found in 18% of highly exposed but HCV negative patients. Our studies highlight the
complexity of in vivo mechanisms of HCV resistance and entry. The absence of negative
dominance in vitro offers a unique opportunity to discuss the intricacy of in vivo
physiopathology of mutations in HCV co-receptors, probably through interactions with not
yet identified partners. Thus, whole genome studies should prove to be promising to identify

the different cellular factors implicated in HCV resistance.
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294 Tablel: Variantsof HCV entry factors specific of the case population
Gene CLDN6 OCLN SR-BI SR-BI SR-BI
dbSNP* c.626 G>A c.70 C>G c.403 G>A NC+23 C>T  ¢.1056 G>A
Exon 1 3 3 3 8
Amino acid position p.-Arg209GIn = p.Pro24Ala p-Vall35lle NA® p.Pro352
Function missense missense missense synonymous
Prediction score PolyPhen 0.533 1.000 0.322 NA
Prediction score SIFT 0.43 0.12 0.50 NA
Potential splice site HSF acceptor site no site no site no site
Database NCBI 1000 Genomes 1000 Genomes - NCBI
dbSNP rs#ID* rs149605777 = 1s147125035 rs5891 NA 1s372663606
MAF* NA 0.006 0.007 NA NA
IVDU® HIV+HCV+

0 0 0 0 0
N=116
IVDU HIV+HCV-
G>A n=1 C>G n=1 G>A n=1 C>T n=1 G>A n=1

N=22

295

296  ? Database single nucleotide polymorphism

297 " Non attributed

298  °refSNP

299 ¢ Minor allele frequency

300 e Intravenous drug users

301

302

303

304
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Expression of CLDN6/R209Q and OCLN/P24A mutants in hepatic cells and
analysis of their functionality in HCV infection.

(A) Schematic representation of CLDN6 and OCLN and position of R209Q and P24A
mutations in CLDN6 and OCLN, respectively. (B-G) Cell lines or primary human
hepatocytes (PHH) were sequentially transduced twice at 24h interval with lentivectors
expressing CLDN6/wt or CLDN6/R209Q and/or OCLN/wt or OCLN/P24A. Two days after
the last transduction round, protein expression was controlled and cells were infected. (B)
Expression in transduced Huh-7 cells. Upper panel, CLDN6/wt and CLDN6/R209Q cell
surface expression was measured by flow cytometry using an anti-CLDN6 mAb, and
compared to that of untransduced Huh-7 cells (Huh-7 Mock). Cells stained with secondary
antibodies were used as negative controls (dashed line). Lower panel, GFP-tagged OCLN/wt
and OCLN/P24A expression in Huh-7 cells was estimated through the percentage of GFP
positive cells by flow cytometry analysis. Huh-7 Mock were used as negative controls
(dashed line). (C) CLDNG6/wt and CLDN6/R209Q expression in Huh-7 cells was verified by
indirect immunofluorescence using an anti-CLDN6 mAb. Cell surface expression of GFP-
tagged OCLN/wt and OCLN/P24A in Huh-7 cells was determined by fluorescent microscopy.
(D) Transduced Huh-7 cells were infected with HCVppla, HCVpp2a or VSVpp, expressing
the Firefly-luciferase reporter gene, or HCVcc2a expressing the Gaussia-luciferase reporter
gene. HCVpp values were normalized with luciferase activities measured in cells infected
with control VSVpp. Values were adjusted to 100 % infection for cells expressing the wt
forms of CLDN6 and OCLN. Results are presented as mean + SD of at least three
independent experiments. (E) Transduced Huh-7-Lunet-CD81-FLuc cells, which

endogenously expressed the Firefly-luciferase reporter gene, were infected with HCVcc
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expressing the Gaussia-luciferase reporter gene. At 30h post-infection, cells were lysed and
luciferase activities were measured with the Dual-luciferase® reporter assay system
(Promega). Gaussia-luciferase activities were normalized to Huh-7-Lunet-CD81 cells Firefly-
luciferase activities. Results were adjusted to 100 % infection for cells expressing the wt
forms of CLDN6 and OCLN. Results are presented as mean + SD of at least three
independent experiments. (F) Two days after the last transduction round, HepG2-CD81-1SC3
cells were plated on transwells and polarization was induced. After polarization, cells on the
lower chamber of the transwell were infected with HCVcc2a. At 30h after infection, cells
were lysed, total RNA was extracted and viral RNA was quantified by qRT-PCR. Results
shown are from one experiment representative of three independent experiments. (G)
Transduced PHH (Biopredic) were infected with cell culture adapted HCVcc2a (15). Non-
transduced PHH (Mock) and PHH transduced with a lentiviral vector expressing only the
Yellow Fluorescent Protein (YFP) were used as controls. Virus that had been inactivated at 60
°C for 30 min (inactivated HCVcc) was used as another control. Infection levels were
evaluated by quantifying HCV RNAs. Two independent experiments on PHH were
performed. Results presented in G are the mean + SD of triplicates done on PHH from one

liver resection.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

RESULTS

To characterize the functionality of CLDN6 and OCLN variants in HCV infection, we
used HCVpp that are retroviral particles pseudotyped with HCV E1E2 envelope proteins from
different genotypes (la, 2a ...) or control envelope protein (VSV-G) (1). HCVpp enable to
study specifically the entry step of HCV lifecycle. We also used HCVcc that are infectious
particles produced in cell culture and which allow for the study of the whole lifecycle of HCV
).

Since it has been described that 293T cells become permissive to HCVpp, when
expressing CLDN6 or CLDN9 proteins (3,4), we first analyzed the functionality of
CLDNG6/R209Q in these cells. Lentivectors expressing CLDN6/wt or CLDN6/R209Q were
generated and used to transduce 293T cells. Both proteins were equally cell surface
expressed, as controlled by flow cytometry (Supplementary Figure 1A) and
immunofluorescence (Supplementary Figure 1B). Next, transduced 293T cells were infected
with HCVppla and HCVpp2a expressing the Firefly-Luciferase reporter gene. However, no
luciferase activity was observed in cells expressing either CLDN6/wt or CLDN6/R209Q
(Supplementary Figure 1C). Since it has been shown that permissiveness of 293T cells can
be optimized by overexpression of HCV entry factors (5), we overexpressed either SR-BI,
CD81, OCLN or a combination of them in 293T-CLDN6 cells. In contrast to other
combinations (Supplementary Figure 1D), we managed to increase HCVpp entry when cells
were complemented with SR-BI, CD81 and OCLN (Supplementary Figure 1E). However,
we did not observe any significant effect of the R209Q mutation on the functionality of

CLDNG6 in HCVpp entry (Supplementary Figure 1E).
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With the same approach as in 293T cells, we used the 786-O cell line, which expresses
very low levels of OCLN (6), to study the effect of the P24A mutation on the functionality of
OCLN in HCV entry. We transduced 786-O cells with lentivectors expressing OCLN/wt and
OCLN/P24A fused to GFP. Both proteins were equally expressed, as controlled by flow
cytometry (Supplementary Figure 1F) and immunofluorescence (Supplementary Figure
1G). As in 293T cells, 786-0 cells expressing OCLN proteins were not permissive to HCVpp
infection (Supplementary Figure 1H). We therefore optimized cell permissiveness by
overexpressing other entry factors. After infection with HCVpp, satisfying infection levels
were obtained when cells expressed at least SR-BI in combination with OCLN/wt or
OCLN/P24A (Supplementary Figure 11 and 1J). However, for all combinations tested, no
significant difference was observed between cells expressing OCLN/wt or OCLN/P24A
(Supplementary Figure 11 and 1J). On the whole, our results indicate that the mutation
P24A in OCLN has no effect on HCVpp entry in 786-O cells.

It has to be noted that the combined ectopic expression of CLDN6/R209Q and
OCLN/P24A in TZM cells did not either show an effect of mutations on the functionality of

CLDN®6 and OCLN in HCV entry (data not shown).

MATERIAL AND METHODS

Patients. The 2 populations, control (IVDU HIV+HCV+, n=116) and case (IVDU

HIV+HCV-, n=22), used in this study have been previously described (7). The Scientific

Review Board of Bicétre Hospital approved the study and all patients gave specific written

informed consent.
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Sequencing of CLDN6, CLDN9, OCLN and SR-Bl genes. DNA was extracted from
peripheral blood mononuclear cells of each individual with a Blood and Cell Culture DNA
maxi kit (Qiagen). Pair primers, forward (F) and reverse (R), were designed for each gene to
amplify all the exons of CLDN6 (NM_021195.4), CLDN9 (NM_020982.3), OCLN
(NM_002538.3) and SR-BI (NM_001082959.1) genes. Sequences of primers are available on
request. Each exon was amplified with the pair of corresponding F/R primers and classical
polymerase chain reaction (PCR) amplification conditions: 5 min at 94°C followed by 30
cycles of 30s at 95°C, adjusted hybridization temperature depending on the specific exon
amplified (available on request) and a final elongation step of 8 min at 72°C.

To avoid amplification of the pseudogene for exons 6 to 9 of the OCLN gene, a long range
(LR) PCR (Qiagen LongRange PCR Kit) was performed as an intermediate step before PCR
amplification of the exon. LR PCR amplification conditions were 10 min at 94 °C followed
by 30 cycles of 20s at 94°C, 1 min at 68°C and 5 min at 72°C. Then a 10 min final elongation
step at 72°C was performed and this amplicon was purified and used as a matrix to amplify
exons 6 to 9 of OCLN, as described above.

Sequencing was performed using an ABI 3100 automated sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Rare variants were
confirmed by resequencing independent PCR products.

As a predicted splice site was detected in CLDNG6 gene, peripheral white blood cells were
collected in a PAXgen Blood RNA collection tube (Qiagen) from the patient and RNA were
extracted with a nucleic acid purification kit (PAXgen Blood RNA Kit, Qiagen), then RT-
PCR was performed on the corresponding cDNAs using the reverse Transcription Kit
RETROscript (Ambion). Sequencing of the PCR product was performed by using primers
corresponding to the C terminal part of CLDNG.

The ¢.70C>G mutation in the OCLN gene creates a new restriction site for BseX1. This
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mutation was confirmed by restriction enzyme analysis of a PCR product using this enzyme

(Fermentas).

Cél culture. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), William’s medium E, Opti-
MEM, phosphate-buffered saline (PBS), Glutamax-1, non-essential amino acids (NEAA),
goat and fetal bovine serum (FBS) were from Invitrogen. DMSO and Poly-D-lysine
hydrobromide were purchased from Sigma-Aldrich. 4’6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
was purchased from Molecular Probes (Invitrogen). Mowiol 3-88 is from Calbiochem. Huh-7
and 293T cells were from ATCC. TZM cells were from the NIH AIDS reagent Program.
Huh-7-Lunet-CD81-Fluc-BLR cells (8) were kindly provided by T. Pietschmann (Twincore,
Hanover, Germany). 786-O cells were kindly provided by Mariana Varna (Hépital St Louis,
Paris). HepG2-CD81-1SC3 clone was isolated from HepG2 cells expressing CD81 and
selected for their capacity to polarize like simple epithelial cells when grown on semi-
permeable support (Transwells, Costar) in William’s medium E supplemented with 10% FBS
and 1% DMSO (S. Bélouzard, unpublished data). The polarization of the cells was confirmed
by the localization of apical, basolateral and tight junctions markers and by the secretion of

human serum albumin in the basolateral chamber.

Antibodies. The anti-E2 antibody (3-11, kindly provided by J. McKeating, University of
Birmingham, United Kingdom) (9) was produced in vitro by using a MiniPerm apparatus
(Heraeus), as recommended by the manufacturer. The anti-NS5 (2F6/G11) was from Austral
Biologicals. The anti-CLDN®6 (342927) was from R&D Systems. Secondary antibodies were

from Jackson Immunoresearch.
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Lentivectors cloning and production. Wildtype (wt) and mutant CLDN6 (R209Q) were
cloned into pTRIP vector kindly provided by C. M. Rice (The Rockefeller University, New
York, USA). Since there is no antibody directed against the extracellular domains of OCLN,
we fused OCLN to GFP, at its C-terminus to avoid any effect of the GFP on the N-terminal
mutation. GFP-tagged wt and mutant OCLN (P24A) were also cloned into pTRIP vector.
PTRIP-YFP, pTRIP-SR-BI, pTRIP-venus-OCLN, pTRIP-cerulean-CLDN1 and pTRIP-
mcherry-CD81 were described previously (6) and kindly provided by C. M. Rice.
Lentivectors were produced by transfecting 293T cells with pTRIP constructs, PhCMV-
VSVG and HIV gag-pol, with Exgen 500 (Euromedex) according to the manufacturer
instructions. Medium was changed 6 h after transfection and cells were incubated at 32°C for

72 h. Supernatants containing lentivectors were filtered at 0.45 pum.

Transductions. Supernatants containing lentivectors were added to 293T, 786-O, TZM, Huh-
7, Lunet-CD81, or HepG2-CD81-1SC3 cells seeded the day before in 24-well plates to a ratio
of 1:4 in serum free DMEM. For infection of PHH, a ratio of 1:2 was used. Cells were
incubated for 4 h at 37°C and DMEM 10% FBS was added. Cells were transduced twice at 24
h interval. When transductions with multiple lentivectors was required, cells were transduced
sequentially twice with each lentivectors and were split (not for PHH) between each
transduction with a different lentivector. 293T cells were seeded on poly-D-Lysine coated

plates for transductions.

HCVpp production and infection. HCVpp and VSVpp were produced as described
previously (1,10) with plasmids kindly provided by B. Bartosch and F.L. Cosset (Lyon,
France). Pseudotyped particles were inoculated on 293T, 786-O or Huh-7 cells for 3 h at

37°C. At 72 h post-infection, cells were lysed and processed to measure the Firefly luciferase
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123 activities as indicated by the manufacturer (Promega). Luciferase activities with HCVpp were
124  normalized for luciferase activities obtained with VSVpp. In each figure, results are reported
125 asthe mean £ S.D. of at least three independent experiments.

126

127 HCVcc and infection assays. HCVcc used in this study were based on the JFH1 strain (2)
128 and contained cell culture-adaptive mutations (11,12). The intergenotypic GT3a(S52)/JFH1
129  chimera (HCVcc3a) was kindly provided by J. Bukh (University of Copenhagen, Denmark)
130  (13). HCVcc (JFHI/CSN6A4/5°C19Gluc2Aubi) expressing the Gaussia-luciferase reporter
131  gene were produced as previously described (11,14).

132 HCVcc were added to cells (m.o.i.=1) seeded the day before in 24-well plates and incubated
133 for 2 h at 37°C. The supernatants were then removed and the cells were incubated in DMEM
134 10% FBS at 37°C. At 30 h post-infection, Gaussia-luciferase assays were performed as
135 indicated by the manufacturer (Promega). In each figure, results are reported as the mean *
136  S.D. of at least three independent experiments.

137

138 Indirect immunofluorescence microscopy. Transduced cells grown on coverslips were
139  fixed with formalin solution (Sigma-Aldrich) or methanol. Cells were then stained with anti-
140 CLDN6 mAb followed by CY3-conjugated goat anti-mouse and DAPI staining. Coverslips
141  were mounted on glass slides using Mowiol, and observed with a Zeiss Axioplan 2 Axiophot
142 2 equipped with a 40%/1.3 numerical aperture lens. Fluorescent signals were collected with a
143  Princeton cooled charged device using specific fluorescence excitation and emission filters.
144  Images were processed with Image J software.

145

146  Flow cytometry. Cells grown in 24-well plates were directly washed with PBS 2% BSA.
147  Cells were then incubated for 1 h at 4°C with anti-CLDN6 mAb. After rinsing, cells were
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incubated with PE-labelled goat anti-mouse for 45 min at 4°C, washed, detached with PBS 2
mM EDTA and fixed with formalin solution. For OCLN expression, cells were washed,
detached with PBS 2 mM EDTA and fixed with formalin solution. Cells were next analyzed

with a FACSCalibur (Becton Dickinson).

