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transgene

UTR : untranslated region

VLDL : very low density lipoprotein
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. Généralités
1. Découverte du virus de I’hépatite C : la traque d’une décennie

Au début des années 1970, le virus de I’hépatite A (HAV) et le virus de 1’hépatite B
(HBV) étaient les seuls agents étiologiques connus pour étre responsables d'hépatites
virales. C’est en 1975 que Stephen Feinstone et son équipe proposéerent le concept nouveau
d’hépatite non-A, non-B (NANB). En effet, le développement de tests sérologiques visant
a discriminer les infections par ces deux virus a permis de découvrir qu’un grand nombre
d’hépatites virales transmises apres transfusion sanguine n’était di ni au HAV ni au HBV,
mais a un troisieme agent infectieux encore inconnu (Feinstone ef al., 1975). Trois ans plus
tard, le développement du modele chimpanzé a permis une réelle avancée dans I’étude des
hépatites NANB. En effet, les formes aigués et chroniques de la maladie ont pu étre
reproduites chez 1’animal par injection de sérums de patients infectés (Alter et al., 1978).
Cependant, malgré de nombreuses études, I’agent responsable de cette infection n’a pu étre
identifié que 10 ans plus tard. A partir de 1983, 1’équipe du professeur Michael Houghton
et ses collaborateurs ont établi plusieurs banques d’ADNc a partir de foie et de plasma de
chimpanzés infectés. Ces banques ont ensuite été immunocriblées par des sérums de
patients présentant une hépatite NANB (pour revue, voir Houghton, 2009). Apres 6 années
de recherches infructueuses et le screening d’une centaine de millions de clones bactériens,
Qui-Lim Choo obtint un seul clone positif, exprimant un épitope viral de ce nouvel agent
étiologique nommé virus de I’hépatite C (HCV) (Choo et al., 1989). Cette découverte
historique a permis d’identifier et de séquencer le génome du HCV, mais a également
permis, dés 1990, la mise au point de tests de dépistages sanguins qui ont largement limités

la transmission du virus par transfusion sanguine.
2. Epidémiologie

Plus de 20 ans apres sa découverte, HCV demeure un probléme de santé publique.
L’infection par HCV est une des causes majeures d’hépatite chronique, de cirrhose du foie
et de carcinome hépatocellulaire dans le monde. D’aprés les estimations de 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), entre 130 et 150 millions de personnes sont chroniquement
infectées par le virus, ce qui correspond & 2-2,5% de la population mondiale (OMS"). I1

existe néanmoins des disparités géographiques. Dans certains pays comme 1’Egypte, la
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prévalence peut atteindre plus de 10%, alors qu’elle est inférieure a 2,5% dans la plupart
des pays d’Europe de I’Ouest et d’Amérique du Nord. Les régions les plus touchées se
trouvent en Afrique, en Asie centrale et Asie du Sud-Est et les régions du Pacifique
occidental (Figure 1) (Lavanchy, 2011).

Chaque année, environ 500 000 personnes meurent de complications liées a I’hépatite C
(OMS"). En France, environ 230 000 cas d’infection chroniques sont répertoriés chaque

année ainsi que 2 700 déces liés au virus (INSERM?).
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Figure 1. Prévalence mondiale de I’'hépatite C en 2010 (%). D’aprés Lavanchy, 2011.

La prévalence des infections par HCV varie également a travers le monde en fonction
des génotypes viraux. HCV présente une trés grande diversité génétique. Les analyses des
séquences virales et les analyses phylogénétiques en découlant ont permis de répertorier 7
génotypes viraux, dont les séquences nucléotidiques different de 30 a 35% mais également
67 sous-types confirmés (a, b, c,....) et 20 sous-types hypothétiques (Smith et al., 2013).
Le génotype 1 est le plus répandu dans le monde, représentant 46,2% des cas d’infections
par HCV. Le second génotype le plus représenté est le génotype 3, avec 30,1% des cas.
Les génotypes 2, 4 et 6 sont quant-a-eux responsables de 22,8% des cas. Enfin, le génotype
5 ne représente que moins d’1% des infections par HCV (Messina et al., 2015) (Figure 2).
A Theure actuelle, le génotype 7 n’a été¢ détecté que chez quelques patients Centre-

Africains (Murphy et al., 2014).

1 hitp://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs164/fi/

2 http://www.inserm.fi/thematiques/immunologie-inflammation-infectiologie-et-microbiologie/dossiers-d-
information/hepatite-c
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La distribution géographique actuelle des différents génotypes et sous-types du HCV est
complexe. Alors que les génotypes 1, 2 et 3 dominent dans le monde indépendamment du
statut économique, les génotypes 4 et 5 sont en majorité présents dans les pays peu
industrialisés (Figure 2) (Hajarizadeh et al, 2013). Certains sous-types, notamment les
sous-types la, 1b, 2a et 3a, sont considérés comme les sous-types « épidémiques » car ils
sont les plus répandus a travers le globe et sont responsables de la majorité des infections
par HCV dans les pays industrialisés. A I’opposé, de nombreux sous-types sont considérés
comme sous types « endémiques » car ils sont moins répandus et cantonnés a certaines
régions dans le monde. Par exemple, les souches endémiques du génotype 4 sont
concentrées en Afrique Centrale et de 1I’Est, du génotype 5 en Afrique du Sud et du
génotype 6 en Asie de I’Est (Hajarizadeh et al., 2013 ; Messina ef al., 2015).

GBD region
North Africa and Middle East
Westem sub-Saharan Africa
Eastern sub-Saharan Africa
Central sub-Saharan Africa
Southern sub-Saharan Africa
Southern Latin America
Andean Latin America
Tropical Latin America
Central Latin America
Carbbean
Central Asia
South Asia
East Asia

Southeas! Asia
High-income Asia Pacific
Oceania
ustralasia 14 million
i M-wm HCV genotype proportion ?s?a mll:m
u iion
H 486,000

e L __
Eastern Europe
o T | T

55.5 million

b

Figure 2. Prévalence relative de chaque génotype du HCV dans le monde. La prévalence
relative est exprimée dans chaque région GBD (Global Burden of Disease). Le GBD, ou
charge mondiale de morbidité, est évalué par 'OMS grace a un vaste programme mondial,
afin de donner une image de I'état de santé mondial. Il est évalué pour plusieurs pathologies,
comme I'hépatite C, en combinant le nombre d’années de vie perdues du fait d’'une mortalité
prématurée et du nombre d’années vécues sans étre en pleine santé. Plusieurs pays sont
regroupé1s dans le monde en « région » en fonction de leur GBD. D’aprés Messina et al., 2015
et 'OMS".

Il existe des cas particuliers expliquant la prévalence de certains génotypes. La forte
prévalence du HCV en Egypte, ainsi que la prédominance du génotype 4, a une dimension
historique. Entre 1964 et 1982, 2 millions d’Egyptiens ont regu des injections

intraveineuses de sels d’antimoine, un composé utilisé a 1’époque pour traiter la bilharziose.
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La stérilisation insuffisante des seringues ainsi que leur partage furent alors considérés
comme responsable de la transmission du HCV. Néanmoins, 1’introduction de traitements
par voie orale en Egypte n’a pas stoppé la transmission du HCV qui reste multifactorielle

dans les pays en développement (Abdel-Ghaffar et al., 2015).

3. Transmission du virus

La transmission du HCV se fait majoritairement par voie parentérale. Avant 1990, la
transmission du virus était essentiellement due aux transfusions sanguines et a 1’injection
de produits dérivés du sang contaminés par le virus. Ce mode de transmission est de nos
jours devenu rare en Europe et aux Etats Unis grice a |’utilisation systématique de tests de
dépistages sanguins, mais demeure un probléme dans les pays en développement. La
contamination peut également avoir lieu lors d’interventions chirurgicales invasives, de
chirurgie dentaire ou encore lors de 1’utilisation de seringues lorsque de bonnes conditions
d’hygieénes ne sont pas respectées (Webster, 2015). L’OMS estime que 2 millions de
nouveaux cas d’infection par HCV ont lieu chaque année dans le monde, dus a des
pratiques médicales a risque (OMS").