HCVcc cell-to-cell transmission assay. Twenty-four hours prior to their use in the assay,
Huh-7 cells were infected with HCVcc expressing structural proteins from genotype 2a
(HCVcc2a) or genotype 3a (HCVcc3a) (m.o.i = 2). Infected cells were then labeled with 5
chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA) (Molecular Probes, Invitrogen) by incubation
for 30 min at 37°C with 10 uM CMFDA in medium without FBS. Cells were trypsinized,
washed and incubated for 15 min with 3-11 mAb (50 mg/ml) to neutralize any remaining viral
particles at the cell surface. After washing, CMFDA-labeled donor cells were mixed with
naive target cell lines (ratio 1:4), seeded in 24-well plates in the presence (cell-to-cell
transmission) or in the absence (cell-free and cell-to-cell transmission) of neutralizing mAb
(3-11, 50 ug/ml). After 24 h, de novo transmission events were determined by staining for
HCV NS5 and were quantified by flow cytometry, as described above. Cell-to-cell
transmission levels were defined as newly infected cells in the presence of 3-11 mAb. Cell-
free transmission levels were evaluated using the following calculation: (de novo infected

cells in the absence of 3-11) - (de novo infected cells in the presence of 3-11).

HepG2-CD81-1SC3 polarization and infection. HepG2-CD81-1SC3 cells were seeded the
day before transduction on 6-well plates coated with gelatin in DMEM 10% FBS. Cells were
transduced twice at 24 h interval. 24 h after the last transduction round, cells were plated on
transwells in DMEM 10% FBS until confluence was reached. Next, medium was replaced by

William’s Medium E 1% DMSO. Polarization was verified by anti-ZO-1 mAb staining,

- 226 -



RESULTATS PARTIE 1

173

174

175

176

177

178

179

180
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184

185

analyzed by indirect immunofluorescence microscopy (data not shown). Cells were infected
with HCVcc2a by 1 h incubation of the virus on basolateral chamber membrane of the
transwell. Supernatants and cell lysates were collected 30 h after infection and RNA were
extracted with NucleoSpin RNA 1l kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer
instructions. HCV RNA was quantified by quantitative real-time RT-PCR assay as described

previously (15).

Primary human hepatocytes infection assays.

Primary human hepatocytes (PHH) were from Biopredic. They were infected with cell culture
adapted HCVcc (JFH1-i24), as previously described (16). Virus that had been inactivated at
60 °C for 30 min was used as a control. Infection levels were evaluated by quantifying HCV

RNAs, as described in (16).
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FIGURE LEGENDS

Supplementary Figure 1: CLDN6/R209Q and OCLN/P24A mutations do not affect
HCVpp entry.

(A) 293T cells were transduced twice at 24h interval with CLDN6/wt or CLDN6/R209Q.
Two days after the last transduction round, CLDN6/wt and CLDN6/R209Q cell surface
expression was measured by flow cytometry using an anti-CLDN6 mAb, and compared to
that of untransduced 293T cells (293T Mock). Cells stained with secondary antibodies were
used as negative controls (dashed line). (B) CLDN6/wt and CLDN6/R209Q expression in
293T cells was also analyzed by indirect immunofluorescence with an anti-CLDN6 mAb. (C)
Two days after the last transduction, 293T cells were infected with HCVppla, HCVpp2a or
VSVpp expressing the Firefly-luciferase reporter gene. Results are presented in relative
luciferase units (RLU). (D) 293T cells were transduced sequentially with a combination of
lentivectors encoding SR-BI, CD81 or OCLN in addition to CLDN6/wt or CLDN6/R209Q.
Cells were next infected with HCVppZla or VSVpp 48h after the last transduction round. (E)
293T cells transduced to express SR-BI, CD81 and OCLN in addition to CLDN6/wt or
CLDNG6/R209Q were infected with HCVppla or VSVpp. (F) 786-O cells were transduced
twice at 24h interval with OCLN/wt or OCLN/P24A. Two days after the last transduction
round, OCLN/wt and OCLN/P24A expression in 786-O cells was estimated through the
percentage of GFP positive cells by flow cytometry analysis. (G) GFP-tagged OCLN/wt and
OCLN/P24A cell surface expression in 786-O cells was controlled by fluorescent
microscopy. (H) 786-O cells expressing OCLN/wt or OCLN/P24A were infected with
HCVppla, HCVpp2a or VSVpp. Results are presented in relative luciferase units (RLU). (1)
786-0 cells were transduced sequentially with a combination of lentivectors encoding SR-BI,

CD81 or CLDNL1 in addition to OCLN/wt or OCLN/P24A. Cells were next infected with
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HCVpp la or VSVpp. (J) 786-0O cells transduced to express SR-BI, CD81 and CLDNL1 in
addition to OCLN/wt or OCLN/P24A were infected with HCVppla or VSVpp. In D, E, | and
J cells were lysed at 72h post-infection and results were normalized with luciferase activities
measured in cells infected with VSVpp. Values were adjusted to 100 % infection for cells
expressing CLDNG6/wt (D and E) or OCLN/wt (I and J). Results are presented as mean + SD

of three independent experiments. *** means a p value below 0.001.

Supplementary Figure 2. CLDN6/R209Q and OCL N/P24A mutations do not affect the
kinetic of HCV entry and HCV cell-to-cell transmission. Huh-7 cells were transduced
with CLDN6/wt or CLDN6/R209Q and OCLN/wt or OCLN/P24A either alone or in
combination. (A) Forty-eight hours after the last transduction round, cells were infected with
HCVcc for 2h, 1h30, 1h or 30min. After infection, cells were rinsed and fresh medium was
added. At 30h post-infection, cells were lysed and Gaussia-luciferase activities were
measured. Results were normalized to luciferase activities measured in cells expressing the wt
forms of CLDN6 and OCLN. (B) Cells were infected with HCVcc at indicated m.o.i. in
serum-free DMEM for 2 h. At 30 h post-infection, cells were lysed and Gaussia-luciferase
activities were measured. Results were normalized to luciferase activities measured in cells
expressing the wt forms of CLDN6 and OCLN. Results are presented as mean = SD of two
independent experiments. (C) Transduced Huh-7 cells were cocultivated for 24h with
CMFDA-stained donor cells infected with HCVcc2a or HCVcc3a (D) in the presence (cell-to-
cell transmission) or in the absence (cell-free and cell-to-cell transmission) of the 3-11
neutralizing antibody, which prevents the cell-free transmission. Cells were stained with an
anti-NS5 antibody and analyzed by flow cytometry. HCV-positive CMFDA-negative cell

populations were considered as newly infected cells through cell-to-cell transmission. Results

10
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235  of cell-free (light grey) and cell-to-cell (black) transmission are presented as percentages
236  relative to the total transmission.

237

11
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238

239

Supplementatry Table 1 : Variants found in CLDN6, CLDN9, OCLN and SR-BI genes

ASNP* in CLDNG gene . N N .
dhswp St 42 A5G c99C>T 258 CoT 267T>C 383 G>C 408 G>A 427 A5G ca77G>T 626 G>A
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Amino acid position pThiid pThia3 pless pLeuss pVall3oleu pValids plle1a3val D.GIUL59Asp DAIg209GIn
Function syn® syn syn syn mis® syn mis mis
Database 1000 Gen” 1000 Gen 1000 Gen 1000 Gen 1000 Gen 1000 Gen 1000 Gen NCBI NCBI
dbSNP rs#ID" rs9940735 rs2269911 1556675146 rs61747759 15138377300 rs147069167 rs2257295 NA' 15149605777
MAF? 0.024 0.225 0.028 0.03 0.006 0.008 0.319 NA
NPy v HCY ASGn=4 c>Tn=30 C>Tn=7 T>Cn=7 G>Cn=1 GoAn=3 A5G n= 60 GTh=1 0
NIV e 0 Tn=8 oTn=2 T>Cn=1 o 0 A>G n= 13 o G>An=1
dbSNP in CLDN9 gene
[ €60G>C c552 GoA
Exon 1 1
Amino acid position PGIy20 ERGED
Function syn syn
Database 1000 Gen 1000 Gen
dbSNP rs#ID 5114794799 rs200866651
MAF 0.01 0.002
VDU HIV+HCV+ - A=
N=116 G>Cn=2 G>An=1
|V:DU2H|\/‘HCV- 0 0
dbSNP in OCLN gene
[ 70056 €699 G>A 922 GoA 938 C>A 1512G>C
Exon 3 3 5 5 9
Amino acid position pPro2aAla pLeuz33 bVal308Met D.Seralatyr p.Lys504Asn
Function i syn mis mis mis
Database 1000 Gen 1000 Gen NCBI NCBI NCBI
dbSNP rs#ID 1S147125035 | 1535107257 | rs369518478 NA 152666626
MAF 0.006 0.021 NA NA
DU HIVEHCV+ 0 GoAn=4 G>An=3 Coan=1 G>Cn=16
VDU HIV+HCV- C>Gn=1 0 o 0 G>Cn=2
N=22
dbSNP in SR-BI gene ~ -, 5 - -, 5 €.1129-7
NM_001082950.1 1INC-29 C>T c.4 G>A cl2C>T c.63C>T €.94 G>A €.403 G>A NC+23 C>T €.903 C>T €.1050 T>C ©.1056 G>A GoA €.1158 G>A
Exon 1 1 1 1 1 3 3 7 8 8 9 9
“Amino acid position NCT pGly2Ser pSerd pCysal pVal3zMet pVal13sie B p.Phe30l P AIa350 p.Pro3s2 NG pVal386
Function mis mis syn syn mis mis syn syn syn syn
Database NCBI 1000 Gen 1000 Gen 1000 Gen NCBI 1000 Gen NCBI 1000 Gen 1000 Gen - Gen 1000 Gen
dbSNP rs#ID NA rs4238001 152070242 rs10396208 NA rs5891 NA rs5892 155888 372663606 1510396210 rs99829257
MAF NA 0.013 NA 0.007 NA 0033 0331 NA
NP v HEVY o> Th=1 G>An=4 C>Tn=1 o> Th=2 G>An=1 o 0 C>Tn=1 T>C n=19 o G>An=1 GAn=1
DY HIvHHCY: 0 0 o 0 o G>An=1 oTn=1 o Tn1 T>Cn=5 GAn=1 o 0

240

241
242
243
244
245

246
247
248

249

250

251

& Database single nucleotide polymorphism
® Synonymous

¢ Missense

41000 Genomes
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9 Minor allele frequency
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Partie 2 :

CD151, un organisateur moléculaire potentiel de I'’entrée du HCV.

Neutralisation de I'infection par des anticorps anti-tétraspanines

Afin de caractériser l'effet potentiel des tétraspanines CD82, CD151, CD63, et
Tspan8, nous avons tout d’abord réalisé des expériences de neutralisation par des
anticorps spécifiques de ces tétraspanines. Comme contrdle positif de neutralisation,
nous avons utilisé des anticorps dirigés contre CD81 et comme controle négatif de
neutralisation, nous avons utilisé des anticorps irrelevants. Nous avons préincubé les
cellules 1h a 4°C dans du milieu sans sérum en présence des anticorps a des
concentrations de 5 et 30 pg/ml. Les cellules ont été infectées par des HCVcc exprimant
la Gaussia-luciférase et incubées 2h en présence des anticorps neutralisants.
Parallelement, nous avons choisi d'utiliser en contrdle des pseudovirions du HPV de
type 16 (PsV HPV16) contenant un plasmide codant la Firefly-luciférase. En effet, il a été
montré que le HPV16 utilise les TEMs pour entrer dans ses cellules cibles. En particulier,
les tétraspanines CD151 et CD63 sont importantes pour I'entrée de HPV. Ces infections
ont été réalisées dans les mémes conditions que les infections par les HCVcc, mais sur
des cellules 293TT. Ces expériences ont montré qu’a des concentrations de 30 pg/ml, les
anticorps dirigés contre CD63 et CD151 inhibaient l'infection par le HCV (Figure 1A),
alors que ceux-ci a des concentrations de 5 pg/ml étaient sans effet. La méme
observation a été faite pour les infections HPV16 avec CD151 mais pas avec CD63
(Figure 1B). Un anticorps dirigé contre l'intégrine 1, un partenaire privilégié de
CD151, a également été utilisé mais n’a pas montré d’effet sur l'infection par le HCV
(Figure 1A).

Ces premiers résultats indiquent que les tétraspanines CD63 et CD151 pourraient
étre impliquées dans l'infection par le HCV, mais auraient plutot un role secondaire par
rapport a CD81, pour laquelle l'effet inhibiteur des anticorps neutralisants était

fortement marqué a 5 pg/ml (Figure 1A).
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Figure 1 : Effet d’anticorps anti-tétraspanines sur l'infection par le HCV.

A) Les cellules Huh-7 ont été préincubées pendant 1h a 4°C avec des anticorps dirigés contre les
différentes tétraspanines ou l'intégrine f1. Des IgG de souris non relevants ont été utilisés
comme controle négatif . Les cellules ont ensuite été infectées pendant 2h a 37°C avec des HCVcc
couplés a la Gaussia-Luciférase dans du milieu sans sérum, puis les cellules ont été rincées et du
milieu complet a été ajouté. Les cellules ont été lysées 48h aprés infection et les activités
luciférase ont été évaluées par luminométrie. Les résultats ont été normalisés par rapport aux
activités luciférase mesurées avec I'anticorps controle. B) Les cellules 293TT ont été traitées de
la méme maniére que les cellules Huh-7, puis elles ont été infectées pendant 2h a 37°C par des
PsV HPV16 exprimant la Firefly-luciférase. Les cellules ont été lysées 24h apres infection et les
activités luciférase ont été évaluées par luminométrie. Les résultats montrés sont la moyenne
d’au moins trois expériences indépendantes. * p < 0,05; **p < 0,01 ; ***p < 0,001.

Le silencing de CD151 inhibe I'infection par le HCV

Afin de valider les résultats obtenus avec les anticorps, nous avons ensuite réalisé

le silencing des différentes tétraspanines a l'aide de siRNAs. Des expériences
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préliminaires de silencing ont montré qu’un niveau optimal de silencing dans les cellules
Huh-7 était obtenu 48h apres deux transfections de siRNAs. Cependant, le silencing de
CD82 et CD9 était faible, du a leur faible niveau d’expression dans les cellules Huh-7
(Figure 2A). En revanche, en cellules 293TT, les niveaux de silencing dans les mémes
conditions étaient plus faibles (données non montrées).

Afin de vérifier que la transfection par les différents siRNAs utilisés n’induisait
pas de toxicité cellulaire, nous avons réalisé un test MTS 96h apres la deuxieme
transfection sur des cellules Huh-7. Aucune toxicité particuliere n’a été observée

(Figure 2B).
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Figure 2 : Effet du silencing des tétraspanines sur l'infection par le HCV.

A) Les cellules Huh-7 ont été transfectées deux fois a 48h d’intervalle par les siRNAs dirigés
contre les différentes tétraspanines. Un siRNA non relevant dans ces cellules a été utilisé comme
controle. Deux jours aprés la deuxieme transfection, les niveaux d’expression des tétraspanines
dans les différentes conditions ont été mesurées par cytométrie en flux. Le pourcentage
d’expression résiduelle des différentes tétraspanines dans les cellules silencées a été mesuré en
calculant le ratio des médianes d’intensité de fluorescence des cellules silencées par rapport aux
cellules traitées avec un siRNA contréle. Les résultats montrés sont la moyenne d’au moins trois
expériences indépendantes. B) Les cellules Huh-7 ont été transfectées deux fois comme décrit
précédemment et 96h aprés transfection, la toxicité cellulaire des différents siRNAs a été
évaluée a l'aide d'un test MTS/PMS. Les résultats sont la moyenne de trois expériences
indépendantes. C) Les cellules ont été transfectées deux fois avec les siRNAs, comme décrit
précédemment, puis 48h apres la deuxiéme transfection, les cellules ont été infectées pendant
2h a 37°C avec des HCVcc exprimant la Gaussia-Luciférase. Trente heures apres infection, les
activités luciférase ont été évaluées par luminométrie. Les résultats montrés sont la moyenne
d’au moins trois expériences indépendantes. *** p < 0,001. D) Les cellules Huh-7 transfectées
avec un siRNA controle ou un siRNA dirigé contre CD151 ont été marquées avec un anticorps
anti-CD81 (5A6) et analysées en cytométrie en flux.

Les cellules Huh-7 et 293TT ont alors été infectées 48h apres la deuxieme

transfection avec des HCVcc et des pseudovirions HPV16, respectivement. Les niveaux
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d’infection ont été évalués respectivement, 48 et 24h apres l'infection. Un siRNA dirigé
contre CD81 a été utilisé comme controdle positif d’'inhibition pour le HCV. De maniére
intéressante, nous avons observé une inhibition de 60 % de l'infection par le HCV dans
les cellules n’exprimant plus CD151, confirmant les résultats obtenus en neutralisation.
En revanche, ces expériences n’ont pas confirmé I'effet de CD63 obtenu en neutralisation
(Figure 2C). Par ailleurs, les expériences de silencing menées sur des 293TT avec les
pseudovirions de HPV16 n’ont montré aucune inhibition de I'infection, ce qui pourrait
étre du aux faibles niveaux de silencing dans ces cellules (données non montrées). Nous
avons par la suite, abandonné ce modele.