De nos jours dans les pays industrialisés, la consommation de drogues par voie
intraveineuse avec du matériel contaminé est responsable de pres de 2 tiers des nouveaux
cas d’infection par HCV. En 2010, il a été estimé que 10 millions d’utilisateurs de drogues
par voie intraveineuse (UDI) étaient HCV positifs, soit au total 67% des UDI dans le
monde (Nelson et al, 2011). De maniére moins importante, il existe un risque de
contamination percutanée lors de certaines pratiques; les tatouages, les piercings, les rites
de scarification, la circoncision ou I’acupuncture peuvent transmettre le virus lorsque les
conditions d’hygiénes ne sont pas respectées. Le HCV peut également étre transmis par
voie per-muqueuse, lors de projection de sang contaminé dans les yeux ou lors d’échange
de matériel souillé chez les consommateurs de drogues par voie intranasale (Thomas,
2013). II existe également un risque de transmission du HCV pour le personnel de santé
lors de piqlre avec des seringues ou de coupures avec des objets contaminés. L’incidence
de la séroconversion serait toutefois inférieure a 2%. L’exposition d’une peau saine avec le
virus ne permet pas sa transmission (MMWR, 2001). Enfin, la transmission de la meére a
I’enfant peut avoir lieu dans 3 a 5% des cas. Il n’existe cependant pas de risque de

transmission par 1’allaitement (Floreani, 2013).
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La transmission du HCV par voie sexuelle est quant-a-elle un phénomene rare et
controvers€¢. Mais il a ét¢ démontré que les risques sont augmentés lors de pratiques
agressives entrainant des saignements ou des 1ésions au niveau des muqueuses génitales,
de I'utilisation de drogues ou de stimulants sexuels et en cas de rapports non protégés avec
plusieurs partenaires sur une courte période. Il a également été démontré que 1’infection
par le Virus de I’Immunodéficience Humaine (HIV) augmente considérablement les

risques de transmission du HCV (Thome et al., 2010).

Il.  Histoire naturelle de I’infection par le HCV

L’infection par le HCV est divisée en 2 phases cliniques déterminantes pour 1’évolution
de la maladie : I’infection aigué€, asymptomatique dans la grande majorité des cas, et
I’infection chronique évoluant sur de longues années et pouvant se traduire par le
développement de cirrhoses hépatiques et de carcinomes hépatocellulaires. Le foie,
principale cible du HCV, est un organe possédant des fonctions vitales nombreuses et
variées dans 1’organisme. Son dysfonctionnement lors de l’infection par le HCV se

répercute donc dans de nombreux processus physiopathologiques.

1. Physiopathologie du foie

Avant de comprendre les mécanismes d’infection par le HCV, il est nécessaire de
comprendre la physiologie du foie. Le foie est le plus grand organe interne du corps
humain, représentant a lui seul 2% de la masse corporelle totale. Il est composé en majorité
de cellules parenchymateuses spécialisées, les hépatocytes (78%), et de cellules non
parenchymateuses comme les cellules de Kupffer, les cellules endothéliales et les cellules
stellaires hépatiques (6%). La matrice extracellulaire représente quant-a-elle 16% du
volume de ’organe (Ishibashi et al, 2009). Le foie posséde une architecture complexe
dont 'unité structurale de base est le lobule hépatique. Les lobules hépatiques possedent
une structure hexagonale, traversée en son centre par la veine centrale. Les « angles » de
ces lobules sont marqués par la présence d’espace-portes, ou sont regroupés une artériole
hépatique, une veinule portale et un canal biliaire, ces trois vaisseaux constituant la triade
portale (Figure 3). Cette particularité remarquable permet aux lobules d’étre a la fois
irrigués par 1’artére hépatique, transportant le sang riche en oxygene, et par la veine porte,

transportant le sang enrichi en nutriments absorbés au niveau intestinal. Le sang provenant
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de ces deux vaisseaux circule ensuite dans un réseau de capillaires sinusoidaux, entre les
travées hépatocytaires, avant de quitter le lobule par la veine centrale qui rejoindra elle-
méme la veine sus-hépatique (Figure 3) (Ishibashi ez al., 2009 ; Si-Tayeb et al., 2010). Ces
capillaires particuliers possédent de nombreuses fenestrations et pores permettant au
plasma et a de nombreux solutés de circuler librement dans ’espace périsinusoidal ou
espace de Disse, ce qui augmente considérablement les échanges entre les hépatocytes et le
sang. En parallele du flux sanguin, les canalicules biliaires permettent la circulation de la
bile sécrétée par les hépatocytes vers les canaux biliaires situés au niveau des espace-portes
(Figure 3). Elle sera excrétée vers la vésicule biliaire et les intestins pour participer a la

digestion (Si-Tayeb et al., 2010).

Lobule hépatique

Veine centrale

Cellule de
Kupffer

Capillaire
sinusoide

Canalicule
biliaire

Artériole

hépatique .
Hépatocytes

Foie Veinule porte  Canal biliaire

Figure 3. Architecture du foie humain. Le foie est constitué de lobules hépatiques de forme
hexagonale. lls sont composés en majorité de travées hépatocytaires traversées par un
réseau de capillaires sinusoides convergeant vers la veine centrale, et par des canalicules
biliaires rejoignant les canaux biliaires. Les lobules sont bordés par des espace-portes
comprenant la triade portale : une artériole hépatique, une veinule porte et un canal biliaire.
Figure adaptée de http://quasargroupconsulting.com/anatomy/liver.php.

Grace a son irrigation particuliére, le foie recoit le sang provenant des intestins et joue
le role de « filtre » , en détoxifiant le sang de molécules nocives pour I’organisme telles

que I’alcool ou certains médicaments. Le foie joue bien d’autres rdles dans I’organisme. Il
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s’agit avant tout d’une glande mixte exhibant a la fois des propriétés endocrines et
exocrines. Alors que sa partie exocrine se limite a la production de la bile facilitant la
digestion des lipides, ses fonctions endocrines incluent la sécrétion de plusieurs hormones
comme par exemple 1’angiotensine, impliquée dans la régulation de la pression artérielle,
et la thrombopoiétine, stimulant la production des plaquettes. Les hépatocytes produisent
¢galement la majorité des protéines plasmatiques telles que I’albumine, les facteurs de
coagulation, ou encore certaines protéines de I’inflammation. Enfin, le foie joue un rdle
primordial dans la régulation du métabolisme énergétique. D’une part, il constitue I'une
des réserves principales de glucose sous forme de glycogéne, mobilisable en fonction des
besoins de 1’organisme. D’autre part, il joue un réle central dans le métabolisme lipidique
ainsi que dans la synthese et le transport du cholestérol (voir le chapitre « métabolisme des
lipoprotéines »). Au total, le foie exerce a lui seul pres de 500 fonctions différentes

(Ishibashi et al., 2009 ; Si-Tayeb et al., 2010).

2. Evolution de I’infection par HCV

Au vu des nombreuses fonctions du foie, son atteinte par HCV engendre donc de
graves complications. L’évolution de I’infection par HCV se fait sur de nombreuses années,
en suivant plusieurs étapes résumées dans la figure 4.

Temps
20-25 ans 25-30 ans

Foie sain

Hépatite
. chronique

Infection HCV Cirrhose

75-85 %

Nl

CHC
\ 20-30 %
+1-7 % par an

N

Figure 4. Histoire naturelle de I'infection par HCV. Aprés l'infection aigué trés souvent
asymptomatique, la majorité des patients infectés par HCV (75-85%) développent une
hépatite chronique, pouvant évoluer a long terme vers une cirrhose hépatique dans 20 a 30%
des cas. Chez les patients atteints de cirrhose, le risque de développer un CHC augmente de
1 a 7% chaque année.
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3. Hépatite aigué

La phase aigué de I’infection par le HCV est asymptomatique dans 70 a 80% des cas,
rendant son diagnostic treés difficile (Sagnelli et al., 2014). Certains patients peuvent
développer des troubles 2 a 12 semaines apres la transmission du virus. Cependant, ces
symptomes sont aspécifiques et communs a de nombreuses infections virales (fatigue,
nausées, perte d’appétit, ficvre 1égére ou myalgies) et ne permettent pas d’orienter le
diagnostic vers une infection par HCV (Maasoumy et Wedemeyer, 2012). Des symptomes
plus spécifiques des hépatites peuvent néanmoins apparaitre, comme une jaunisse, des
urines foncées, ou des douleurs abdominales. Seules de rares cas d’hépatites fulminantes
ont été reportés, comme le tres célebre JFH1 (Japanese fulminante hepatitis 1) (Westbrook
et Dusheiko, 2014). Entre 15 et 25% des patients infectés par HCV ¢élimineront
spontanément le virus durant la phase aigu€ et ne développeront pas de séquelles
hépatiques a long terme. Cependant, la majorité des patients évolueront vers une hépatite

chronique (Figure 4) (Maasoumy et Wedemeyer, 2012 ; Westbrook et Dusheiko, 2014).

4. Hépatite chronique : de la fibrose a la cirrhose hépatique

Une fois I’infection chronique établie, I’¢limination spontanée du virus est un
phénomene tres rare. La maladie évolue pendant des années de manicre silencieuse. Il n’est
pas rare que les patients infectés ne soient diagnostiqués qu’en cas de complications
hépatiques graves (Maasoumy et Wedemeyer, 2012). L’infection persistante par HCV est
associée a une inflammation chronique et une distorsion de 1’architecture normale du foie,
conduisant au dysfonctionnement de I’organe. La premicere étape de la dégénérescence
hépatique est la fibrose. Lorsque le foie subit des dommages peu étendus, le processus de
cicatrisation, caractérisé par un dépot localis¢é de matrice extracellulaire (MEC), est
réversible. En cas d’inflammation chronique, le phénomene persiste et le parenchyme
hépatique est progressivement remplacé par du tissu cicatriciel. Les cellules stellaires
hépatiques (CSH) jouent un réle central dans le développement de la fibrose en tant que
principales productrices de MEC dans le foie. Ces cellules sont suractivées en cas
d’inflammation chronique et induisent des dépots de MEC. Les dépdts de MEC,
notamment au niveau de 1’espace de Disse, entrainent une perte a la fois des fenestrations
des capillaires sinusoides et des microvillosités présentes a la surface des hépatocytes, avec

pour conséquence une forte réduction des échanges métaboliques entre le sang et les
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hépatocytes (Hernandez-Gea et Friedman, 2011) (Figure 5). De maniére intéressante, la
protéine de capside Core du virus semble exacerber ce processus (Clement ef al., 2010).
a) Foie sain

— Espace porte —
Canalicule ?ili?ire
A =

W i sy o
Espace de Disse :.. . B R R YT . i
Cellules endothéliales
R R SN -_‘h!a_".‘"'.‘hvn
v,

ﬁcti\faticn et Perte des
prolifération des CSH microvillosités

Distorsion
des veines

e T Augmentation des
fibrilles de collagéne

Ml Collagene (types IV, VI)

= == Fibrilles de collagéne (types |, lll, V)
MEC
B3  Glycoconjugués (laminine, fibonectin, glycosaminoglycanes...)

Figure 5. Développement de la fibrose hépatique. (a) Un foie sain est constitué en majorité
d’hépatocytes, et de cellules non parenchymateuses comme les cellules de Kupffer (KC) et
les cellules stellaires hépatiques (CSH). Les capillaires sinusoidaux sillonnant les travées
d’hépatocytes possédant un endothélium avec de nombreux pores et fenestrations. Les
fenestrations augmentent considérablement les échanges de métabolites entre le sang et les
hépatocytes, captant de nombreuses molécules grace a leurs microvillosités. L'espace entre
les capillaires et les hépatocytes ou se déroulent les échanges est I'espace de Disse. (b) En
cas d’inflammation chronique du foie, les CSH suractivées produisent de grandes quantités de
MEC qui s’accumulent au niveau de I'espace de Disse. Ces dépbts entrainent une perte des
microvillosités des hépatocytes et des fenestrations endothéliales, ce qui réduit
considérablement les échanges bidirectionnels. Figure adaptée de Hernandez-Gea et
Friedman, 2011.
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A long terme (20-25 ans), la fibrose mene dans 20 a 30% des cas a la cirrhose hépatique
(Figure 4) (Wirth et Manns, 2016). Des septa fibreux se forment et isolent le tissu 1ésé,
formant ainsi des nodules de régénération. Tres souvent, les septa induisent également une
occlusion de la veine porte et une hypertension portale, une des complications majeures de
la cirrhose pouvant entrainer des hémorragies. De plus, la cirrhose augmente
considérablement les risques de développement du carcinome hépatocellulaire (CHC)

(Hernandez-Gea et Friedman, 2011).

5. Hépatite chronique : troubles métaboliques associés

Une particularité histologique associée a I’infection par HCV est la stéatose hépatique.
Elle est présente dans 40 a 86% des biopsies hépatiques réalisées chez des patients atteints
d’hépatite chronique. La fréquence varie en fonction des génotypes viraux : la stéatose
survient dans 73% des infections par le génotype 3 alors que la prévalence se situe aux
environs de 50% et moins pour les autres génotypes (Roingeard, 2013).

La stéatose est caractérisée par I’accumulation de lipides, en particulier de triglycérides
et de cholestérol, dans le cytoplasme des hépatocytes sous forme de gouttelettes lipidiques.
I1 s’agit du seul effet cytopathogene direct induit par HCV, en particulier par le génotype 3
(Loizides-Mangold et al., 2014 ; Castera et al., 2015 ; Kralj ef al,, 2016 ). Le lien étroit
entre HCV et la stéatose s’explique par le fait que le virus détourne le métabolisme
lipidique hépatique afin de favoriser son cycle réplicatif. La protéine Core, constituant la
capside du virus, est la principale protéine virale impliquée dans le développement de la
stéatose (pour revue, voir Roingeard, 2013). Il a notamment ét¢ démontré que Core
s’accumule a la surface des gouttelettes lipidiques, en interagissant avec une enzyme
cellulaire clé de la synthése des triglycérides, la diacylglycérol acyltransférase ou DGATI
(Hourioux et al., 2007 ; Herker et al., 2010). L’association Core-gouttelettes lipidiques
réduit considérablement leur dégradation et induit une accumulation de lipides dans la
cellule, menant a la stéatose. Les virus étant assemblés a la surface des gouttelettes
lipidiques, la diminution du turnover des gouttelettes lipidiques fait partie intégrante d’une
stratégie mise au point par HCV pour se répliquer (Roingeard, 2013). De plus, il a été
démontré que la protéine Core diminuait I’activité de la microsomal triglyceride transfer
protein (MTP), une enzyme impliquée dans la synthese et la sécrétion des very low density
lipoproteins (VLDL). Une inhibition de la MTP méne également a 1’accumulation de

lipides dans la cellule (Perlemuter et al., 2002). Enfin, Core promeut directement la
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synthése de lipides dans les hépatocytes en augmentant la synthése des sterol regulatory
element-binding proteins (SREBP), une famille de facteurs de transcription régulant
I’expression de genes impliqués dans la lipogenese (Kim et al., 2007). Chez les patients
chroniquement infectés par HCV, la stéatose est également associée a 1’insulino-résistance
et au diabéte de type 2. De plus, elle constitue un facteur de risque supplémentaire menant

au CHC, en augmentant le stress oxydatif (Clement et al., 2009).