Dans le but de vérifier que I'effet inhibiteur du silencing de CD151 était bien
spécifique, nous avons testé si les siRNAs dirigés contre CD151 n’avaient pas d’effet sur
I'expression de CD81. Aucune diminution de I'expression de CD81 n’a été observée 48h
apres la transfection des siRNAs dirigés contre CD151 (Figure 2D). Ceci suggere donc
que l'effet observé est bien spécifique.

L’ensemble de ces résultats montre donc que la tétraspanine CD151 pourrait

avoir un réle dans le cycle infectieux du HCV.

La surexpression des tétraspanines n’affecte pas I'infection par le HCV

Nous avons ensuite analysé l'effet de la surexpression des tétraspanines sur
I'infection HCV. Pour cela, nous avons généré des vecteurs lentiviraux exprimant les
tétraspanines CD81, CD82, CD9, CD63, CD151, et Tspan8, fusionnées a la GFP. Ces
lentivecteurs permettent de surexprimer efficacement les différentes tétraspanines dans
des cellules Huh-7, puisque deux transductions successives permettent d’atteindre des
taux de 80-90% de cellules exprimant la GFP (données non montrées). Les niveaux de
surexpression évalués en cytométrie en flux ont montré par exemple une augmentation
de 6 fois pour CD63 a pres de 60 fois pour CD9 (Figure 3A). En revanche, la toxicité
induite par la surexpression de CD81 n’a pas permis d’augmenter significativement
I'expression de cette tétraspanine dans notre systeme (Figure 3A). Les cellules
transduites ont ensuite été infectées par des HCVcc et I'analyse du pourcentage de
cellules infectées n’a montré aucun effet de la surexpression des différentes
tétraspanines sur l'infection par le HCV. Il n’est pas a exclure, comme cela a été montré

pour CD81, qu’'un effet seuil empéche de voir une augmentation de 'infection dans le cas
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de facteurs facilitateurs de 'infection.
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Figure 3 : Effet de la surexpression des tétraspanines sur I'infection par le HCV.

A) Des lentivecteurs pTrip exprimant les différentes tétraspanines fusionnées a la GFP ont été
générés. Les cellules Huh-7 ont été transduites deux fois a 24h d’intervalle par les différents
lentivecteurs ou un lentivecteur controle exprimant uniquement la YFP (pTRIP-CTL). Deux jours
apres la deuxiéme transduction, les cellules ont été marquées par des anticorps anti-
tétraspanines et les marquages ont été analysés par cytométrie en flux. B) Les cellules Huh-7 ont
été transduites comme décrit précédemment puis 48h apres la deuxieme transduction, les
cellules ont été incubées pendant 2h a 37°C avec des HCVcc. Les niveaux d’infection ont été
mesurés 30h aprés infection par cytométrie en flux en utilisant un anticorps reconnaissant la
protéine virale NS5. Le pourcentage d’infection a été mesuré en calculant le ratio des médianes
d’intensité de fluorescence des cellules surexprimant les différentes tétraspanines par rapport
aux cellules transduites par le lentivecteur contréle. Les résultats montrés sont la moyenne d’au
moins trois expériences indépendantes.

CD151 joue probablement un réle indirect dans I’entrée virale

Nous avons émis I'’hypothése que CD151 pourrait étre impliquée dans 1'étape
d’entrée du HCV dans ses cellules cibles. Cette implication de CD151 pourrait se faire
soit de maniere directe, par exemple en interagissant avec les particules, soit de maniere

indirecte en influengant par exemple la fonctionnalité de CD81 dans I’entrée virale via
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les TEMs. Afin de tester la premiere hypothése, nous avons testé l'effet de la
préincubation de particules virales pendant 1h a 37°C avec des formes solubles (LELs)
de CD151, CD81 et d’autres tétraspanines (fournies par le Dr. P. Monk, Sheffield, UK)
avant l'infection de cellules Huh-7. Trente heures apres infection, les niveaux d’infection
ont été évalués. Ces expériences ont montré que seule la préincubation avec la LEL de
CD81 conduisait a une inhibition de l'infection (Figure 4). Bien qu’on ne puisse pas
exclure que la forme soluble de CD151 ne mime pas complétement la forme entiere de la
protéine, ces résultats suggerent que les particules virales n’interagissent probablement

pas avec CD151.
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Figure 4 : Effet de la LEL soluble des tétraspanines sur l'infection par le HCV.

Les HCVcc ont été préincubés pendant 1h a 37°C avec 10 pg/ml de LELs solubles des différentes
tétraspanines. Des HCVcc non traités ont été utilisés en controle. Des cellules Huh-7 ont ensuite
été incubées pendant 2h a 37°C avec les HCVcc/LELs. Les niveaux d’infection ont été mesurés
30h apreés infection par cytométrie en flux en utilisant un anticorps reconnaissant la protéine
virale NS5A. Le pourcentage d’infection a été mesuré en calculant le ratio des médianes
d’intensité de fluorescence des cellules infectées aprés préincubation avec les LELs par rapport
aux cellules controles. Les résultats montrés sont la moyenne d’au moins trois expériences
indépendantes. *** p < 0,001.

CD151 module la clusterisation de CD81

Nous disposons au laboratoire d'une lignée permissive de cellules Huh-7
n’exprimant plus le CD81 humain mais exprimant le CD81 murin (Huh-7w7/mCD81).
Nous disposons également de deux anticorps anti-mCD81, le MT81 qui reconnait
I'ensemble des molécules de mCD81 et le MT81w qui reconnait spécifiquement les
clusters de mCD81 (Potel et al, 2013). L’utilisation de ces outils a permis de montrer

qu’'une clusterisation accrue de CD81 a la surface cellulaire restreint considérablement
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la diffusion des molécules de CD81 qui est essentielle a I'entrée virale (Potel et al,
2013)). Afin de tester 'hypothése du role indirect de CD151 sur I'entrée virale, nous
avons réalisé des surexpressions ou silencing de CD151 dans les cellules Huh-

7w7/mCD81 et réalisé des marquages avec les anticorps MT81 et MT81w.
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Figure 5 : Effet de CD151 sur la clusterisation de CD81.

A) Les cellules Huh-7w7/mCD81 ont été soit transfectées avec un siCTL ou un siCD151, ou soit
transduites par des lentivecteurs exprimant CD151 ou la YFP, comme décrit précédemment.
Deux jours apres la deuxieme transfection ou la deuxiéme transduction, les cellules ont été
marquées soit par l'anticorps MT81 reconnaissant la population totale de mCD81, soit par
I'anticorps MT81w reconnaissant mCD81 incorporée dans des clusters riches en CD81. Le ratio
des médianes d’intensité de fluorescence des cellules marquées par le MT81w sur les cellules
marquées par le MT81 dans chacune des conditions a été mesuré par cytométrie en flux. Les
résultats montrés sont la moyenne de trois expériences indépendantes. *** p < 0,001. B) Des
cellules Huh-7 transduites par le lentivecteur exprimant CD151-GFP et marquées avec
I'anticorps MT81w suivi d’anticorps anti-rat couplés a I’Alexa555 ont été analysées par
microscopie confocale. La superposition des marquages GFP et MT81w est montrée a gauche. Le
marquage MT81w est montré a droite. Les cellules GFP positives surexpriment CD151 alors que
les cellules GFP négatives expriment des niveaux endogénes de CD151.

Ainsi, comme précédemment, nous avons transfecté deux fois les cellules Huh-7

avec des siRNAs dirigé contre CD151 ou un siRNA contréle. Deux jours apres
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transfection, nous avons marqué les cellules avec les anticorps MT81 et MT81w et
analysé les marquages par cytométrie en flux. Les ratios des médianes d’intensité de
fluorescence obtenus pour chaque anticorps a ensuite été calculé. Nous avons ainsi
observé que le silencing de CD151 entrainait une augmentation du ratio MT81w/MT81,
ce qui suggere donc qu’'en absence de CD151, CD81 est plus présent sous forme de
clusters (Figure 5A). A l'inverse, la surexpression de CD151 conduit a une diminution
du ratio MT81w/MT81, indiquant qu’en présence de CD151, CD81 forme moins de
clusters a la membrane plasmique (Figure 5A).

De maniere surprenante, des analyses préliminaires en microscopie confocale de
cellules Huh-7w7/mCD81 surexprimant CD151-GFP et marquées par les anticorps
MT81 et MT81w permettent de voir a I'ceil 'effet de CD151 sur la taille des domaines
enrichis en CD81. En effet, des analyses quantitatives préliminaires montrent que les
structures enrichies en CD81 sont trois fois plus grandes dans les cellules ne
surexprimant pas CD151 que dans les cellules surexprimant CD151-GFP (Figure 5B et
données non montrées).

Puisque nous avons démontré précédemment que la clusterisation de CD81
module négativement I'entrée du HCV, nos résultats préliminaires sur CD151 indiquent
que CD151 est probablement un modulateur de l'entrée virale jouant sur la

clusterisation de CD81, élément clé de cette étape du cycle infectieux.
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Matériel et méthodes

Lignées cellulaires. Les cellules Huh-7 (Nakabayashi et al, 1982), 293TT (L. Florin,
Mainz, Allemagne), 293T (ATCC) et Huh-7w7/mCD81(Rocha-Perugini et al, 2009), ont
été cultivées dans du Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) complémenté par

10% de sérum de veau feetal (SVF) et 100 nM d’acides aminés non essentiels.

Anticorps. L’anticorps anti-CD81 5A6 provient de S. Levy (Université de Stanford, Etats-
Unis). L'anticorps anti-Tspan8 TS29.1 provient de C. Boucheix (Villejuif, France). Les
anticorps anti-CD63 TS63, anti-CD9 SYB-1, anti-CD151 (TS151 et 11G5a) et anti-mCD81
(MT81 et MT81w) proviennent d’E. Rubinstein (Villejuif, France). L’anticorps anti-CD82
TS82b provient d’Abcam. L’anticorps anti-NS5 2F6/G11 provient de AUSTRAL
biologicals. Les anticorps de chévre marqués PE anti-rat et anti-souris, anti-CD81 JS81 et
anti-p1 proviennent de BD Pharmingen. L’anticorps controle M1 anti-FLAG provient de

chez Sigma.

Infections. Les HCVcc utilisés dans cette étude sont basés sur la souche JFH1 (Wakita et
al, 2005) et contiennent les mutations d’adaptation CS, N6 (Delgrange et al, 2007) et
ont été modifiés afin d’exprimer I'épitope A4 dans la protéine d’enveloppe E1 (Goueslain
et al, 2009). Les HCVcc exprimant le geéne de la Gaussia-Luciférase
(JFH1/CSN6A4/5’C19Rluc2AUbi) ont été produits comme décrit précédemment
(Delgrange et al, 2007). Les cellules Huh-7 ont été ensemencées la veille dans des
plaques 24 puits et infectées pendant 2h a 37°C en présence de milieu sans sérum. Les
cellules ont ensuite été rincées et du milieu complet a été ajouté. Les cellules ont été
lysées 30 ou 48h apres infection et les activités luciférase ont été mesurées selon les
recommandations du fabricant (Promega, kit Renilla Luciferase 1000 Assays System).
Les HCVcc n’exprimant pas de gene rapporteur (JFH1/CSN6A4) ont été produits
comme décrit précédemment (Delgrange et al, 2007). Les cellules Huh-7 ont été
ensemencées la veille dans des plaques 24 puits et infectées pendant 2h a 37°C dans du
milieu sans sérum. Les cellules ont ensuite été rincées et du milieu complet a été ajouté.
Les niveaux d’infection ont été mesurés par cytométrie en flux a I'aide d’'un marquage

anti-NS5.
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Les infections avec les PsV HPV16 purifiés exprimant la Firefly-Luciférase (L.
Florin, Mainz, Allemagne) ont été réalisées en plaques 96 puits sur des cellules 293TT
ensemencées la veille. Les cellules ont été infectées pendant 2h a 37°C dans du milieu
sans sérum. Les cellules ont été rincées et du milieu complet a été ajouté. Vingt-quatre
heures apres infection, les cellules ont été lysées et les activités luciférase mesurées
selon les recommandations du fabricant (Promega, kit Luciferase 10-pack Assay

System).

Test de neutralisation par des anticorps. Les cellules Huh-7 et 293TT ensemencées la
veille en plaques 24 ou 96 puits ont été préincubées pendant 1h a 4°C avec 5 ou 30 pg
d’anticorps (anti-CD81 (JS81), anti-CD82 (TS82b), anti-CD9 (SYB-1), anti-CD63 (TS63),
anti-CD151 (11G5a), anti-Tspan8 (TS29.1) ou controle (M1). Le milieu a ensuite été
changé et les cellules infectées soit avec des HCVcc exprimant la Gaussia-Luciférase, soit

avec des PsV HPV16.

Transfection des siRNAs. 20 pl d’OptiMEM (Invitrogen) et 5 pl d’Oligofectamine
(Sigma) ont été mélangés et incubés 5 minutes a température ambiante (RT). 5 pl de
siRNA a 20 pM (Dharmacon, ON-TARGETplus SMART pool) ont été mélangés a 80 pl
d’OptiMEM. 25 pl du premier mélange ont été ajoutés au second mélange et le tout
incubé 20 minutes a RT. Les cellules ont ensuite été rincées avec de 'OptiMEM et 1 ml
d’OptiMEM a été ajouté. A la fin de I'incubation, le mélange a été ajouté goutte a goutte
sur les cellules Huh-7 ensemencées la veille en plaques 6 puits et incubées 6 heures a
37°C. Les cellules ont été rincées et du milieu DMEM complet a été ajouté. Les cellules
ont été transférées le lendemain dans une nouvelle plaque 6 puits et a nouveau
tranfectées 48h apres la premiere transfection. Les cellules ont été ensemencées en
plaques 24 puits 24h apres la deuxieme transfection et infectées avec des HCVcc 24h

plus tard. Les niveaux d’infections ont été évalués par cytométrie en flux.

Test de toxicité cellulaire. Afin d’évaluer la toxicité des différents siRNA utilisés, un
test MTS/PMS (Promega) a été utilisé. Les cellules Huh-7 ont été ensemencées en
plaques 96 puits et analysées 96h apres la deuxieme transfection de siRNA. Un mélange

contenant 20 pl de réactif MTS/PMS et 100 pl de milieu DMEM complet a été ajouté. Les
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cellules ont été incubées a 37°C et I'évolution de la densité optique a 490 nm a été

mesurée.

Production des lentivecteurs et transduction. Les genes des différentes tétraspanines
ont été fusionnées a la GFP en N-terminal et clonées dans un vecteur pTrip provenant de
C. Rice (Université de Rockefeller, Etats-Unis). Le plasmide contréle pTrip-YFP provient
également de C. Rice (Université de Rockefeller, Etats-Unis).

Pour produire les lentivecteur, les différentes constructions pTrip, phCMV-VSV-G
et HIV-Gag-pol (C. Rice, Université de Rockefeller, Etats-Unis) ont été co-transfectées (a
raison d’'un ratio de 10/2/8 et de 1 pug d’ADN total dans un puits de plaque 6 puits) avec
de 'Exgen500 (Euromedex), selon les recommandations du fabricant, dans des cellules
293T ensemencées la veille dans des plaques 6 puits coatées a la poly-D-Lysine. Six
heures apres transfection, le milieu a été remplacé par du milieu DMEM complet et les
cellules ont été incubées a 32°C pendant 72h. Les surnageants ont ensuite été collectés
et filtrés a 0, 45 pUM.

Des cellules Huh-7 ensemencées la veille en plaques 24 puits ont été transduites
pendant 4h a 37°C avec les lentivecteurs dilués au 1:4 dans du milieu sans sérum dans
un volume total de 200 pl. Du milieu complet a ensuite été ajouté. Les cellules ont été a
nouveau transduites 24h apres, dans les mémes conditions. Les cellules ont été
transférées 24h plus tard dans des plaques 24 puits et infectées le lendemain avec des
HCVcc exprimant ou non la Gaussia-Luciférase. Les niveaux d’infection ont été évalués

par luminométrie ou cytométrie en flux 24h apres infection.