6. Cancers du foie HCV-induits

Le CHC est le second cancer le plus |g Eoalité h ‘ .
gallte homme-remme ¢

meurtrier dans le monde, représentant pres

Plusieurs études épidémiologiques ont
montré que les hommes étaient plus susceptibles
au développement du cancer du foie que les
femmes (toutes causes confondues). D’aprés les
données du GLO-BOCAN, l'incidence du cancer du
foie chez les hommes dans le monde s’élevait a
554 000 cas en 2012 contre 228 000 pour les
femmes. Cette tendance s’est confirmée sur les 5
années précédentes : 453 000 cas recensés chez
les hommes contre seulement 180 000 pour les
femmes. Des études sur modeéles animaux ont

de 9% des cas de déces par cancer en 2012
selon les données du GLO-BOCAN?

. L’infection chronique par HCV
est une des causes majeures de CHC dans
la premiere

les pays développés et

indication pour les transplantations

hépatiques. Chaque année, les risques de
développer un CHC chez les patients
atteints de cirrhose hépatique augmentent
de 1 a 7% (Figure 4) (Goossens et
Hoshida, 2015). Le CHC est multifactoriel

et se développe sur de nombreuses années

démontré que cette différence était due aux
hormones sexuelles. En effet, la suppression des
récepteurs aux androgenes dans les hépatocytes
réduit le développement du CHC chez les males,
suggérant que les androgénes augmenteraient le
risque de CHC. De méme, d’autres études ont
montré que les oestrogenes diminuaient la
transformation maligne des hépatocytes Les
oestrogenes protégeraient donc du CHC (Yeh et

Chen., 2010 ; Naugler et al., 2016).

(25 a 30 ans en moyenne). Bien que

I’émergence de nouveaux traitements antiviraux permette d’éliminer efficacement le virus,
les risques ¢€levés de développer un CHC perdurent. L’occurrence continue du CHC méme
apres ¢limination du HCV suggeére un effet indirect du virus sur la cancérogenese (Lemon
et McGivern 2012 ; Goossens et Hoshida, 2015). En effet, une étude réalisée sur des
biopsies hépatiques provenant de patients atteints de CHC HCV-induits révele que seule
une fraction des hépatocytes malins étaient infectés par HCV (Liang et al., 2009). Le CHC
induit par HCV semble donc étre dii en majorité a I’environnement inflammatoire et a la

fibrose affectant 1’architecture du foie a long terme (Figure 6) (Wirth et Manns, 2016).

3 http://globocan.iarc.fi
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En réalité il existe également un deuxiéme mécanisme par lequel HCV peut induire
directement une transformation maligne des hépatocytes infectés (Lemon et McGivern
2012). Certaines protéines virales provoquent des dérégulations du cycle cellulaire et des
voies de signalisation cellulaires (Figure 6). Un des exemples les plus connus est
I’interaction de la protéine virale non structurale 5B (NS5B), correspondant a I’ARN
polymérase du virus, avec la retinoblastoma protein (Rb). Cette association entraine la
dégradation de Rb par le protéasome. Rb contrdlant le cycle cellulaire et la régulation des
dommages causés a ’ADN, sa dégradation massive entraine une dégénérescence des
hépatocytes infectés par HCV. De plus, ce phénomeéne est amplifié par le stress oxydatif
induit par la réponse inflammatoire chronique du foie induisant des dommages de I’ADN
(Lemon et McGivern 2012 ; Mitchell et al, 2015). D’autres exemples, comme la
suractivation de la voie B-catenin/WNT (anti-apoptotique) ou de la voie des kinases
RAF/MAPK/ERK (prolifération cellulaire) par la protéine virale NS5A ont été largement
décrits (Goossens et Hoshida, 2015 ; Mitchell et al, 2015). 11 existe donc 2 principaux
mécanismes de développement du CHC HCV-induit, direct et indirect, qui sont résumés

dans la figure 6.

7. Manifestations extra-hépatiques

Bien que HCV soit majoritairement hépatotropique, il peut induire des manifestations
extra-hépatiques (MEH) chez 1 a 2% des patients infectés chroniquement (Séne et al.,
2004 ; Chen et Morgan, 2006). Ces complications affectent considérablement la qualité de
vie des patients et la réponse aux traitements. La MEH la plus commune (50% des cas) est
la cryoglobulinémie mixte, caractérisée par I’accumulation de cryoglobulines dans le sang
et dans d’autres organes. Il s’agit d’immunoglobulines qui deviennent insolubles a 37°C et
qui forment des agrégats de haut poids moléculaire. La production de cryoglobulines serait
due a une stimulation chronique des lymphocytes B lors de D’infection par HCV
(Schamberg et Lake-Bakaar, 2007). Cette maladie est associée a des inflammations des
vaisseaux sanguins, des insuffisances rénales, des Iésions cutanées et des pathologies auto-
immunes comme 1’arthrose et le syndrome de Sjoren (destruction des glandes salivaires et
lacrymales).

Des troubles neurologiques sont également observés chez certains patients infectés
chroniquement par HCV. Environ 50% des patients atteints présentent des troubles

neuropsychiatriques, des pertes de mémoires et une fatigue intense. La réplication du HCV

18



INTRODUCTION

dans le cerveau est sujette a controverse. Une étude a suggéré que le virus peut infecter les
cellules endothéliales de la barriére hémato-encéphalique, augmentant ainsi sa perméabilité
et altérant ses fonctions (Fletcher et al., 2012). De plus, une étude récente réalisée post-
mortem sur des cerveaux de patients infectés chroniquement a démontré la présence du
HCYV dans le cerveau et un lien avec une morphologie vasculaire anormale (Morgello et al.,
2014). La présence du virus dans le cerveau pourrait expliquer les troubles neurologiques

associés a I’hépatite C chronique.

Direct (HCV-induit) Foie infecté par HCV Indirect
clclele O] S I I
Dérégulation du Stress oxydatif et Réponse immunitaire
cycle cellulaire dommage a 'ADN et fibrose
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(olo] 0 €
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Figure 6. Développement du CHC lors de I'infection par HCV. Deux mécanismes menant
au développement d’'un CHC ont été décrits. D’une part, il existe un mécanisme direct HCV-
induit (gauche). La dérégulation du cycle cellulaire et le stress oxydatif induits par le virus
causent des dommages a ’ADN et 'accumulation de mutations. D’autre part, I'environnement
inflammatoire et le stress oxydatif déclenchés par l'infection (droite) induisent une mort
cellulaire importante et une compensation cellulaire pour réparer les tissus lésés. Les
hépatocytes non infectés peuvent alors accumuler des mutations et proliférer. Les 2 scenarii
ne sont pas mutuellement exclusifs et sont augmentés en cas de cirrhose hépatique. Figure
inspirée de Lemon et McGivern 2012.
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I11. Réponse immunitaire de I’hote

L’établissement de la chronicité de I’infection par HCV est di a plusieurs facteurs
viraux et génétiques, et notamment a la faculté d’échappement au systéme immunitaire du
virus. Chez I’Homme, 1I’introduction d’un élément étranger dans 1’organisme déclenche
une réponse immunitaire visant a éliminer ’intrus. Lors de D'infection par HCV les
réponses immunitaires innées et acquises (humorales et cellulaires) vont s’allier pour
enrayer la multiplication du virus. La réponse de 1’hdte sera déterminante dans 1’évolution

de I’infection vers 1’élimination ou la persistance du virus.

1. Réponse immunitaire innée anti-HCV

La réponse immunitaire innée constitue la premiere ligne de défense antivirale de
I’organisme. Les récentes connaissances visant a décrypter les relations entre I’immunité
innée et HCV ont révélé des interactions complexes entre les mécanismes de 1’hdte visant
a stopper la multiplication du virus et les mécanismes mis en jeu par le virus lui-méme

pour promouvoir sa réplication (Schoggins et Rice, 2013).

a) Mécanisme de défense anti-HCV

Pour détecter les infections par un a
pathogene, les cellules disposent d’un iRy
Au début des années 1980, Christiane
arsenal de senseurs membranaires et | Niisslein-Volhard et Eric Wieschaus entreprirent
des cribles génétiques dans le but de découvrir des
mutants pour le développement embryonnaire
de PAMP pour pathogen-associated précoce chez la drosophile. E. Wieschaus isola une
lignée de drosophile dont les femelles pondaient
molecular patterns. Ces PAMP sont des | des ceufs ne pouvant pas se développer. Ces
lignées avaient un phénotype trés particulier. En
les observant, C. NUsslein s’écria «Toll » (signifiant
aussi bien épatant que cool en Allemand). Aprés
plusieurs investigations, il s’avéra que les
cadre d’une infection virale, il peut s’agir | récepteurs nommés «Toll», dont I'absence
, . . . . donnait chez la drosophile ces phénotypes si
d’acides nucléiques, aussli bien particuliers, étaient impliqués dans des cascades
de signalisation cellulaires régulant le
développement embryonnaire (Reichhart et Imler,
de réplication, ou de protéines virales. Les | 2000). Quelques années plus tard, a Strasbourg,
. Jules Hoffmann et ses collaborateurs ont découvert
senseurs majeurs, nommeés PRR pour | que les Toll receptors intervenaient également
dans I'immunité antifongique chez la drosophile, ce
qui lui valu le prix Nobel de Physiologie et de

like receptors (TLR) (voir encadré), les | Médecine en2011.

cytoplasmiques reconnaissant une variété

motifs  spécifiques aux  pathogénes

reconnus comme du non-soi. Dans le

génomiques que les formes intermédiaires

pattern recognition receptors sont les toll-
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RIG-I-like receptors (RLR) et les senseurs intracellulaires d’ADN viraux (Kawasaki et al.,
2011 ; Horner et Gale, 2013). HCV est majoritairement reconnu par les RLR, notamment
le retinoic acid-inducible gene I (RIG-1), quelques heures seulement apres 1’infection.
RIG-I reconnait des PAMP situés en 5’ et 3° des régions non traduites du génome ARN du
HCV, qui sont riches en poly-U/UC. Ce motif est reconnu comme du non-soi et déclenche
une cascade de signalisation cellulaire et ’activation de I’immunité innée (Figure 7).
L’activation de RIG-I induit un changement de conformation de la protéine qui exhibe son
domaine CARD (caspase recruitment domain) lui permettant d’interagir avec la protéine
MAYVS localisée aux mitochondries (mitochondrial antiviral signaling protein, aussi
connue sous le nom de CARDIF). La protéine TRIM25 est une protéine chaperonne
essentielle qui permet la translocation de RIG-I vers MAVS. L’interaction RIG-I/MAVS
déclenche I’activation de molécules effectrices et des facteurs de transcription IRF-3 et
IRF-7 (interferon regulatory factor-3/7) et de NF-xB (nuclear factor kB). Cette cascade de
signalisation meéne a la production d’interférons (IFN) de type I (o, B) et III (1) et de
cytokines pro-inflammatoires. Les IFN produits par les cellules infectées sont sécrétés et
agissent de manicre autocrine et paracrine via la voie de signalisation JAK/STAT (Janus
kinase/ Signal Transducers and Activators of Transcription) (Figure 7). Ils induisent ainsi
la transcription de pres de 400 ISG (/FN stimulated genes) ayant des propriétés antivirales
et permettant de controler de manicre synergique la réplication virale (Horner et Gale,
2013). De manicre intéressante, la lignée cellulaire dérivée d’hépatocarcinome humain
Huh7.5.1 (voir chapitre « Modé¢les d’étude du HCV»), défective pour la signalisation RIG-
I-dépendante, permet une forte réplication du HCV in vitro, démontrant I’importance de
RIG-I dans la réponse anti-HCV (Schoggins et Rice, 2013).

Pendant longtemps, RIG-I a été considéré comme 1’acteur majeur de la réponse anti-
HCV. Récemment, une étude a démontré¢ que MDAS (Melanoma differentiation-
associated protein 5), un autre senseur de la famille des RLR, jouait également un rdle
primordial dans la réponse IFN lors d’une infection par HCV. MDAS, tout comme RIG-I,
contient un domaine CARD et peut interagir avec MAVS pour induire la production d’IFN
de type I et III. MDAS est activé par les longs ARN double brin cytoplasmiques (ARNdb)
et peut donc reconnaitre les formes réplicatives des virus @ ARN comme HCV (Cao et al.,
2015). RIG-I et MDAS pourraient donc agir de concert pour lutter contre 1’infection par
HCV, comme cela a été décrit pour d’autres virus de la méme famille (virus de la dengue,

virus West Nile ou virus de I’encéphalite japonaise) (Schoggins et Rice, 2013).
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Figure 7. Réponse immunitaire innée anti-HCV. Panel de gauche: HCV infecte les
hépatocytes en interagissant avec plusieurs récepteurs cellulaires. La cellule détecte
l'infection virale grace a 'action combinée de RIG-I et MDA5, reconnaissant respectivement le
génome ARN du virus et la forme réplicative ARNdb dans le cytoplasme. TLR3 reconnait la
forme ARNdb réplicative dans les endosomes. La PKR est un senseur non conventionnel
reconnaissant I'lRES du HCV. MDA5, RIG-I (et la PKR dans une moindre mesure) activent la
protéine adaptatrice MAVS en interagissant par leur domaine CARD, au niveau des
mitochondries et des membranes associées. La protéine TRAF3 propage le signal jusqu’a
l'activation d’'IRF-3 et IRF-7 et de la voie des MAPK. La signalisation TLR3 passe par
I'activation de la protéine adaptatrice TRIF qui méne a I'activation d'IRF3-7 et de la voie NF-
kB. L’ensemble de ces mécanismes permet I'expression des genes de I'lFN de type | (o et B)
et lll (1), des génes antiviraux et de cytokines pro-inflammatoires. Panel de droite : les IFN de
type | et lll sont sécrétés et interagissent avec leur récepteur respectif, pour activer les
kinases JAK1 et TYK2, conduisant a la phosphorylation de STAT1 et STAT2. STAT1 peut
former un homodimére pour activer la réponse inflammatoire. Il peut également former un
hétérodimére avec STAT2 et s’associer a IRF9 pour former le facteur de transcription ISGF3
activant I'expression des génes antiviraux. De nombreux mécanismes de régulation des voies
IFN existent. L’activation du facteur SOCS3, un inhibiteur de la phosphorylation de STAT1, en
est un exemple. LVP, lipo-viro-particule ; IKKg, IxB kinase-¢ ; TBK1, TANK-binding kinase 1 ;
TRAF3, tumor necrosis factor receptor-associated factor 3 ; IFNAR, IFN-«o/fg receptor ; IFNLR,
IFN-A receptor ; SOCS3, suppressor of cytokine signaling 3 ; IRF9, IFN regulatory factor 9 ;
ISGF3, IFN-stimulated gene factor 3.
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Le TLR3 a été décrit comme un PRR également capable de détecter une infection par
HCV (Figure 7). Cependant, son role exact est encore peu connu. Le TLR3 est un senseur
endosomal reconnaissant I’ARNdb dans plusieurs types cellulaires dont les hépatocytes et
les cellules de Kupffer. Le signal est propagé dans la cellule grace a la protéine adaptatrice
TRIF (TIR-domain-containing adaptor-inducing interferon-f) qui active IRF-3, NF-«B et
la voie des MAPK (mitogen-activated protein kinases) afin de produire I’'IFN de type I et
des cytokines pro-inflammatoires (Horner et Gale, 2013). L’activation du TLR3 par HCV
est tardive (3-4 jours apres I’infection). Ce phénoméne s’explique par le fait que le TLR3
reconnait la forme réplicative ARNdb du HCV qui s’accumule tardivement apres ’entrée
du virus (Li et al., 2012). De plus, les TRL3 peuvent étre activés aprés endocytose des
formes ARNdb extracellulaires, provenant des cellules mortes via les scavenger récepteurs
(Dansako et al., 2013). Cette activation tardive pourrait permettre une seconde vague de
réponse immunitaire innée apres I’activation initiale de RIG-I. Cependant, la production de
cytokines pro-inflammatoires TLR3-dépendante pourrait également jouer un role dans la
progression de la fibrose lors de I’infection chronique par HCV (Horner et Gale, 2013 ; Su-
Hyung et Rehermann, 2014).