Test de sensibilité aux LELs solubles. Les HCVcc ont été incubés pendant 1h a 37°C
avec 10 pg/ml de LELs solubles des différentes tétraspanines provenant de P. Monk
(Sheffield, UK). Les cellules Huh-7 ensemencées la veille en plaques 24 puits ont ensuite
été infectées pendant 2h a 37°C dans du milieu sans sérum et analysées par cytométrie

en flux 30h plus tard.

Cytométrie en flux. Les niveaux d’expression des tétraspanines apres silencing ou
apres transduction ont été analysés 48h apres la deuxieme transduction. Pour cela, les
cellules ont été lavées dans du PBS 2% BSA (Bovine Serum Albumine, Euromedex) puis

incubées avec les anticorps anti-CD81 (5A6), anti-CD82 (TS82b), anti-CD9 (SYB-1), anti-
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CD63 (TS63), anti-CD151 (TS151), anti-Tspan8 (TS29.1), anti-mCD81 (MT81 ou
MT81w) dans du PBS 2% BSA, pendant 1h a 4°C. Les cellules ont été rincées dans du PBS
2% BSA et incubées 30 min a 4°C avec les anticorps secondaires couplés a la PE. Les
cellules ont ensuite été rincées dans du PBS 2% BSA et décrochées avec du PBS 2 mM
EDTA. Les marquages ont été analysés avec un FACSCalibur. Pour les marquages anti-
NS5, les cellules ont été traitées de la méme fagon mais perméabilisées au préalable avec

du PBS 2% BSA contenant 0,05% de saponine (Sigma).

Microscopie confocale.

Des cellules Huh-7 ont été transduites par le lentivecteur exprimant CD151-GFP, comme
décrit précédemment, puis marquées avec 'anticorps MT81w suivi d’anticorps anti-rat
couplés a I'’Alexa555. Les marquages ont été analysés a I'aide d’'un microscope LSM710

équipé d’un objectif a immersion 63x/1.4.
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25 ABSTRACT (246 words)

26 In our study, we characterized the effect on the Hepatitis C Virus (HCV) life cycle of
27  Monensin, an ionophore that is known to raise the intracellular pH. We show that Monensin
28  inhibits HCV entry in a pangenotypic and dose-dependent manner. Monensin induces an
29  alkalization of intracellular organelles, leading to an inhibition of the fusion step between
30 wviral and cellular membranes. Interestingly, we demonstrated that HCV cell-to-cell
31  transmission is dependent on the vesicular pH. Under the selective pressure of Monensin, we
32 selected a Monensin-resistant virus which has evolved to use a new entry route that is
33  probably pH- and clathrin-independent. Characterization of this mutant led to the
34  identification of two mutations in envelope proteins, Y297H in E1 and I1399T in the
35  hypervariable region 1 (HVR1) of E2, which confer resistance to Monensin and thus allow
36  HCV to use a pH-independent entry route. Interestingly, the I399T mutation introduces a N-
37  glycosylation site within HVRI1, increases the density of virions and their sensitivity to
38  neutralization with anti-apolipoprotein E (ApoE) antibodies, suggesting that this mutation
39 likely induces conformational changes in HVR1 that in turn modulate the association with
40  ApoE. Strikingly, the I399T mutation also abrogates HCV cell-to-cell spread. In conclusion,
41  we identified a mutation in HVR1 that overcomes the vesicular pH-dependence, modifies the
42 biophysical properties of particles and abolishes cell-to-cell transmission, indicating that the
43 regulation by HVR1 of particle association with ApoE might control the pH-dependence of
44 cell-free and cell-to-cell transmission. Thus, HVR1 and ApoE are critical regulators of HCV
45  propagation.

46
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47 IMPORTANCE

48

49  Although several cell surface proteins have been identified as entry factors for Hepatitis C
50  Virus (HCV), precise mechanisms regulating its transmission into hepatic cells are still
51 unclear. In our study, we used Monensin A, an ionophore that is known to raise the
52  intracellular pH, and demonstrated that cell-free and cell-to-cell transmission are both pH-
53 dependent processes. We generated Monensin-resistant viruses that displayed different entry
54 routes and biophysical properties. Thanks to these mutants, we highlighted the importance of
55  the hypervariable region 1 (HVR1) in E2 envelope protein for the association of particles with
56  apolipoprotein E, which in turn might control the pH-dependency of cell-free and cell-to-cell
57  transmission.

58
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59 INTRODUCTION

60 Hepeatitis C virus (HCV) infection is a global public health problem affecting over 130
61  million individuals worldwide. Chronic HCV infection can result in liver cirrhosis and
62  hepatocellular carcinoma (1). While previous interferon-based therapies have been limited by
63  drug resistance and marked toxicity (2), the recently clinically licenced direct-acting antivirals
64  are expected to cure the large majority of infected patients without major adverse effects (3).
65 Nevertheless several challenges remain: high costs limit access to therapy even in high
66  resources settings, and certain subgroups difficult-to-treat patients may need adjunctive
67 therapeutic approaches (4). Furthermore, a vaccine is not available and vaccine development
68  is hampered by viral evasion of host immune responses (5).

69 HCV is a small enveloped single-strand RNA virus that belongs to the Hepacivirus
70  genus in the Flaviviridae family (6). This virus, which circulates in the bloodstream of
71  infected patients as lipoviral particles, mainly targets hepatocytes. Infection begins with the
72 attachment of the viral particle to the cell surface of the hepatocytes through attachment
73  factors and then proceeds to a complex multistep process involving a series of specific
74  cellular entry factors (reviewed in (7)). These molecules include the Scavenger Receptor class
75 B type I (SRB1) (8), the tetraspanin CD81 (9), the tight junction proteins CLDN1 (10) and
76  OCLN (11) and the receptor tyrosine kinases EGFR and EphA2 (12). More recently,
77  Niemann-Pick Cl-like 1 (NPCIL1) cholesterol absorption receptor and the iron uptake
78  receptor transferrin receptor 1 (TfR1) have also been shown to play a role in HCV entry (13,
79  14). The interaction of HCV particles through their associated apolipoproteins and envelope
80  proteins (E1 and E2), with the different entry factors leads to the internalization of particles
81  via a clathrin-mediated endocytosis (15, 16) followed by the fusion at low pH with the
82  membrane of an early endosome (17, 18). Although these last years, the use of pseudotyped

83  wviruses (HCVpp) (18, 19) and infectious cell culture-produced particles (HCVcc) (20-22)
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84  have greatly advanced the knowledge of HCV lifecycle, the exact sequence of events leading

85  from HCV interaction with host factors at the plasma membrane to internalization and viral

86  fusion still remains elusive. In particular, cellular and viral actors involved in the fusion step

87  of cellular and viral membranes remain to be identified.

88 Beside transmission by circulating particles referred to as cell-free infection, HCV

89  particles can be transmitted directly into neighboring cells, so called cell-to-cell transmission.

90  This route of transmission was first suggested when infected cells foci were seen in infected

91  human livers by RNA imaging analysis (23) and recently confirmed using a similar approach

92 (24). Later on, it has been shown that HCV can be transmitted to neighboring cells in the

93  presence of monoclonal antibodies (mAbs) or patient-derived antibodies that are able to

94 neutralize virus-free infectivity (25-27). Recently, it has been proposed that exosomes from

95  HCV-infected cells were capable of transmitting infection to naive human hepatoma cells (28,

96  29). Although several entry factors have been implicated in this process, the viral

97  determinants, entry factor requirements and molecular mechanisms involved in cell-to-cell

98  transmission route still need to be further characterized.

99 In our study, we used Monensin A to evaluate its anti-viral potential against HCV and
100 gain new insights into the understanding of HCV transmission. Monensin is a well-known
101 polyether antibiotic isolated from Streptomyces cinnamonensis (30) for which the structure
102 has been described (31). It exchanges specifically Na+ for H+, resulting in elevated cytosolic
103 Ca2+ concentration and pH (32). Monensin is used extensively in the beef and dairy
104  industries to prevent coccidiosis, enhance growth or prevent bloat (33-36).

105 We showed that Monensin efficiently inhibits cell-free and cell-to-cell transmissions
106  of HCV. Monensin induced an alkalization of intracellular organelles, probably leading to an
107  inhibition of the fusion step between viral and cellular membranes, indicating that both cell-

108  free and cell-to-cell transmissions required a fusion step in acidic compartments.
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109  Interestingly, HCV resistant to Monensin (FL-8) but also to Chloroquine and Chlorpromazine
110  was selected by sequential passages in the presence of Monensin. Characterization of the FL-
111 8 mutant showed that resistance to Monensin was carried by two mutations in envelope
112 proteins, Y297H in E1 and 1399T in the hypervariable region 1 (HVR1) of E2, which allow
113 HCV to use a pH-independent entry route. We further characterized these two mutations and
114 showed that they likely induce conformational changes in E2, increase the density of particles
115 and increase virus sensitivity to neutralization by anti-apolipoprotein E antibodies. Most
116  importantly, the I1399T mutation abrogated cell-to-cell transmission indicating that we
117  describe for the first time a mutant of this transmission route.

118
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119 MATERIALS AND METHODS

120 Chemicals and cell culture. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Opti-MEM,
121  phosphate-buffered saline (PBS), Glutamax-I, non-essential amino acids (NEAA), goat and
122 fetal bovine serum (FBS) were from Invitrogen. 4’6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) was
123 purchased from Molecular Probes (Invitrogen). Monensin and Mowiol 3-88 were from
124 Calbiochem. Monensin was resuspended in ethanol at 100mM. Boceprevir was kindly
125  provided by Philippe Halfon (Hopital Ambroise Paré, Marseille, France). Chlorpromazine
126  was from Alexis. Other Chemicals were from Sigma.

127  Huh-7 cells were described previously (37). Huh-7-Lunet-CD81-FLuc-BLR cells (38) were
128  kindly provided by T. Pietschmann (Twincore, Hanover, Germany). HEp-2 cells were
129  obtained from BioWhittaker.

130  Antibodies. Mouse anti-HCV E1 (A4, (39)) and anti-Yellow Fever Virus (YFV) envelope
131  (2D12, ATCC CRL-1689, (40)) monoclonal antibodies (mAb) were produced in vitro by
132 using a MiniPerm apparatus (Heraeus), as recommended by the manufacturer. The 3/11 (anti-
133 HCV E2, (41)) hybridoma was kindly provided by J. McKeating (University of Birmingham,
134 UK). Anti-CD81 mAb (5A6, (42)) was kindly provided by S. Levy (Stanford University,
135  USA). Anti-CD151 mAb (TS151, (43)) was kindly provided by E. Rubinstein (Inserm,
136  Villejuif, France). Anti-CLDN1 (OM 8A9-A3) mAb has been previously described (44).
137  AR3A and AR5A mAbs (anti-E2 and anti-E1E2, respectively) were kindly provided by M.
138  Law (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA) (45). Anti-SRB1 (Clal) and anti-
139  CD81 (JS81) mAbs were from BD Biosciences Pharmingen. Anti-EGFR (cocktail R19/48),
140  anti-OCLN and anti-beta-tubulin were from Invitrogen. The polyclonal goat anti-ApoE
141  antibody was from Calbiochem. Secondary antibodies were from Jackson Immunoresearch

142 (West Grove, PA, USA).
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143 HCVcc and infection assays. To produce HCVcc, we used a modified version of the plasmid
144  encoding JFH1 genome (genotype 2a; GenBank access number AB237837), kindly provided
145 by T. Wakita (National Institute of Infectious Diseases, Tokyo, Japan) (20). Huh-7 cells were
146  electroporated with in vitro transcribed RNA of JFHI containing (HCVcc-Luc) or not
147  (HCVcc) the Gaussia luciferase reporter gene, or with the JFHI-AHVR1 construct (46), and
148  engineered to express A4 epitope (47) and titer-enhancing mutations (48). JFH1 stocks were
149  produced by further amplification in Huh-7 cells. The intergenotypic HCVcc chimeras
150  GT3a(S52)/JFH1 and GTS5a(SA13)/JFHI1, kindly provided by J. Bukh (University of
151  Copenhagen, Denmark) (49) were also used in this work.

152 For infection assays, HCVcc were added to Huh-7 cells (m.o0.i.=1) seeded the day before in
153 24-well or 96-well plates and incubated for 2 h at 37°C. The supernatants were then removed
154  and the cells were incubated in DMEM 10% FBS at 37°C. At 24, 30 or 48 h post-infection,
155 Renilla/Gaussia luciferase assays were performed as indicated by the manufacturer (Promega)
156  orinfection levels were detected by indirect immunofluorescence.

157 HCVpp and infection assays. HCVpp were produced as described previously (19, 50) with
158  plasmids kindly provided by B. Bartosch and F.L. Cosset (INSERM U758, Lyon, France).
159  The plasmids encoding HCV envelope glycoproteins of genotypes 1b (UKN1B-5.23), 2b
160  (UKN2B-1.1) and 4a (UKN4-11.1) were kindly provided by J. Ball (Nottingham University,
161  UK) (51). The genotype la plasmid (strain H) has been described previously (19) and the
162 genotype 2a plasmid (strain JFH1) was kindly provided by R. Bartenschlager (University of
163  Heidelberg, Germany). A plasmid encoding the feline endogenous virus RD114 glycoprotein
164 (52) was used for the production of RD114pp. Pseudotyped particles were inoculated on Huh-
165 7 cells for 2h at 37°C. At 24, 48 or 72 h post-infection, Firefly luciferase assays were

166  performed as indicated by the manufacturer (Promega).
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167  Other viruses. We used the YFV strain 17D and a Sindbis virus expressing the Firefly
168  luciferase (SinV, Totol1101/Luc, (53), kindly provided by M. MacDonald, Rockefeller
169  University, NY, USA). The recombinant adenovirus expressing the GFP (AdV) was produced
170  as described (47). These viruses were inoculated on Huh-7 cells for 2h at 37°C and cultured
171  for 24h at 37°C. YFV infections were scored by indirect immunofluorescence, SinV and AdV
172 infections were scored by luminometry and flow cytometry, respectively.

173 The diabetogenic Coxsackievirus B4 (CVB4) E2 strain (provided by J-W. Yoon, Julia
174  McFarlane Diabetes Research Center, Calgary, Alberta, Canada) was produced in HEp-2
175  cells, as described (54). CVB4 infections were scored by evaluating the cytopathic effect at
176  48h post-infection. It has to be noted that no cytotoxicity of HEp-2 cells was induced by
177  Monensin at 0.1uM or 1uM.

178  Indirect immunofluorescence microscopy. Cells grown onto glass coverslips or in 96-well
179  plates were infected and processed for immunofluorescence detection of E1 envelope protein
180  with A4 mAb, as previously described (55). Cells were observed with a Zeiss Axiophot
181  equipped with a 10x[] magnification, 0.5 numerical aperture objective. Fluorescent signals
182  were collected with a Coolsnap ES camera (Photometrix) using specific fluorescence
183  excitation and emission filters. For quantification, images of randomly picked areas from each
184  coverslip or well were recorded and processed using Image] software. Cells labeled with anti-
185 El mAb A4 were counted as infected cells. The total number of cells was obtained from
186  DAPI-labeled nuclei. The infections were scored as the ratio of infected cells to total cells.

187  Viability assay. Cells were grown in 96-well plates and treated with increasing Monensin
188  concentrations diluted in culture medium. The day after, an MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
189  yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2H-tetrazolium) based viability assay was done as
190 recommended by the manufacturer (CellTiter 96 aqueous nonradioactive cell proliferation

191  assay, Promega).
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192 Entry assay. Cells seeded in 24-well plates were infected with HCVcc-Luc for 1h at 4°C
193  (attachment/binding period). Virus was removed, cells were washed with serum free medium
194  and incubated again for 1h at 4°C (post-attachment/binding period). Then cells were washed
195 and incubated for 1h at 37°C (endocytosis/fusion period). Finally, cells were washed and
196  incubated in 10% FBS culture medium for 21h. Infection levels were monitored by measuring
197  luciferase activities.

198  Replication assay. To control replication levels, Huh-7-Lunet-CD81-FLuc cells were
199  electroporated with a JFH1-Rluc RNA deleted for HCV envelope glycoprotein sequence
200 (JFHI1-AE1E2-RLuc RNA) in Opti-MEM using the Gene Pulser apparatus (Bio-Rad). Cells
201  were next seeded in complete medium for 5h at 37°C. Monensin (0.1 UM or 1 PM) or
202  Boceprevir (0.5 pM) were added to the cells. Cells grown in the presence of ethanol and
203  DMSO were used as controls for Monensin and Boceprevir, respectively. At 24, 48 and 72h
204  post-electroporation, cells were lysed and tested for replication using a luciferase based assay
205  (Dual Luciferase Assay, Promega). F-luciferase activities were quantified to assess cell
206  density and viability whereas R-luciferase activities were quantified to assess HCV
207  replication.