Enfin, il a été démontré que la protéine kinase R (PKR), initialement décrite comme une
ISG a large spectre antiviral, pouvait étre un senseur non conventionnel du HCV
(Figure 7). En effet, la PKR peut se lier a I'IRES (internal ribosome entry site) présent en
5> du génome viral, qui est trés structuré et qui mime un ARNdb. La PKR activée peut
ainsi induire la voie MAVS/IRF-3 indépendamment de RIG-I (Arnaud et al, 2011 ; Su-
Hyung et Rehermann, 2014).

b) Contre attaque virale : voler sous le radar

Une infection aigué¢ par HCV peut étre ¢éliminée spontanément par une réponse
immunitaire efficace. Malheureusement, dans 80% des cas, 'immunité innée et les
systémes de détection du virus ne permettent pas de contrdler sa dissémination car le virus
a développé des mécanismes d’évasion a I’immunité innée. Cette observation explique que
la majorité des patients infectés par HCV évoluent vers une hépatite C chronique (pour
revue, voir Horner et Gale, 2013 ; Schoggins et Rice, 2013). La stratégie principale du
virus consiste a inhiber les systémes de détection des infections virales (Figure 8). D’une
part, la protéase virale NS3/NS4A joue un role central dans ce processus en clivant les

protéines adaptatrices MAVS et TRIF, inhibant ainsi la voie de signalisation de RIG-I et
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du TRL3 respectivement (Meylan et al., 2005 ; Li et al, 2005). D’autre part, la protéine
virale NS5A interagit directement avec la PKR et inhibe la réponse cellulaire induite par la
PKR (Gale et al, 1997 ; Taylor et al, 1999). Ces mécanismes diminuent fortement la
production d’IFN.
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Figure 8. Mécanisme de contre-attague virale. Panel de gauche : HCV peut bloquer les
systémes cellulaires détectant une infection virale en clivant les facteurs MAVS et TRIF par
I'action de la protéase virale NS3/NS4A. De plus NS5A inhibe la réponse cellulaire induire par
la PKR. La production d’'IFN est donc fortement diminuée. Panel de droite: HCV est
également capable d’inhiber la réponse a I'IFN en induisant la dégradation de STAT1 via la
protéine de capside core. De plus, HCV augmente I'expression de SOCS3 qui inhibe la
phosphorylation de STAT1.

Historiquement les thérapies anti-HCV étaient basées sur 1’utilisation de I’'IFN-o pegylé
(voir le chapitre « Diagnostic et traitements »). Néanmoins la réponse a I’IFN peut s’avérer
peu efficace chez certains patients infectés chroniquement par HCV. La encore, le virus a
développé des stratégies pour contrecarrer la réponse a I'IFN. Il a ét¢ démontré que la

protéine de capside core pouvait inactiver la voie JAK/STAT (Figure 8) d’une part en
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induisant la dégradation de STATI1 (Lin et al, 2005), et d’autre part en induisant
I’expression de SOCS3, un inhibiteur naturel de la voie JAK/STAT (Bode et al., 2003).

2. Reéponse immunitaire adaptative anti-HCV

La seconde ligne de défense de I’organisme est I’immunité adaptative. Contrairement a
I’immunité innée, I’immunité adaptative est spécifique de I’agent infectieux rencontré. La
réponse immunitaire dirigée contre HCV inclut la production d’anticorps neutralisants,
provenant de la réponse humorale, et les lymphocytes T (LT) CD4" et CD8" permettant

une réponse cellulaire spécifiquement dirigée contre le virus.

a) Réponse humorale : réle des anticorps neutralisants

Durant les premiceres phases de I’infection par HCV, les patients immunocompétents
développent des anticorps spécifiquement dirigés contre le virus. Cependant, la plupart des
anticorps produits contre HCV n’ont pas d’activité antivirale. Seule une partie des
anticorps anti-HCV peut inhiber I’entrée du virus dans les hépatocytes et ainsi controler la
dissémination du virus. Ces anticorps sont nommés anticorps neutralisants (ou neutralizing
antibodies, nAbs) (pour revue, voir Neumann-Haefelin et Thimme, 2013 et Park et
Rehermann, 2014).

L’étape d’entrée du virus dans les hépatocytes constitue une cible de choix pour les
nAbs. Les nAbs agissent a plusieurs niveau : ils peuvent inhiber I’attachement du virus,
empécher les interactions virus-facteurs d’entrée, bloquer I’endocytose des particules
virales et cibler les épitopes nécessaires a la fusion de I’enveloppe virale avec les
endosomes (Barth et al., 2006 ; Zeisel et al., 2007 ; Sabo et al, 2011). Les cibles
principales des nAbs sont les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2. Il existe peu d’études
sur les nAbs ciblant E1 qui semble étre moins immunogeéne qu’E2 (Meunier et al, 2008 ;
Fournillier et al., 2011). Les épitopes ciblés sont localisés en grande majorité dans les
régions hypervariables d’E2. Un épitope immunodominant a notamment été décrit dans la
région hypervariable HVR1, pouvant varier de 80% entre les différents génotypes et sous-
types du HCV (Von Hahn et al., 2007 ; Prentoe et al., 2011 Fafi-Kremer et al., 2012). Les
nAbs ciblant HVRI1 ne possédent donc pas d’activité neutralisante croisée (Vieyres et al.,
2011). D’autres épitopes sont situés au niveau des domaines de liaison au CD81 et sont
relativement conservés entre les génotypes. Ils présentent ainsi des capacités de

neutralisation croisée (Keck et al., 2008 ; Law et al., 2008).
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Bien que plusieurs études aient @ .
Souche AD78

démontré Pactivité antivirale des nAbs in Entre 1978 et 1979 en Allemagne de IEst,

vitro, leur pouvoir neutralisant in vivo est | plus de 3000 femmes Rhésus négatives ont été
contaminées par une méme souche virale du HCV,
mal connu. Les premiéres évidences | suite 3 I'injection d’immunoglobulines anti-D pour
éviter I"auto-immunisation contre le facteur Rhésus
aprés un accouchement. Les préparations
d’études réalisées sur les chimpanzés ou | d'anticorps étaient contaminées par une souche
virale unique, la souche AD78. Cette cohorte a
I’immunisation des animaux par les | depuis été trés étudiée (Wiese et al., 2014).