208  Assembly assay. To test the ability of cells to assemble and produce infectious HCV
209  particles, Huh-7 cells seeded onto 6-well plates were infected with HCVcc for 2h at 37°C.
210  Then, virus was removed and cells cultured with Monensin (0.1 uM or 1 puM). In parallel,
211  HCV-infected Huh-7 cells were treated with brefeldin A (BFA; 0.1 pM or 1 pM) for 8 h
212 Dbefore harvest. Thirty hours later, supernatants were collected and infectivity titers were
213 determined by indirect immunofluorescence.

214 Flow cytometry. For CD81, SRB1, CLDNI, CDI151 and EGFR staining, cells were cultured
215  with or without Monensin, labeled with TS81, Clal, 8A9, TS151 or anti-EGFR antibodies,

216  respectively for 1h at 4°C. Cells were washed and incubated 45 minutes at 4°C with PE-

10
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217  labeled secondary antibodies, rinsed again, and fixed with formalin solution. Labeled cells
218  were analyzed using a BD FACSCalibur cytometer.

219  Detection of OCLN. Huh-7 cells were cultured with or without Monensin, and lysed in PBS
220  containing 1% TX-100 and protease inhibitors (Complete, Roche Applied Science). Twenty-
221  four hours later, non-reducing Laemmli buffer was added and lysates were resolved by SDS-
222 PAGE, transferred to a nitrocellulose membrane (GE Healthcare) and immunoblotted with
223 anti-OCLN antibody followed by peroxidase-conjugated secondary antibody.

224 Colocalization of CD81 and CLDNI1. Colocalization analyses were carried out using the
225  ColLocalizer Pro software. Briefly, images representing a single optical Z-section of cells
226  were converted to tiffs and imported into CoLocalizer Pro software. Background corrections
227  were applied and the total number of pixels overlapping between the two different channels
228  was calculated. Colocalized pixels were divided by the total number of pixels for a chosen
229  channel (as indicated in figure legends), yielding percent colocalization. Colocalization values
230  from at least 10 cells were averaged to give mean percent colocalization.

231  Monensin / interferon assay. Huh-7 cells seeded on 24-well plates were incubated for 2h at
232 37°C in medium containing Monensin (0.04 uM), Interferon (1 U/ml) or both. Cells were
233 then infected for 2h at 37°C with HCVcc-Luc in the presence of the drugs. After infection,
234 cells were incubated again in complete medium supplemented with Monensin, Interferon or
235  both drugs. Twenty-four hours post-infection, cells were lysed and luciferase activities were
236  quantified.

237  Acridine orange stainings. Huh-7 cells seeded on labteck wells were either left untreated or
238  treated for 2h or 24h with medium containing Monensin (0.1 or 1gM) or Bafilomycin Al
239 (25nM). Cells were then incubated for 20 min at 37°C with complete medium supplemented
240  with 5pg/ml Acridine Orange and stainings were analyzed immediately by confocal

241  microscopy.

11

- 265 -



RESULTATS PARTIE 3

242 HCVcc cell-to-cell transmission assay. Huh-7 cells were seeded on coverslips and infected
243 with HCVcc (JFH1 or mutants) for 2h at 37°C. Cells were then washed and cultured for 72h
244 at 37°C in culture medium containing or not the 3/11 mAb (50pg/ml) in the presence or in the
245  absence of Monensin (0.1uM) or Chloroquine (1.754M). Then, cells were fixed with formalin
246  solution (formaldehyde 4%, Sigma), and foci detected using indirect immunofluorescence.
247  Selection of Monensin-resistant viruses. Supernatant of JFH1-infected cells were serially
248  passaged under increasing concentrations of Monensin (from 15 nM to 600 nM). The
249 structural region of HCV genome was amplified by RT-PCR and reintroduced in JFH1
250 plasmid by using Agel/Kpnl restriction enzymes. Several DNA clones were selected,
251  amplified and sequenced. Amino acid changes that arose during inhibitor selection were
252 identified by analysis of the DNA sequence, compared to the initial and control passages, in
253  the presence of ethanol. Plasmids were in vitro transcribed before electroporation in Huh-7
254 cells. Stocks of mutated viruses were generated as described before.

255  Mutants of resistance to Monensin. The Y297H mutant has been described previously (56).
256  Mutant viruses carrying the mutations 1399T, Q409R or the combination of both, were
257  generated by directed mutagenesis on JFH1 encoding plasmid using fusion PCR. PCR
258 amplified segments carrying these mutations were introduced into the plasmid encoding the
259  JFHI1 virus by using Kpnl/Bsiwl restriction enzymes. Plasmids were in vitro transcribed
260  before electroporation in Huh-7 cells. Viral Stocks were generated as described before.

261  Neutralization assays. For neutralization assays with AR3A, ARS5SA and JS81 antibodies,
262  viruses were mixed with antibodies and immediately used for inoculation of Huh-7 cells
263  seeded the day before in 96-well plates. At 2h post-inoculation, complete medium was added
264  to the cells, and at 30h post-infection, cells were fixed with methanol and processed for

265 immunofluorescence to measure infectivity. For neutralization assay with anti-ApoE

12
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266  antibodies, viruses were incubated with the antibodies during 1h at 37°C before inoculation
267  on Huh-7 cells and then were treated as described above.

268  Silencing experiments. Huh-7 cells were transfected with small interfering RNA (siRNA)
269  pools (Dharmacon) targeting CD81 or SRB1 or a non-targeting siRNA control using
270  RNAiMax (Invitrogen) and according to the manufacturer's instructions. The knockdown
271  effects were determined at 72h after transfection by Western blotting at the time of virus
272 inoculation. The effects of receptor silencing on virus infection were determined 30h later by
273 indirect immunofluorescence.

274  Density gradients. One milliliter of supernatants containing viruses was layered on the top of
275 a 10-50% continuous iodixanol gradient (Optiprep, Proteogenix). Gradients were
276  ultracentrifuged for 16h at 160,000xg at 4°C in a SW41 rotor. Twelve fractions of 1 ml were
277  collected. The infectious titers were determined for each fraction.

278
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279  RESULTS

280

281  Monensin inhibits HCV infection

282  To investigate a potential inhibitory effect of Monensin on HCV infectivity, we first studied
283  the capacity of JFHI-based Gaussia luciferase (GLuc) reporter HCVee (HCVcec-Luc) to
284  infect Huh-7 cells in the presence of increasing amounts of Monensin. As shown in Fig. 1A,
285  infection levels decreased in a dose-dependent manner in the presence of Monensin,
286  indicating that Monensin inhibits HCVcc infection. Although some toxicity began to be
287  observed at 10 UM, the concentrations of 0.1 and 1 UM had no toxic effect, as measured by an
288  MTS assay (Fig. 1B). We therefore used the 0.1 and 1 pM concentrations of Monensin in our
289  next experiments. The inhibition of HCV infection in Monensin-treated cells was confirmed
290  with an untagged JFH1 virus (data not shown). However, due to its greater technical ease,
291  HCVcc-Luc was used in most of the other experiments. Importantly, Monensin was active at
292  nanomolar concentrations since the half-maximal inhibitory concentration (IC50) was
293  estimated to 25-45 nM (Fig. 1C). In addition, the combination of Monensin with IFN, a
294  known HCYV inhibitor, led to an additive effect in inhibition of HCV infection (Fig. 1D).

295

296  Monensin inhibits HCV entry

297  To define which step of HCV lifecycle is inhibited by Monensin, it was added during 2 h at
298  different time points before, during, and after inoculation of Huh-7 cells with HCVcc-Luc
299  (Fig. 2A, b, c, d), or added full-time after inoculation (Fig. 2A, e), as previously described
300 (47, 57). Cells treated with ethanol (CTL) and cells treated with Monensin before, during, and
301  after infection (a) were used as controls. The results clearly showed that Monensin
302  significantly inhibits HCVcc infection when present during virus infection (Fig. 2A, c). There

303  was no effect of the drug if added as a pretreatment of cells (Fig. 2A, b) or post-infection (Fig.

14

- 268 -



RESULTATS PARTIE 3

304 2A, d, e). These results indicate that Monensin likely inhibits the entry step of HCV. To
305  confirm this hypothesis, we used in the same experimental conditions retroviral particles
306 pseudotyped with HCV envelope glycoproteins (HCVpp2a) or with the envelope protein of
307  the retrovirus RD114 (RD114pp), as a control (Fig. 2B). HCVpp2a infectivity was reduced by
308  80% when Monensin was present during infection (Fig. 2B, c). A slight decrease in HCVpp2a
309 infection was observed in condition b which is likely due to some residual Monensin acting
310  on the entry step (Fig. 2B, b). Similarly, the slight decrease observed in condition d is likely
311 related to Monensin acting on the entry of residual virions that have not yet completed the
312  final steps of the entry process (Fig. 2B, d). When cells were incubated full-time with
313 Monensin (Fig. 2B, a) or full-time after inoculation of viruses (Fig. 2B, e), a significant
314  decrease was measured for both pseudotypes indicating that a post-entry step of
315  pseudoparticle infection was blocked by Monensin. It has to be noted that HCVpp2a infection
316  was more strongly inhibited than that of RD114pp when Monensin was present full-time
317  during infection (Fig. 2B, a). Moreover, no inhibition was found when Monensin was added
318  after inoculation of HCVcc (Fig. 2A, d and e). Altogether, our results indicate that Monensin
319  inhibits the entry step of HCV. We next investigated whether Monensin has an antiviral
320  activity on HCVpp or intergenotypic HCVcc chimeras bearing envelope glycoproteins from
321  other genotypes (Fig. 2C and 2D). Monensin significantly inhibited infection of HCVpp
322  harboring envelope proteins from genotypes la, 1b, 2a, 2b, 4a, or 6a (Fig. 2C) and infection
323 of intergenotypic HCVcc chimeras bearing envelope proteins from genotypes 3a or 5a (Fig.
324 2D). Together, our data indicate that Monensin inhibits HCV entry in a genotype-independent
325  manner.

326

327

328
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329  Monensin does not inhibit HCV replication and egress.

330  Although the above data indicate that Monensin strongly affects HCV entry, we could not
331  exclude additional effects on other steps of the HCV lifecycle. To analyze the effect of
332 Monensin on HCV replication, we used Lunet-CDS81 cells, a Huh-7-derived cell clone
333 expressing the Firefly luciferase enzyme (FLuc) thus permitting assessment of cell density
334  and viability which is proportional to the level of FLuc expressed in the cells (38). Lunet-
335 CDB8I1-FLuc cells were electroporated with in vitro transcribed assembly-defective JFHI-
336  AE1E2-Rluc RNA, to bypass the entry step, and avoid any interference with late steps of the
337  HCV life cycle. Boceprevir was used in parallel as a control of inhibition of viral replication.
338  Asshown in Fig. 3A, Monensin had no effect on HCV replication, even after a long period of
339  treatment (72h post-electroporation).

340 To investigate whether Monensin impairs HCV assembly or secretion, Huh-7 cells were
341  infected with HCVcc for 2 h and then cultured with 0.1 or 1 UM of Monensin. Brefeldin A
342  (BFA) was used in parallel as a control of inhibition of HCV release. Thirty hours later,
343  supernatants were collected and infectivity titers were determined by indirect
344  immunofluorescence. As shown in Fig. 3B, Monensin had no effect on HCVcc infectious
345 titers, indicating that this molecule does not affect egress of HCV.

346

347  Monensin does not act on viral particles

348  Since we showed that Monensin blocks the entry step of HCV, we next wondered whether
349  Monensin would act directly on viral particles. For this purpose, HCVcc were preincubated
350  with 1 pM of Monensin before contact with target cells and then diluted to 0.1 pM during
351  viral inoculation. In these experimental conditions, if Monensin acts directly on virions, it
352  should have a stronger inhibitory effect on infection than the one observed with the same

353  concentration (1 pM) during the inoculation, without preincubation, as described in Fig. 2A.
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354  Otherwise, no inhibitory effect should be observed because the presence of 0.1 UM of
355  Monensin during viral inoculation does not significantly inhibit HCV infection (Fig. 4A, 0.1
356 CTL and data not shown). As shown in Fig. 4A, preincubation of virus with 1 pM of
357  Monensin did not significantly affect HCV infection demonstrating that Monensin does not
358 acton HCV particles.

359

360  Monensin does not modulate HCV entry factors expression and localization

361 HCV entry is a multistep process involving several cellular attachment and entry factors.
362  Therefore, we then determined whether Monensin inhibits HCV entry by modulating the
363  expression levels of aforementioned cellular factors. Huh-7 cells were treated with 0.1 UM or
364 1 UM of Monensin during 24 h and entry factors were analyzed by flow cytometry or western
365 blotting (WB). Cell surface expression levels of SRB1, CD81, CLDN-1 and EGF-R, for
366  which antibodies against extracellular domains are available, were analyzed by flow
367  cytometry. In contrast, OCLN, for which no such antibody is available, was analyzed by WB.
368  CDI151, another tetraspanin not involved in HCV entry, was used as a control. As shown in
369  Fig. 4B, no significant effect of Monensin on the expression levels of HCV entry factors was
370  found, indicating that Monensin does not block HCV entry by affecting HCV entry factors
371  expression. Since it has been shown that CD81 and CLDN1 colocalize and interact in areas of
372  the plasma membrane to form a complex that is essential to HCV entry (58, 59), we also
373  performed colocalization studies, as previously described (60). As shown in Fig. 4C,
374  treatment of Huh-7 cells with different concentrations of Monensin did not affect the
375  colocalization of CD81 with CLDN-1.

376

377

378
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379  Monensin inhibits a late step of HCV entry

380  After attachment to cell surface and binding to entry factors, HCV virions are internalized by
381  clathrin-mediated endocytosis (15, 16). Following internalization, HCV is transported to early
382  endosomes along actin stress fibers, where fusion seems to take place (16, 61). To determine
383  at which step HCV entry is impaired by Monensin, we administered Monensin at different
384  intervals during the early phase of infection. Virus attachment and binding were performed at
385  4°C (Fig. 5A, Steps 1 and 2), cells were then shifted to 37°C to allow endocytosis and fusion
386  (Fig. 5A, Step 3). Strikingly, the addition of Monensin during the third step led to a strong
387 inhibition of HCV infection, almost as strong as the one observed when Monensin was
388  present during the three steps. In contrast, no inhibition was observed when Monensin was
389  added during attachment/binding steps. Together, these results indicate that Monensin blocks
390 either the endocytosis or the fusion step of HCV entry.

391  Next, in order to define its activity spectrum and better understand the mechanism of action of
392  Monensin, we analyzed its antiviral activity against other viruses. We used Yellow Fever
393 Virus (YFV), another member of the Flaviviridae family and Sindbis virus (SinV), which is
394  unrelated to HCV but is an enveloped virus believed to exploit the same entry route as HCV.
395  In addition, we used the human Adenovirus-5 (AdV), a non-enveloped pH-independent virus
396  (62) that enters cells via clathrin-mediated endocytosis and the Coxsackie Virus B4 (CVB4),
397  anon-enveloped virus for which the entry mechanism is not well defined but is believed to be
398  pH-independent involving in part clathrin-mediated endocytosis. For all infections, Monensin
399  at0.1 pM or 1 UM was added 2 h before infection and kept during and after viral inoculation
400  (Fig. 5B). Interestingly, Monensin led to a strong inhibition of YFV infection at both
401  concentrations, even stronger than the one observed on HCV (Fig. 5B). Moreover, Monensin

402  at 0.1 UM barely reduced SinV infection whereas it abrogated SinV infection when used at 1

403 M. On the other hand, no reduction was observed on AdV and CVB4 infections (Fig. 5B).
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404  Collectively, these results indicate that (i) Monensin can affect other members of the
405  Flaviviridae family and other enveloped viruses, (ii) Monensin does not interfere with non-
406  enveloped virus infection, (iii) Monensin does not substantially affect clathrin-mediated viral
407  endocytosis and (iv) the antiviral activity of Monensin is likely related to its effect on
408  membrane fusion by acting on endosome acidification.