démontrant le role des nAbs viennent

glycoprotéines d’enveloppe avaient un

role partiellement protecteur contre I’infection par HCV (Farci ef al, 1994). En 2007,
I’importance des nAbs dans I’¢limination du virus a été démontrée chez ’Homme par une
étude réalisée sur des patients infectés par une méme une souche virale connue du HCV, la
souche AD78 (géntotype 1b) . Dans cette étude, la clairance virale a pu étre
corrélée a une production précoce de nAbs, alors que les infections persistantes étaient
associées a une production retardée des nAbs (Pestka et al., 2007). Le role des nAbs chez
les patients chroniquement infectés par HCV reste cependant sujet & controverse (pour

revue, voir Zeisel et al., 2007 et Fafi-Kremer et al., 2012).

b) Evasion virale aux nAbs

Plusieurs mécanismes mis en jeu par le virus contribuent a I’évasion du HCV aux nAbs.
Une caractéristique majeure des virus a ARN comme HCV est leur grande variabilité
génétique due a ’absence d’activité correctrice, ou proof reading, de I’ARN polymérase
ARN dépendante virale (une erreur environ tous les 1000 nucléotides), couplée a une
production de particules virales trés élevée (10" a 10'* virions par jour chez les patients
infectés chroniquement par HCV) (Di Lorenzo et al., 2011). Il existe donc une population
de variants trés hétérogenes du HCV chez un méme patient. Ces variants sont nommés
quasi-especes (Di Lorenzo et al. 2011). 11 a été démontré que les régions hypervariables
HVRI1 des glycoprotéines d’enveloppe évoluent beaucoup plus rapidement que le reste du
génome viral (Kurosaki ef al., 1993). Les mutations dans ces régions ciblées par les nAbs
sont responsables de I’évasion du HCV aux nAbs. En effet, trés rapidement 1’anticorps
neutralisant ne reconnait plus la protéine virale mutée. De plus, les mutants délétés des
régions HVR1 sont beaucoup plus sensibles aux nAbs, suggérant que les régions HVR1
jouent un role de leurre pour le systéme immunitaire en masquant des structures tres

conservées des glycoprotéines d’enveloppe sensibles aux nAbs (Forns et al, 2000 ;
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Mondelli et al., 2001 ; Prentoe et al., 2011). De méme, les nombreuses glycosylations
retrouvées a la surface d’E1 et E2 rendent difficile ’accés des épitopes aux nAbs (Von
Hahn et al., 2007 ; Prentoe et al, 2011 Fafi-Kremer et al,, 2012). Certaines mutations
situées dans les domaines de liaison aux récepteurs d’entrée comme le CD81 peuvent aussi
contribuer a I’évasion du HCV au systéme immunitaire. De maniére intéressante, ces
mutants échappent au nAbs par une utilisation altérée des facteurs d’entrée (Fofana et al.,
2012).

Un autre mécanisme permettant d’échapper aux nAbs est la transmission directe du
HCV de cellule-a-cellule. En effet, par ce mode de transmission, le virus peut étre
disséminé dans le foie sans entrer en contact avec les nAbs présentent dans 1’espace
extracellulaire. L’importance de la transmission cellule a cellule et de I’échappement aux
nAbs dans la persistance du virus a également ét¢é mise en évidence lors de la
transplantation hépatique (TH). Malgré la présence de nAbs, la réinfection du greffon a
lieu dans les quelques heures suivants la TH. Parmi les variants viraux présents avant TH,
seule une fraction est sélectionnée et va pouvoir se multiplier dans le greffon. Les variants
sélectionnés sont caractérisés par une capacité d’entrée plus efficace dans les hépatocytes
et un meilleur échappement aux nAbs homologues (Schvoerer et al., 2007 ; Fafi-Kremer et
al., 2010).

Enfin, I’association du virus avec les lipoprotéines de 1’hdte contribue a I’échappement
aux nAbs. En effet, le virus circule majoritairement en association avec des lipoprotéines
de type VLDL ou LDL (low density lipoproteins) pour former une lipo-viro-particule
(LVP) infectieuse. Cette association pourrait protéger le virus en masquant les épitopes
viraux et en facilitant I’entrée virale, limitant ainsi I’exposition aux nAbs (Bartosch et al.,
2005 ; Fafi-Kremer et al., 2012). Le role des lipoprotéines dans 1’échappement du HCV
aux nAbs reste peu documenté. L’étude de ce mécanisme a constitue, une partie de ce

travail de thése (voir Fauvelle*, Felmlee*, Crouchet et al., Gastroenterology, 2016).

c) Les cellules dendritiques: lien entre les réponses innée et adaptative

L’immunité cellulaire anti-HCV est un processus hautement régulée et nécessitant la
coopération de plusieurs cellules. Les premiers acteurs sont les cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) comme les cellules dendritiques (ou dendritic cells, DC). Ces cellules
permettent un lien entre I'immunité innée et I’'immunité adaptative. Lorsqu’elles

rencontrent un agent pathogene comme HCV, les DC sont activées et en conséquence
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surexpriment des molécules clés de 'immunité : les HLA de type I et Il (human leukocyte
antigen) et les molécules de co-stimulation nécessaires a 1’activation des LT (par exemple
les récepteurs B7 et CD40) ainsi que certaines cytokines ou chimiokines permettant la
communication intercellulaire (par exemple I’interleukine 12 ou IL12 permettant la
différenciation des LT CD4" en LT helper de type 1). Les DC activées migrent dans les
ganglions lymphatiques et présentent les antigénes aux cellules effectrices de I’immunité
adaptative : elles activent les LT CD4" via I’interaction HLA II-TCR (T cell receptor) et
les LT CD8" par I’interaction HLA I-TCR.

Il existe deux types principaux de DC : les DC my¢loides considérées comme des CPA
« professionnelles » activatrices des LT naifs et sécrétrices d’IL-12 et les DC
plasmacytoides, moins efficaces dans la présentation d’antigénes mais grandes sécrétrices
d’IFN de type I et II (Spaan et al, 2012 ; Neumann-Haefelin et Thimme, 2013). Lors
d’une infection par HCV, il a ét¢ démontré que la présentation d’antigénes aux LT CD4"
par les DC my¢loides ainsi que leur capacité a sécréter de 1'IL-12 était entravée par
plusieurs protéines virales (Ryan et O’Farrelly, 2011). De plus, il a été observé une
diminution du nombre de DC plasmacytoides dans le sang des patients infectés
chroniquement par HCV ainsi qu’une diminution de leur capacité a produire de I’'IFN-y
(Ryan et O’Farrelly, 2011). En ciblant les DC, le virus peut ainsi bloquer le lien entre les
réponses innée et adaptative. Il est également important de noter que les DC sont des
cellules permissives au HCV et peuvent ainsi constituer un réservoir et contribuer a sa

dissémination (Lambotin et al., 2010).

d) Réponse cellulaire : role des LT

Les LT CD4" et CD8" jouent un role a
Un peu de poésie

important dans le controle de l'infection N
Lorsqu’un LT CD8" cytotoxique interagit par

par HCV. La phase aigué de I’infection est | contact direct avec une cellule infectée, il lui donne
L . , le fameux « baiser de la mort ». Ce baiser mortel
caractérisée par une tres forte réponse des correspond a une décharge de perforines et de
granzymes. Les perforines forment des pores dans
les membranes des cellules infectées et permettent
études ont démontré la corrélation entre | I'entrée des granzymes qui déclenchent ainsi

. . I'apoptose et la mort des cellules (Trambas et
’apparition des LT spécifiques du HCV et | gyiffiths, 2003).