409  Next, we analyzed the effect of Monensin on organelle acidification in Huh-7 cells. Acridine
410  Orange (AO) was used to test for acidic organelles. It is a weakly basic fluorescent probe that
411  emits green at low concentrations and gives a red fluorescence at high concentrations. AO
412  accumulates in acidic compartments where it oligomerizes and fluoresces. In contrast,
413  alkalization of the endocytic structure with Bafilomycin Al is accompanied by a change in
414  the AO fluorescence (63, 64). Indeed, as shown in Fig. 6, AO produced a highly punctuated
415  red staining in Huh-7 cells. In contrast, the addition of Bafilomycin A1 for 2 h or 24 hled to a
416  drastic decrease of red AO fluorescence. Interestingly, this effect was also observed in Huh-7
417  cells treated with Monensin at 1 UM during 2 h or 24 h, indicating that the treatment of Huh-7
418  cells with Monensin leads to an alkalization of intracellular organelles. Therefore, the
419  antiviral activity of Monensin is likely related to its effect on organelle acidification. It has to
420 be noted that Huh-7 cells treated with Monensin at 0.1 UM during 24 h showed an
421  intermediate AO staining, which was likely due to the fact that Monensin is probably no
422  longer effective at this concentration after 24 h of incubation, in addition its effect is rapidly
423  reversed (data not shown and (65)).

424

425  HCV cell-to-cell transmission is a pH-dependent process

426  As described previously, in addition to cell-free infection, HCV can also propagate by cell-to-
427  cell transmission. Since cell-to-cell transmission has been suggested to be an important route

428  of transmission for HCV (25), we next analyzed the effect of Monensin on this process. For
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429  this purpose, Huh-7 cells were infected with HCVcc for 2 h and then cultured with
430  neutralizing anti-E2 antibody (3/11) in the presence or in the absence of Monensin (0.1 pM
431 and 1 pM). Three days post-infection, foci were visualized by immunofluorescence (Fig. 7A)
432  and sizes of foci were measured by counting the number of cells per focus. Our results
433  showed that Monensin at 0.1 pM led to a strong reduction of the number of cells per focus
434  (Fig. 7B) whereas Monensin at 1 pUM totally inhibits HCV transmission (data not shown).
435  These results indicate that cell-to-cell transmission is likely dependent on the vesicular pH.
436  To strengthen this hypothesis, we treated cells with Chloroquine (CQ), a lysosomotropic
437  weak base that inhibits acidification of lysosomes and endosomes. As shown in Fig. 7,
438  Chloroquine also led to a strong inhibition of the number of cells per focus, indicating that it
439  abrogates HCV cell-to-cell transmission. Together, these results indicate that cell-to-cell
440  transmission of HCV is a pH-dependent process.

441

442  Selection of a Monensin-resistant virus.

443  To further investigate the mechanism of action of Monensin, we next aimed to select
444  Monensin-resistant viruses by propagating HCVcc for several passages in the presence of
445  increasing concentrations of Monensin (JFH1-Mon). Passages were performed in parallel
446  with virus cultured in the presence of corresponding amounts of ethanol (JFH1-EtOH). After
447 25 passages, both viral stocks were used to infect naive Huh-7 cells in the presence of
448  Monensin during viral inoculation. Interestingly, viruses amplified in the presence of
449  Monensin (JFHI-Mon) were 2.5 fold more resistant to increasing concentrations of Monensin
450  than control viruses (JFH1-EtOH) (Fig. 8A). Total RNAs were extracted from cells infected
451  with JFH1-Mon or JFHI-EtOH and viral genomes were amplified by RT-PCR and
452  sequenced. We identified several mutations in E1 and E2 JFH1-Mon sequences, which were

453  not found in JFH1-EtOH or JFH1wt sequences. We next replaced the JFH1 DNA fragment
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454  corresponding to the structural HCV proteins with that of JFH1-Mon. Several JFH1-Mon
455  DNA clones carrying different combinations of mutations in E1 and E2 were selected, in vitro
456  transcribed and electroporated into Huh-7 cells to generate viral clone stocks carrying
457  different combinations of mutations. The analysis of their resistance toward Monensin
458  showed that one clone, named FL-8, was resistant to Monensin, as compared to JFH1 (data
459  not shown and Fig. 8B). Thus, our results suggest that we generated HCV particles enable to
460 enter target cells by a pH-independent entry route. To confirm this assumption, we next
461  assayed the capacity of JFH1-Mon and FL-8 viruses to infect Huh-7 cells in the presence of
462  Chloroquine, which is a widely used molecule for the treatment of malaria and exerts
463  inhibitory effects against several RNA viruses including HCV (15, 66, 67). As shown in Fig.
464  8C and Fig. 8D, JFH1-Mon and FL-8 viruses were able to infect Huh-7 cells in the presence
465  of increasing concentrations of Chloroquine, whereas infection by control viruses (JFHI1-
466  EtOH and JFH1) was dramatically reduced. Together, these results indicate that we managed
467  to select viruses that use an entry route that is less dependent on the acidic endosomal pH.

468 HCV enters target cells through clathrin-mediated endocytosis followed by the fusion at low
469  pH with the membrane of an early endosome (15-18). Since we generated HCV particles that
470  were pH-independent for their entry, we next studied whether their endocytosis was still
471  dependent on clathrin-coated pits. Huh-7 cells were pretreated for 30 min with
472  chlorpromazine (5 pig/ml), an inhibitor of clathrin assembly at the plasma membrane, and then
473  infected with FL-8 or JFH1 viruses (Fig. 8E). Chlorpromazine dramatically reduced JFH1
474  infection levels, as previously described (15). Surprisingly, the FL-8 virus was only partially
475  inhibited by chlorpromazine, indicating that a fraction of this virus can potentially enter cells

476  independently of clathrin-mediated endocytosis.
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477  Collectively, our results indicate that under the selective pressure of Monensin, we selected
478  HCV particles that have evolved to use a new entry route that appearsto be less dependent on
479  clathrin and endosomal pH.

480

481  Characterization of the Y297H and I399T mutations.

482  The FL-8 clone displayed several mutations in envelope glycoproteins, two mutations in El
483  and three mutations in the HVR1 of E2 (Table 1). The E1 Y297H mutation has been
484  previously described in viruses cultivated in the presence of Ferroquine but did not confer any
485  resistance to this drug (56). The E1 V343A mutation was on a non-conserved amino acid
486  frequently found as an A in other genotypes. The E2 I399T mutation potentially introduced a
487  N-glycosylation site in HVR1, the E2 S404G mutation was on a residue that is conserved
488 among genotypes and the E2 Q409R mutation was on a glutamine residue that is totally
489  conserved among genotypes (Table 1). We made the hypothesis that adaptive mutation(s)
490  involved in the pH independence of the FL-8 virus were likely on highly or totally conserved
491  residue(s). Therefore, the Y297H mutation in E1 and the 1399T and Q409R mutations in E2
492  were introduced into JFH1 strain by reverse genetics (Table 1). However, introduction of
493  Q409R mutation alone or in combination with the I399T led to the production of non
494  infectious viruses (Table 1). Additional mutations are likely necessary to compensate the
495  effect of the Q409R mutation and generate infectious particles. In contrast, Y297H and 1399T
496 mutants were infectious and showed a significant resistance to Monensin (Fig. 9A), as
497  compared to JFH1 virus. The Y297H and 1399T mutations were able to confer the same or a
498  stronger (I399T) level of resistance to Monensin than FL-8 virus, which carries several
499  adaptive mutations. Together, these results indicate that resistance to Monensin maps to El

500  and E2 envelope proteins on Y297 and 1399 amino acids, respectively.
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501  As described previously, the I399T mutation generates a N-V-T sequon in HVR1 that might
502  be used for the addition of a N-glycan on N397 (Fig. 9B). Interestingly, the presence of this
503  additional glycosylation site was confirmed by the change in the migration profile of E2
504  bearing the 1399T mutation (Fig. 9B, FL-8 and 1399T), as compared to wild type E2 (Fig. 9B,
505  JFH1).

506  Since mutations in envelope glycoproteins can affect HCV sensitivity to antibody
507  neutralization and modulate the use of entry factors (68), we next tested the mutants in
508  antibody neutralization assays. We first used AR3A and AR5A, two well-characterized mAbs
509  (69). AR3A is an anti-E2 conformation-sensitive human antibody recognizing a discontinuous
510  epitope located within the CD81 binding site whereas AR5A mAb recognizes a discontinuous
511  epitope on E1E2, which does not interfere with CD81 binding (45). As shown in Fig. 9C, the
512 1399T mutation reduced the sensitivity of the virus to neutralization with low concentrations
513 of AR3A and ARSA mAbs, as compared to JFH1, whereas the Y297H mutation had no
514  effect. The FL-8 mutant virus was also less neutralized by AR3A and AR5A Mabs, which is
515  likely due to the presence of the 1399T mutation in this virus. These results indicate that the
516  1399T mutation likely induces some conformational changes in the E2 structure, possibly in
517  the CD81 binding site. The use of an anti-CD81 mAb in neutralization assay (Fig. 9C, JS81)
518 showed that the Y297H mutation likely also leads to conformational changes in the E2
519  structure, since neutralization of the Y297H virus was significantly reduced, as compared to
520  JFH1 virus. Unexpectedly, the FL-8 mutant carrying both mutations did not show any
521  significant difference in neutralization with JS81 mAb. Together, our results suggest that the
522 interaction between E2 and CD81 might be different in the context of the 1399T and Y297H
523  mutations. However, CD81 remains an essential entry factor for viruses carrying these

524  mutations since the silencing of CD81 totally abrogates their infection (Fig. 9D).
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525  HVRI is a region of E2 involved in viral immune escape and use of SRB1 and CDS81 (8, 70).
526 It also plays a role in virus infectivity by modulating the association of viral particles with
527  apolipoproteins (46, 70-73). In this context, we sought to determine if the I1399T and Y297H
528  mutations, which likely induce conformational changes in the E2 structure, would affect the
529 usage of SRBI and association with apolipoproteins. We used a panel of anti-SRBI1
530 antibodies in neutralization assays (data not shown) but we did not get any significant
531  neutralization of infection. We next analyzed the effect of silencing SRB1 expression on
532  infectivity of mutated viruses. As shown in Fig. 9D, virus infectivity of mutants was reduced
533  at the same level as for the JFH1, indicating that the 1399T and Y297H mutations do not
534  affect SRBI1 usage. In contrast, when we used anti-apolipoprotein E (ApoE) antibodies in
535  neutralization assay (Fig. 9C), we found that neutralization of 1399T and FL-8 viruses was
536  significantly increased, as compared to JFH1 virus. These results indicate that, as described
537  for viruses lacking HVR1 (AHVR1) (73), the I399T mutation might modulate the association
538  of viral particles with ApoE. In agreement with this, the density of infectious viral particles
539  bearing the I1399T mutation, analyzed by density gradient ultracentrifugation, was increased
540  (Fig. 10) with a peak of infectivity at a density of 1.12 g/ml, as compared to JFH1 virus that
541  produces infectious particles with a density of 1.08 g/ml. Interestingly, the density of
542  infectious particles produced from the 1399T, FL-8 and AHVRI1 viruses was strictly identical
543  (1.12 g/ml), whereas the density of Y297H particles was slightly lower (1.11 g/ml). Together,
544  these results indicate that the 1399T mutation in HVRI1 leads to the production of viral
545  particles with a higher density.

546

547  The I399T mutation in HVRI1 abrogates HCV cell-to-cell transmission

548  We showed above that cell-to-cell transmission of HCV is likely a pH-dependent process.

549  Therefore, we next sought to determine the levels of cell-to-cell transmission for the
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550  Monensin-resistant viruses, which use a pH-independent cell-free entry route. Huh-7 cells
551  were infected with JFHI1, FL-8, I1399T and Y297H viruses for 2h and then cultured in the
552  presence of anti-E2 neutralizing antibody 3/11. Three days post-infection, foci were
553  visualized by immunofluorescence (Fig. 11A) and sizes of foci were measured by counting
554  the number of cells per focus. Surprisingly, we found that cell-to-cell transmission of viruses
555  bearing the 1399T mutation was totally abrogated (Fig. 11B) and the transmission of Y297H
556  mutant was highly reduced. Together, these data show that the I399T mutation, which
557  introduces a N-glycan in HVR1, abolishes the viral cell-to-cell spread, indicating that HVR1
558  plays a major role in this process.

559
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560  DISCUSSION

561 The aim of this study was to characterize the effect of Monensin A on the HCV
562  lifecycle and gain new insights into the understanding of HCV transmission. We show that
563  Monensin inhibits HCV infection in a dose-dependent manner by blocking the entry step.
564  Indeed, Monensin leads to an alkalization of intracellular organelles in Huh-7 cells that affects
565  alate step of entry, probably the fusion step between viral and cellular membranes, which is
566  known to be pH-dependent. In addition to the inhibition of cell-free transmission, Monensin
567 also inhibits cell-to-cell transmission, demonstrating for the first time that this process is
568  dependent on the vesicular pH. Interestingly, by long-term culture of HCV in the presence of
569 increasing concentrations of Monensin, we selected viruses that were resistant to Monensin
570  but also to Chloroquine and Chlorpromazine. These adapted viruses evolved to use a new
571  entry route that is probably less dependent on clathrin and endosomal pH. We identified two
572 mutations, Y297H in E1 and I399T in E2 HVRI that enable HCV to enter target cells in a
573  pH-independent manner. The characterization of Monensin-resistant mutants showed that the
574  Y297H and I399T mutations likely induce conformational changes in E2 structure and
575  modify association of viral particles with lipoproteins. Most strikingly, we found that the
576  1399T mutation in HVR1 totally abolishes the cell-to-cell transmission pathway.

577 Due to Monensin toxicity in humans (74, 75), it will be difficult to use Monensin as a
578  new therapeutic treatment against HCV. However, as shown in this study, Monensin is a
579  valuable tool to analyze the late steps of HCV entry i.e. membrane fusion. In addition, due to
580 a broad spectrum of biological activities, Monensin derivatives are a major focus of drug
581  development aiming at reducing the toxicity and to obtain new compounds with improved
582  efficacy. In particular, certain derivatives such as urethanes of Monensin seem promising (76-
583  78). Thus, it will be of interest to evaluate the anti-HCV activity of Monensin-derivatives in

584  the future.
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585  Enveloped viruses enter cells either by direct fusion at the plasma membrane or by receptor-
586  mediated endocytosis. For a large number of retroviruses, penetration into the cytoplasm of
587  the target cell occurs directly at the plasma membrane by a fusion mechanism triggered
588  through the interaction of viral envelope proteins with their cognate receptors. In contrast, for
589  numerous viruses such as Influenza or SinV, following attachment to receptors on the cell
590  surface, the virus-receptor complex is internalized via clathrin-coated pits and delivered to
591 intracellular vesicles of the endosomal compartment. In these vesicles, the acidic environment
592  induces a conformational change in the viral fusogenic envelope glycoproteins, which is
593  believed to expose a hydrophobic domain that interacts with the endosomal membrane. This
594 interaction leads to the fusion between cellular and viral membranes delivering the
595  nucleocapsid into the cytosol. Such a mechanism is likely used by HCV. Indeed, it has been
596  demonstrated that virions enter target cells by clathrin-mediated endocytosis (15) and that
597  fusion occurs in the early endosomes (16). The use of vacuolar acidification inhibitors ((15-
598 18, 79-81) and this study) showed that HCVcc and HCVpp entry is pH-dependent, indicating
599  that the acidic pH of endosome triggers the fusion machinery likely by inducing
600 conformational changes in E1E2 envelope glycoproteins. However, exposure of cell surface-
601  bound HCV to acidic pH followed by a return to neutral pH does not affect viral infectivity
602 (16, 17). In addition, Tscherne et al. have shown that low-pH-triggered entry of HCVcc
603  requires an incubation at 37°C, indicating that productive HCV entry needs
604  interactions/processes that do not occur at 4°C (17). These data indicate that HCV envelope
605  proteins require a priming event, which occurs at 37°C, to become sensitive to low pH.
606  Concurring with this, it has been shown that HCV pretreatment with the large extracellular
607 loop (LEL) of CD81 enhances infectivity, induces conformational changes in E1 and E2,
608 allows E2 binding to liposomes, irreversibly inactivates particles at low pH in the absence of

609  a target membrane, and leads to the fusion with the plasma membrane of permissive cells at
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610 acidic pH, indicating that CD81 plays a central role in HCV entry by priming HCV for low
611  pH-dependent conformational changes (79). In accordance with studies described above, our
612  results show that HCV entry is inhibited by Monensin, a Na+/H+ exchanging ionophore that
613  raises cytosolic Ca2+ concentration and pH. Importantly, we demonstrated that Monensin
614  blocks HCV infection with maximal potency when added during the first hour of shift at
615  37°C, after the 4°C post-attachment/binding step. Almost complete insensitivity to Monensin
616  was achieved about two hours after infection, indicating that at this time almost all particles
617  have undergone fusion and reached the cytosol. The use of Monensin on infection with
618  viruses from different families indicated that Monensin does not block internalization but
619  rather acts on the fusion machinery, likely by inducing an alkalization of intracellular
620  organelles, as demonstrated by Acridine orange staining. Importantly, we demonstrated that
621  Monensin as well as Chloroquine block the cell-to-cell transmission route of HCV, for which
622  precise mechanisms need to be defined. Our data indicate that cell-free and cell-cell
623  transmission of HCV may share common mechanisms involving a pH-dependent fusion step
624  between cellular and viral membranes.

625 Up to now, the mechanism mediating HCV fusion has not been elucidated and the
626  precise role played by E1E2 envelope proteins in membrane fusion needs to be defined. It has
627  been suggested that the fusion mechanism occuring for other Flaviviridae viruses may apply
628  to HCV. The use of vacuolar acidification inhibitors ((15-18, 79-81) and this study) showed
629  that HCVcc and HCVpp entry is pH-dependent, thus allowing HCV RNA delivery into
630  cytoplasm, supporting the hypothesis of similar fusion mechanisms between HCV and other
631  Flaviviridae viruses. Indeed, the HCV envelope glycoproteins have long been assumed to
632 belong to class II fusion proteins based on the fact that HCV is a member of the Flaviviridae
633  family. In addition, some amino acids in E1 (262-290) and E2 (416-430, 504-522 and 604-

634  624) were identified as important for fusion (82, 83). However, the structure of E2 core
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635  protein (excluding the HVRI1) has been recently solved and showed that E2 core structure has
636  an architecture made of a central B sandwich flanked by front and back layers consisting of
637  loops, helices, and B sheets. E2 has a compact globular shape that does not fit the highly
638  extended three-domain class II fusion fold (84, 85). These new data strongly suggest that E1
639  should be the fusion protein or, at least, a fusion partner of an E1E2 fusion complex formed
640  upon conformational rearrangements (83, 86). The results of our study concur with this
641  hypothesis. From the FL-8 mutant, we identified two residues, one in E1 and one in E2
642  HVRI, which when mutated lead to a pH-independent entry route. The mutation Y297H in
643  E1 did confer resistance to Monensin, indicating that this residue is able by itself to modify
644  the HCV entry process or at least pH requirements. Interestingly, this mutation also appeared
645  following the use of Ferroquine, an analog of Chloroquine with weak base properties (87) that
646  modifies fusogenic properties of E1E2 (56). Together, this suggests that the residue Y297 in
647  EI might be involved in the fusion process, possibly by acting in concert with other residues
648 in E1 and/or E2. Concurring with this, we identified an additional mutation in E2 HVRI that
649  also confers resistance to Monensin. This I1399T mutation generates a N-V-T sequon that is
650 used for the addition of a N-glycan on N397 in HVRI1. This additional post-translational
651  modification likely leads to conformational changes in HVR1 and/or other regions in E2.
652  Thus, residues in E1 and in the HVRI1 of E2 likely play a role in the fusion process. HVR1
653  might therefore contribute to the E2 folding rearrangement that likely occurs during the fusion
654  step. The Y297H and 1399T mutations might induce conformational changes in envelope
655  protein(s) similar to those that occur in acidic compartments, and allow entry in a pH-
656  independent manner. Interestingly, we found that the FL-8 mutant was also able to infect cells
657  in the presence of chlorpromazine, indicating that this mutant likely uses an alternative entry
658  route that is less dependent on vesicular pH- and clathrin-coated pits. It has to be noted that a

659  clathrin-independent but still pH-dependent entry route has been very recently described (88).
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660  Thus, under the selective pressure of Monensin, we generated viral particles that adapted and
661  managed to use a new entry route.

662 Beside its involvement in immune escape, HVRI1 is involved in use of SRBI and
663  conceals the viral CD81 binding site (8, 70). In addition, HVRI1 plays a role in virus
664 infectivity (70-72) by modulating the association of viral particles with apolipoproteins
665  notably ApoE (73). In our study, we showed that the Y297H mutation and more significantly
666  the 1399T mutation, increase neutralization with anti-ApoE antibodies. These results indicate
667  that the I399T mutation might reduce the incorporation levels of ApoE into particles. Another
668  possibility would be that ApoE may display different conformation and/or epitope exposure
669  in the presence of the 1399T mutation and therefore different sensitivity to antibodies, as
670  described recently for Jcl particles lacking HVR1 (73), but incorporating ApoE at similar
671 levels in JFH1 and mutated viruses. In addition, we observed that the 1399T mutation
672  abrogates cell-to-cell spread, a transmission pathway for which it has been shown that ApoE
673  incorporated into particles plays a major role (89). Combined with our observation that the
674  1399T mutation confers pH-independence for viral entry, our results suggest that the
675  association levels of lipids and ApoE with viral particles might regulate the pH-dependent
676  fusion process during HCV entry. Further studies would be necessary to test this hypothesis.
677 In conclusion, the use of Monensin allowed us to demonstrate that cell-free and cell-to
678  cell transmission are both pH-dependent pathways, likely by sharing common mechanisms.
679  We identified two Monensin-resistance mutations, Y297H in E1 and 1399T in E2 HVRI1 that
680 leads to the addition of a N-glycan in HVR1. These mutations enable viruses to enter their
681  target cells in a pH-independent manner likely through changes in the conformation of E1E2
682  envelope proteins. Our results suggest that the [399T mutation in HVRI likely decreases the
683  association of particles with ApoE. Importantly, this mutation abrogates cell-to-cell

684  transmission. Taken together, our results indicate that the regulation by HVRI1 of particle
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685  association with lipids, notably ApoE, might control the pH-dependence of cell-free and cell-
686  to-cell transmission. Thus, HVR1 and ApoE incorporated into the viral particles are critical
687  regulators of HCV transmission (Fig. 12).

688
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699  FIGURE LEGENDS

700

701  Figure 1: Monensin inhibits HCV infection. (A) Huh-7 cells were infected with HCVcc-
702  Luc in presence of 0.001% ethanol (EtOH) or increasing concentrations of Monensin added in
703  the medium 2h before infection, 2h during infection and full-time after infection. After 24h of
704  infection, cells were lysed and luciferase activity quantified. (B) Monensin toxicity was
705  assayed on Huh-7 cells. Cells were cultured with increasing concentrations of Monensin and
706  viability was tested using an MTS-based viability assay at 2 and 24h post-treatment. (C) To
707  assess the EC50 of Monensin on HCV infection, Huh-7 cells were pre-treated with Monensin
708  2h before, 2h during and full-time after infection with HCVcc-Luc. Cell lysates were analysed
709  24h post-infection for luciferase activity. (D) Cells were incubated for 2h at 37°C in medium
710  containing Monensin (0.04 uM), Interferon (1 U/ml) or both. Cells were then infected for 2h
711  at 37°C with HCVcc-Luc in presence of the drugs. After infection, cells were incubated again
712 in complete medium supplemented with Monensin, Interferon or both together. Twenty-four
713 hours post infection, cells were lysed and luciferase activity was quantified. Results are
714  presented as mean * SD of at least three independent experiments. ** and *** mean a p value
715 below 0.01 and 0.001 respectively.

716

717  Figure 2: Monensin impairs HCV entry. Huh-7 cells were infected with HCVcc-Luc (A),
718  RDI114pp or HCVpp2a (B) for 2h at 37°C and treated at different time points with 1uM
719  Monensin. Monensin was added full-time during the experiment (a), 2h before infection (b),
720  2h during infection (c), 2h after infection (d) or full-time after infection (e). (C) Huh-7 cells
721  were infected with HCVpp harboring envelope glycoproteins from the indicated genotypes or
722 with RD114pp, in the presence or in the absence of 1pM Monensin. To avoid the nonspecific

723 effect of Monensin on the post-entry step of pseudoparticles, Monensin was only added 2 h
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724  during inoculation of pseudoparticles or chimeras, as described in B, c. Cells were then
725  cultured for 72h at 37°C. (D) Huh-7 cells were infected with intergenotypic chimeras
726  harboring envelope glycoproteins from genotypes 3a or 5a in the presence (as in B, a) or in
727  the absence of 1uM Monensin. Cells were then cultured for 30h at 37°C. In A, B and C,
728  infection levels were quantified by luminometry whereas in D infection levels were quantified
729 by flow cytometry. Results are presented as mean * SD of three independent experiments. *,
730  ** and *** mean p values below 0.05, 0.01 and 0.001, respectively.

731

732 Figure 3: Monensin does not affect HCV replication and secretion. (A) Huh-7-Lunet-
733  CD81-FLuc cells were electroporated with JFH1-AE1E2-RLuc RNA, cultured 5h at 37°C in
734 complete culture medium, and then treated with Monensin (0.1 uM or 1 puM) or Boceprevir
735 (0.5 uM). Cells treated with ethanol (solvent of Monensin) or DMSO (solvent of Boceprevir)
736  were used as controls (CTL). Cells were lysed at 24, 48 and 72h post-electroporation. F-
737  luciferase activities were quantified to assess cell density and viability and R-luciferase
738  activities were quantified to assess HCV replication. R-luciferase activities were normalized
739  with F-luciferase activities (B) Huh-7 cells were infected with HCVcc. Two hours later, virus
740  was removed and replaced by culture medium containing Monensin at indicated
741  concentrations. In parallel, HCV-infected Huh-7 cells were treated with brefeldin A (BFA) for
742 8 h before harvest. Supernatants were collected 36h post-infection and used to infect naive
743 Huh-7 cells. Titers were determined 40h later by indirect immunofluorescence. Results are
744  presented as mean = SD of three independent experiments. * and ** mean p values below
745  0.05 and 0.01, respectively.

746

747
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748  Figure 4: Monensin affects neither viral particles nor HCV receptor expression levels.
749  (A) Huh-7 cells were infected with HCVcc-Luc (diluted 10 times) in the presence of 0.5 or
750  0.1puM Monensin, or with HCVcc-Luc pre-treated for 1h at 37°C with 0.5 or 1uM of
751  Monensin and then diluted 10 times, to reach the final concentration of 0.5 and 0.1uM during
752 infection, respectively. (B) Huh-7 cells were treated with 0 (CTL), 0.1 or 1uM of Monensin
753  and stained for SRB1, CD81, CLDN-1, EGF-R and CD151 with corresponding mAbs.
754  Expression levels were analysed by flow cytometry and results are presented as percentages
755  of the CTL condition for each protein. OCLN levels were analyzed by western blotting (WB
756  OCLN). Results of histograms in panels A and B are presented as mean * SD of three
757  independent experiments. (C) Huh-7 cells were cultured with the indicated concentrations of
758  Monensin and fixed after 24h. Cells were labelled with TS81 anti-CD81 and 8A9 anti-
759  CLDNI1 mAbs followed by secondary antibodies conjugated with Alexa488 (green staining)
760  and Alexa555 (red staining) respectively. Colocalization was calculated as the number of
761  yellow pixels (green and red pixels) over the number of yellow + red pixels, using
762  CoLocalizer Pro software.

763

764  Figure 5: Monensin inhibits HCV entry at a late step and enveloped viruses infection.
765  (A) Huh-7 cells were infected with HCVcc-Luc for 1h at 4°C (Step 1: attachment/binding),
766  then virus was removed and cells incubated again at 4°C for 1h (Step 2: post
767  attachment/binding). Finally, cells were shifted at 37°C for 1h (Step 3: endocytosis/fusion)
768  and left at 37°C for 21h. Monensin was added at 1uM either during the Step 1, Step 2, Step 3
769  or Steps 1-2-3. (B) Huh-7 or HEp-2 cells (for CVB4) were infected with indicated viruses in
770  presence of 0 (CTL), 0.1 or 1uM of Monensin added in the medium 2h before, during

771  infection and full-time after infection. HCV and SinV infections were scored by luminometry.
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772 YFV and AdV infections were scored by indirect immunofluorescence, and flow cytometry,
773 respectively. CVB4 infections were scored by evaluating the cytopathic effect.

774

775  Figure 6: Monensin leads to an alkalization of intracellular organelles. Huh-7 cells were
776  treated for 2h or 24h with Monensin (0.1 or 1pM), Bafilomycin Al (25 nM) or left untreated
777  (CTL). After incubation with AO, cells were observed by confocal microscopy.

778

779  Figure 7: Monensin blocks cell-to-cell transmission. Huh-7 cells were seeded on coverslips
780  and infected with HCVcce for 2h at 37°C. Cells were then washed and cultured for 72h at
781  37°C in culture medium containing the 3/11 neutralizing mAb (50pg/ml) in presence or in
782  absence of Monensin at 0.1uM. Foci of infected cells were detected using A4 anti-E1 indirect
783  immunofluorescence. The number of infected cells per focus was determined in the presence
784  of 0 (CTL) or 0.1uM Monensin and results are presented in panel B. *** means a p value
785  below 0.001.

786

787  Figure 8: Generation of Monensin-resistant mutant viruses.

788  Supernatants of JFHI1-infected Huh-7 cells were serially passaged in the presence of
789  increasing concentrations of Monensin (JFH1-Mon) or in the presence of EtOH (JFHI1-
790  EtOH), to generate viruses resistant to Monensin. Viral RNAs were extracted from both
791  populations and structural region was amplified by RT-PCR and reintroduced into wild type
792  JFHI1 virus to generate viral clones carrying different combinations of adaptive mutations.
793  FL-8 is one of these clones. Mutant viruses carrying mutations found in FL-8 (I399T and
794  Y297H) were generated. (A) Huh-7 cells were pretreated for 2h with Monensin and then
795  infected with amplified viral populations for 2h in the presence of Monensin or EtOH (CTL).

796  Cells were then incubated for 30 h in complete medium supplemented with Monensin at
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797  indicated concentrations. (B) Huh-7 cells were infected with JFH1 or FL-8 as described in A.
798  (C) Huh-7 cells were pretreated for 2h with Chloroquine at indicated concentrations and then
799  infected with JFHI-EtOH or JFH1-Mon viral populations for 2h in the presence of
800  Chloroquine. Cells were then incubated for 30 h in complete medium supplemented with
801  Chloroquine or H20O (CTL). (D) Huh-7 cells were infected with JFH1 or FL-8 as described in
802 C. (E) Huh-7 cells were pretreated for 30min with Chlorpromazine (5 pg/ml) and then
803  infected with JFHI or FL-8 for 2h in the presence of Chlorpromazine or H20 (CTL). Cells
804  were then incubated for 30 h in complete medium supplemented with Chlorpromazine.
805  Results are presented as mean *+ SD of three independent experiments. *, ** and *** mean p
806  values below 0.05, 0.01 and 0.001, respectively.

807

808  Figure 9: Characterization of the Y297H and I399T mutations.

809  FL-8 clone was sequenced and two major mutations, Y297H and 1399T were identified and
810  cloned by fusion PCR into wild-type JFH1. (A) Huh-7 cells were pretreated for 2 h with
811  Monensin and then infected with mutant viruses for 2 h in the presence of Monensin or EtOH
812  (CTL). Cells were then incubated for 30 h in complete medium supplemented with Monensin
813  at indicated concentrations. (B) Top, amino acid sequences of HVR1 of JFH1 and 1399T
814  viruses. Bottom, 8% SDS-PAGE of infected cell lysates followed by 3/11 western blotting.
815  The dashed line allows to evaluate the shift in migration profile, which is due to the presence
816  of an additional N-glycosylation site in E2 HVRI1 of FL-8 and 1399T viruses. (C) Viruses
817  were incubated on Huh-7 cells with AR3A, ARSA, recognizing conformational epitopes in
818 E2 and E1E2 heterodimers respectively, and anti-CD81 (JS81) antibodies at indicated
819  concentrations for 2 h in complete medium. For anti-ApoE antibodies, viruses were
820  preincubated for 1 h at 37°C with the antibodies at indicated concentrations before infection

821 in the presence of the antibodies. Cells were then incubated for 30 h in complete medium.
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822  Infection levels were quantified by indirect immunofluoresence. (D) SRB1 and CDS81
823  expression were downregulated by siRNA. A non-targeting siRNA was used as a control.
824  Knockdown efficiency in Huh-7 cells was determined by western blotting with anti-SRB1
825 and anti-CD81 antibodies 72 h after transfection. Anti-B-tubulin antibody was used as a
826  loading control. Cells were infected 72 h after transfection for 2 h in serum free medium.
827  Cells were then washed and incubated for 30 h in complete medium. Virus infectivity was
828  measured by immunofluorescence. Results are presented as mean + SD of three independent
829  experiments. *, ** and *** mean p values below 0.05, 0.01 and 0.001, respectively.

830

831  Figure 10: Mutations lead to an increase of the viral particle density. One milliliter of
832  supernatants containing viruses was layered on an iodixanol gradient and was ultracentrifuged
833  for 16h at 160,000xg at 4°C. Twelve fractions were collected and their density was measured.
834 The JFH1-AHVRI1 virus was used as a positive control for increase density particles.
835  Fractions were titered and results are expressed for each fraction as the percentage of the total
836  viruses in the gradient. Results are presented as mean + SD of three independent experiments.
837

838  Figure 11: Monensin-resistance mutations inhibit cell-to-cell transmission. Huh-7 cells
839  were seeded on coverslips and infected with JFH1 or mutated viruses for 2h at 37°C. Cells
840  were then washed and cultured for 72h at 37°C in culture medium containing the 3/11
841  neutralizing mAb (50ug/ml). (A) Foci of infected cells were detected using A4 indirect
842  immunofluorescence. (B) The number of infected cells per focus was determined for each
843  virus. *** means a p value below 0.001.

844

845  Figure 12 : New insights into HCV transmission. Monensin inhibits cell-free and cell-to-

846  cell transmissions, indicating that they are both pH-dependent pathways. By long-term culture
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847  of HCV in the presence of increasing concentrations of Monensin, we selected viruses that
848  were resistant to Monensin. This resistance was conferred by two mutations, Y297H in E1
849  and I399T in E2 HVRI that leads to the addition of a N-glycan in HVRI1. These mutations
850  likely induce changes in the conformation of E1E2 envelope (Env) proteins and enable viral
851  particles to enter their target cells in a pH-independent manner. The 1399T mutation in HVR1
852  likely decreases the association of viral particles with ApoE that is characterized by an
853  increased sensitivity to neutralization by anti-ApoE antibodies and a higher density of viral
854  particles. Strikingly, the 1399T mutation abrogates cell-to-cell transmission. Overall, our
855  results suggest that the regulation by HVRI1 of particle association with lipids, and notably
856  ApoE, might control the pH-dependence of cell-free and cell-to-cell transmissions. Thus,
857 HVRI1 and ApoE incorporated into the viral particles are critical regulators of HCV
858  transmission.

859

860

861
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862
863
864

865
866
867
868
869
870
871
872

Table 1: E1 and E2 amino acid changes that emerged under the selective pressure of
Monensin

Amino acid changes Infectious | Monensin

El E2 (HVR1 virus resistance
FL-8 Y297H' | V343A° | 1399T° | S404G* | Q409R’ |  Yes Yes
Y297H Y297H - - - - Yes Yes
1399T - - 1399T - - Yes Yes
Q409R - - - - Q409R No ND
+Q - - 1399T - Q409R No ND

! Mutation previously described in viruses cultured in the presence of Ferroquine (56).
2 Non conserved amino acid - A in other genotypes.

3 Highly conserved amino acid - I399T introduces a N-glycosylation site in HVRI.

* Conserved amino acid.
5 . . .
Amino acid that is totally conserved among genotypes.
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Partie 1:

Identification et analyse fonctionnelle de variants de facteurs d’entrée du Virus de
I’'Hépatite C (HCV) retrouvés chez des patients trés exposés mais non infectés par
le HCV

Les patients UDIV sont particulierement a risque de contracter non seulement le
HIV, mais aussi le HCV. Plus particulierement, les patients UDIV séropositifs pour le HIV
et n’ayant pas été également contaminés par le HCV sont extrémement rares, suggérant
une potentielle résistance naturelle a I'infection par ce virus chez ce groupe de patients.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a de tels patients et nous avons
recherché des variants dans les facteurs d’entrée du HCV, qui pourraient expliquer cette
résistance. Nous avons identifié deux variants, un dans CLDN-6 (R209Q) et un dans
OCLN (P24A), chez un méme patient HIV*/HCV- et nous en avons fait la caractérisation

fonctionnelle.

1- Identification de variants de CLDN-6, OCLN et SR-BI retrouvés chez des
patients UDIV HIV+/HCV-

Le séquencage des genes codant CLDN-6, -9, OCLN et SR-BI a permis de mettre en
évidence cinq variants spécifiquement associés aux patients UDIV HIV*/HCV-: un
variant faux-sens dans CLDN-6, un variant faux-sens dans OCLN et trois variants dans
SR-B1, dont une mutation faux-sens. Nous avons donc émis ’hypothése que ces variants
pouvaient expliquer la résistance apparente de ces patients. Il est cependant important
de souligner que les patients enro6lés dans I'étude n’ont peut-étre jamais été exposés au
HCV et ne présentent donc en reéalité pas de résistance particuliere au virus. De plus,
dans notre étude, il a été pris le parti de n’enrdler que des patients ayant un historique
long d’utilisation de drogues par voie intraveineuse, avant 1995, date a laquelle les
programmes de substitution a la méthadone ont commencé. En effet, a partir de cette
date, les patients UDIV ont été mieux encadrés et les taux de contamination, bien
qu’encore importants, ont considérablement diminué (Wandeler et al, 2012). Cette
stratégie nous permettait, a priori, d’avoir des patients ayant eu un risque tres élevé
d’étre effectivement exposés au HCV. En revanche, cette stratégie se heurte a un autre
probléme, qu’est celui des séroréversions. En effet, dés 7 ans apres exposition au HCV,

des séroréversions sont observées (Rodger et al, 2000; Takaki et al, 2000). Il est donc
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tout a fait possible que certains des patients séronégatifs pour le HCV aient en réalité
contracté la maladie et en aient guéri spontanément, ce qui penche plus en faveur de
facteurs génétiques liés au systeme immunitaire du patient qu'a une résistance
génétique diie a des variants dans les facteurs d’entrée du virus. Il aurait été a ce titre
intéressant de réaliser un test ELISPOT (Enzyme-Linked ImmunoSPOT) sur des PBMCs
des patients, afin de voir si les patients de la cohorte avaient été potentiellement
exposés au HCV, en réagissant positivement a l'exposition a certains antigenes viraux.
Cependant, cette méthode n’est pas completement fiable, du fait de réactions croisées
qui peuvent survenir avec d’autres antigenes viraux, notamment provenant du virus
Influenza (Wedemeyer et al., 2001).

Nous avons par la suite réalisé I'étude fonctionnelle des variants de CLDN-6
(R209Q) et OCLN (P24A). Nous n’avons en revanche pas réalisé la caractérisation du
variant faux-sens de SR-BI du fait d’'une erreur lors de I'analyse de ce variant, qui a été
classifié a tort dans la population controle. Nous avons généré des constructions

lentivirales exprimant soit la forme sauvage ou mutée de CLDN-6, soit la forme sauvage

ou mutée d’OCLN fusionnées a la GFP en C-terminal.

2- Les variants R209Q et P24A exprimés seuls n’affectent pas I'entrée du
HCV

Afin d’étudier 'effet des variants R209Q et P24A séparément dans un systéme ou
la forme sauvage n’est pas présente, nous avons utilisé deux systéemes cellulaires
distincts : d'une part les cellules 293T qui deviennent permissives aux HCVpp apres
expression de CLDN-1, -6 ou -9 (Meertens et al.,, 2008; Zheng et al., 2007), et d’autre part
les cellules 786-0, qui elles deviennent permissives aux HCVpp apres surexpression
d’OCLN (Ciesek et al,, 2011; Michta et al, 2010; Ploss et al., 2009). Dans ces systémes, en
surexprimant les autres facteurs d’entrée du HCV (OCLN, SR-BI et CD81 dans les cellules
293T et CLDN-1, SR-BI et CD81 dans les cellules 786-0), nous n’avons observé aucun
effet des deux variants sur '’entrée des HCVpp. Bien qu’aucun effet n’ait été observé, il
était possible que les systemes utilisés, et en particulier les HCVpp, ne soient pas
représentatifs de ce qui se passe chez le patient. De plus, il était tout a fait possible que la
co-expression des deux variants soit nécessaire pour impacter I'entrée du HCV. Afin

d’écarter cette derniere hypothese, nous avons utilisé des cellules TZM, qui ont été
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décrites pour n’exprimer ni CLDN-1, -6 et -9, ni OCLN, et pour étre permissives aux
HCVpp lorsque l'on co-exprime lune de ces CLDNs et OCLN (Ploss et al, 2009).
Cependant, lorsque nous avons réalisé ces expériences, les cellules TZMs se sont
révélées étre permissives aux HCVpp méme dans les conditions contrdles, c’est a dire
sans transduction de CLDN-6 et d’'OCLN. Nous avons vérifié I'expression de CLDN-1 et -6
dans ces cellules, qui ne sont effectivement pas exprimées. En revanche, en absence
d’anticorps nous n’avons pas pu vérifier si ces cellules exprimaient CLDN-9. Par ailleurs,
nous avons essayé de détecter I'expression d’'OCLN dans ces cellules, sans succes, a
cause de soucis de marquage avec l'anticorps utilisé. Il est a noter que l'expression
hétérologue des formes sauvages ou mutées de CLDN-6 et OCLN dans les cellules TZM a
quand méme montré une augmentation de la permissivité aux HCVpp. Néanmoins,
I'expression hétérologue des variants n’a pas montré de différence dans la permissivité
aux HCVpp par rapport aux formes sauvages. Il aurait pu étre intéressant d'utiliser un
autre modele cellulaire, telles que les cellules NIH-3T3 d’origine murine, qui deviennent
permissives aux HCVpp apres expression de CLDN-1, OCLN, CD81 et SR-BI (Ploss et al,
2009). En effet, c’est le modele cellulaire qui a été utilisé pour identifier OCLN comme

facteur d’entrée.

3- Les variants R209Q et P24A co-exprimés dans un systeme hétérozygote
n’affectent pas I’entrée du HCV.

Les deux variants inclus dans notre étude ont été retrouvés chez un patient
hétérozygote pour ces deux genes. Nous avons donc émis ’hypothese que les variants
R209Q et P24A pourraient avoir un effet dominant négatif sur l'infection par le HCV.
Pour cela, nous les avons co-exprimés dans des cellules Huh-7. Mais, comme
précédemment, aucun effet sur l'infection par le HCV n’a pu étre observé. Cependant, il
est tout a fait possible que les variants, sans abolir complétement I'entrée du HCV,
puissent ralentir la cinétique d’entrée. Or, dans notre premier systeme, en laissant un
temps d’adsorption des particules virales de 2h et en regardant les niveaux d’infection
30h plus tard, il n’était pas possible de voir une modulation subtile de ces mutations sur
I'entrée virale. Pour cette raison, nous avons réalisé des expériences, d’'une part en
diminuant la multiplicité d’'infection, et d’autre part en diminuant le temps d’adsorption

des particules virales. Nous n’avons cependant vu aucun effet non plus de nos deux
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variants dans ces différentes conditions. Par ailleurs, le HCV se transmettant également
directement de cellule a cellule et ce de maniere dépendante de CLDN-1 et OCLN
(Brimacombe et al., 2011; Ciesek et al, 2011; Timpe et al, 2008), nous avons également
testé si cette voie d’entrée était affectée par les deux variants. Nous n’avons observé
aucun effet non plus sur la transmission cellule-cellule.

Cela n’est cependant pas vraiment surprenant pour plusieurs raisons. En effet, les
études réalisées sur CLDN-1 ont montré que la région de la protéine impliquée dans
I'infection était la boucle ECL1, qui interagit avec la LEL de CD81 (Cukierman et al,
2009; Davis et al., 2012; Harris et al., 2010). Il a également été montré trés récemment
que la particule virale interagissait, via les complexes E1E2, avec le domaine ECL1 de
CLDN-1 (Douam et al, 2014). De plus, des mutations dans la queue C-terminale de
CLDN-1 ou sa délétion, n’ont montré aucun effet sur I'’entrée du HCV (Cukierman et al,
2009; Evans et al., 2007). Or, la mutation R209Q se trouve dans la queue C-terminale de
CLDN-6.

De la méme fagon, il a été montré que c’était le domaine ECL2 d’'OCLN qui était
important pour l'entrée virale (Ciesek et al, 2011). 11 semblerait également que
certaines régions de ECL1 soient impliquées (Michta et al, 2010; Sourisseau et al.,
2013). Il a aussi été suggéré que certains résidus sérine de la queue cytosolique C-
terminale pouvaient étre phosphorylés via l'induction de I'expression de VEGF par le
HCV, et ainsi promouvoir l'entrée du virus en relocalisant 'OCLN en dehors des
jonctions serrées (Mee et al, 2010). En revanche, rien n’a été décrit concernant la queue
cytosolique N-terminale, dont la fonction est d’ailleurs encore méconnue, alors que dans

notre cas, la mutation P24A se situe dans cette queue N-terminale.

4- Les variants R209Q et P24A n’affectent pas lI'infection par le HCV dans
des cellules polarisées

Bien que nous n’ayons vu aucun effet des deux variants dans les différents
modeles cellulaires utilisés précédemment, il était malgré tout important de tester nos
variants dans des modeles de cellules polarisées. En effet, CLDN-6 et OCLN sont deux
protéines de TJs. De plus, il a été largement démontré dans la littérature, que la
polarisation des cellules hépatocytaires était un frein a l'infection et que les pools de

CLDNs et OCLN utilisés par le virus se situaient en dehors des TJs (Mee et al, 2008;
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2009; Reynolds et al, 2008). Or, les mutations retrouvées dans CLDN-6 et OCLN
pourraient avoir un impact sur la localisation de ces protéines au sein des TJs et donc
impacter la permissivité des cellules a l'infection. Pour cela nous avons utilisé deux
modeles différents. Tout d’abord, nous avons utilisé un modele de cellules HepG2-CD81
capables de se polariser en formant des monocouches sur des transwells, délimitant
ainsi un compartiment apical et un compartiment basolatéral (Belouzard et al., données
non publiées). Ensuite, afin de nous rapprocher au mieux des conditions physiologiques,
nous avons utilisé des PHHs. Cependant, dans aucun de ces deux modeles nous n’avons
pu voir d’effet particulier de nos variants sur l'infection.

[l semblerait donc que la mutation R209Q, située dans le domaine PDZ de CLDN-
6, par homologie avec ce qui est observé pour les autres CLDNs, n’affecte pas son
interaction avec les protéines ZOs (Itoh et al., 1999; Kobayashi et al, 2002; Turksen &
Troy, 2001). De plus, une étude réalisée sur CLDN-5 a montré que les déterminants des
interactions entre les différentes CLDNs au sein d’'une méme cellule et entre deux
cellules adjacentes passaient par le domaine ECL2 (Piontek et al., 2008).

Concernant OCLN la question est plus complexe. En effet, du fait de 1'absence
d’anticorps de surface permettant de détecter OCLN, nous avons du fusionner la
protéine a un tag fluorescent, dans notre cas la GFP. La mutation se trouvant a
I'extrémité N-terminale de la protéine, et afin de ne pas modifier un potentiel effet de la
mutation a cause du tag, nous avons fusionné la GFP en C-terminal. Or, une étude a
montré que de telles constructions avec des CLDNs ne permettaient plus la
colocalisation avec Z0-1 (Sasaki et al., 2003). En effet, le domaine C-terminal d’OCLN est
impliqué dans l'interaction avec ZO-1 (Furuse et al, 1994; Raleigh et al, 2011;
Sakakibara et al, 1997). De plus, OCLN, bien que participant au bon fonctionnement des
TJs, n’est pas essentielle a leur formation, qui est toujours initiée par les CLDNs (Furuse
et al, 1998). 1l est donc possible que les cellules se polarisent malgré I'absence de
recrutement d’'OCLN aux TJs dans nos modeles. De plus, la région C-terminale est
impliquée dans la dimérisation des molécules d’'OCLN au sein des TJs, I'ajout du tag
pourrait affecter également cette dimérisation et affecter sa localisation aux TJs (Blasig
et al, 2006). Il a par ailleurs été montré que des mutants d’OCLN délétés de leur
domaine N-terminal affectent 'intégrité des TJs (Bamforth et al, 1999). Cependant, les

observations en microscopie a immunofluorescence n’ont pas pas montré de
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mislocalisation de cette protéine dans les cellules polarisées; ce qui suggere que nos

constructions sont foncti