LT contre les cellules infectées. Plusieurs

le déclin de la charge virale (Lechner ef al.,
2000). Des études réalisées sur les chimpanzés ont montré qu’une baisse du nombre de LT

CD4" est associée & une persistance de ’infection et & 1’apparition de variants échappant
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aux LT CD8" (Grakoui et al., 2003). De méme, une baisse du nombre de LT CDS8" induit
une persistance du virus (Shoukry et al., 2003). Ces études supportent le fait que les LT
CDS8" sont les effecteurs principaux de la réponse cellulaire controlant I’infection virale et
que les LT CD4" ont des fonctions « helper » permettant de prévenir ’apparition de virus
résistants aux LT CD8". Les LT CDS8" spécifiques du HCV exercent leur activité antivirale
par deux mécanismes principaux. D’une part, certains ont une activité cytotoxique et
induisent 1’apoptose des cellules infectées par le virus (voir encadre). D’autre part,
d’autres LT CD8" contribuent au contrdle de la réplication du virus en produisant des
cytokines pro-inflammatoires comme I’IFN-y et le TNF-o (tumor necrosis factor alpha)

(pour revue voir Neumann-Haefelin et Thimme, 2013).

e) Echappement du HCV a la réponse des LT

En dépit de I’efficacité¢ de la réponse des LT contre HCV, certains variants viraux
peuvent contourner leur action. Lors de la présentation d’un épitope par une CPA, le
I’antigéne reconnu est maturé par la cellule, se lie aux HLA de type I ou II et est présenté a
la surface de la cellule pour étre reconnu par les LT. La forte variabilité¢ génétique des
quasi-especes peut mener a des mutations de ces épitopes antigéniques normalement
reconnus par les LT. Plusieurs mécanismes sont possibles. La mutation peut entrainer une
dissociation peptide-HLA dans la cellule et une perte de la présentation de 1’antigéne. La
mutation peut également entraver le processus de protéolyse du peptide et entrainer sa
destruction plutdt que sa présentation. Enfin, les peptides présentés peuvent lier les HLA
mais la reconnaissance par les LT peut étre réduite ou altérée par rapport au peptide
d’origine (Bowen and Walker 2005). Des études réalisées chez les patients infectés par
HCV ont démontré que 1’apparition de variants échappant a la réponse des LT corrélait
avec la persistance du virus. De plus, ces variants ne sont pas détectés chez les patients
¢liminant le virus en phase aigué, indiquant que I’échappement aux LT constitue un
mécanisme menant a la chronicité de I’infection (Neumann-Haefelin et Thimme, 2013).

Il a également été observé que les fonctions des LT CD8" en elles-mémes étaient
affectées indépendamment de 1’échappement viral. La réponse des LT est généralement
trés forte durant la phase aigué de I’infection par HCV mais se trouve tres affaiblie durant
la phase chronique. Il s’agit du phénomene d’épuisement des cellules T. En effet,
I’exposition continue a des niveaux ¢levés d’antigénes viraux conduit a une perte

progressive des fonctions des LT. Les cellules perdent dans un premier temps leur capacité
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de prolifération, puis de production de certaines cytokines comme 1’IL-2, et dans certains
cas avancés, la production d’IFN-y est également abolie. L’état d’épuisement est aussi
caractérisé par une forte expression des récepteurs de mort programmée PD-1 (receptor
programmed cell death 1) a la surface des LT CD8" spécifiques du HCV, induisant une
forte apoptose de ces cellules (Wherry, 2011).

Enfin, les cellules T régulatrices (Treg) €t les cytokines immunosuppressives comme
I’IL-10 et le TGF-B contribuent également a la persistance du virus en inhibant les
fonctions des LT effecteurs (Alatrakchi et Koziel, 2009). En effet, une forte augmentation
des Trgs a €té observée chez les patients infectés chroniquement par HCV. Ces cellules

peuvent étre fortement activées par les protéines du HCV, comme Core, ou par le TGF-f3

f) Implications pour la recherche vaccinale

A I’heure actuelle, il n’existe pas de vaccin pour prévenir des infections par HCV. La
grande variabilité génétique du virus et 1’ingéniosité des mécanismes d’échappement au
systéme immunitaire menant a la chronicité de la maladie font de I’¢laboration d’un vaccin
un vrai challenge. Grace aux nouvelles connaissances sur I’immunité anti-HCV, de
nouveaux facteurs pourront étre pris en compte pour la production d’un vaccin efficace. La
restauration de la fonction des LT CD8" (par exemple en inhibant les récepteurs PD-1)
couplée a une réponse suffisante des LT CD4" helper s’avére étre un concept prometteur
(Baumert et al., 2014). En attendant, la lutte contre HCV reste basée sur 1’amélioration des

techniques de diagnostic et sur I’élaboration de traitements curatifs efficaces.

IVV. Diagnostic et traitements
1. Marqueurs de I’infection virale et méthodes de diagnostic

L’infection aigué est caractérisée par I’apparition d’une virémie positive (1 a 2 semaines
aprés infection) et d’une trés forte augmentation des taux d’ALAT (alanine
aminotransférase) sériques, jusque 10 fois supérieur aux normes (Figure 9A). 1l s’agit
d’une enzyme de la famille des transaminases présente en trés grande quantité dans les
hépatocytes. Une forte présence d’ALAT dans le sang témoigne donc d’une dégradation
massive des hépatocytes. La séroconversion, ¢’est-a-dire 1’apparition d’anticorps anti-HCV,
n’apparait qu’environ 8 semaines aprés contact avec le virus. (Chen et Morgan, 2006 ;
Chevaliez, 2011). Six mois apres I’infection, la persistance de I’ARN viral dans le sang

indique le passage en phase chronique de la maladie. Elle est caractérisée par une forte
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virémie et des taux d’ALAT supérieurs aux normes, mais cependant bien moins ¢levés
qu’en phase aigué (Figure 9B). Aprés séroconversion, les anticorps anti-HCV persisteront
a vie chez les patients infectés chroniquement (Chen et Morgan, 2006 ; Chevaliez, 2011).
Il est a noter que la présence d’anticorps anti-HCV dans le sang n’est pas nécessairement
indicative de la maladie. En effet, ils peuvent témoigner d’une infection passée résolue, les
anticorps anti-HCV pouvant étre détectés jusque 10 ans apreés ¢€limination du virus
(Maasoumy et Wedemeyer, 2012). Ainsi, la détection de I’ARN viral (virémie), couplée a
la mesure des taux d’anticorps anti-HCV et des marqueurs hépatiques comme 1I’ALAT,

sont indispensables au bon diagnostic de la maladie.

Anticorps anti-HCV (B) Anticorps anti-HCV
l ARN HCV | | ARN HCV |
ALAT ALAT
£
=
Norme Norme
T T T T 1 | | T T T T T T T 1 T T T T
4 8 12 16 20 36 48 96 144 192 0 4 8 12 16 20 36 48 96 144 192
Semaines aprés contamination Semaines aprés contamination

Figure 9. Evolution des marqueurs virologiques durant une infection HCV aigué
résolutive (A) et une infection HCV chronique (B). Figure adaptée de Chevaliez, 2011.

En routine, les taux d’anticorps anti-HCV sont déterminés par ’utilisation de test EIA,
pour enzyme immunoassays, en « sandwich ». Le principe repose sur la capture des
anticorps a ’aide d’antigénes spécifiques des protéines virales (core, NS3, NS4B et NS5A
pour les kits de 3° génération). Ils sont ensuite détectés grace a des anticorps anti-isotype
humains couplés a une enzyme qui, mise en présence de son substrat, donnera un produit
coloré. L’ARN viral est quant-a-lui détecté¢ et mesuré par PCR quantitative en temps réel
(RT-qPCR, Real Time-quantitative Polymerisation Chain Reaction) (Chevaliez, 2011).
D’autres marqueurs virologiques peuvent ¢galement étre utilisés comme la détection de la
protéine virale Core par des techniques immunologiques. Il a été démontré que les taux de
protéine Core sont proportionnels aux taux d’ARN viraux. La quantification de cette
protéine pourrait constituer une alternative a la quantification de I’ARN du HCV car elle se
révele moins couteuse, plus facile & mettre en ceuvre et moins sujette aux faux positifs.

Cependant, les techniques de détection de Core sont moins sensibles que les méthodes
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d’amplification de I’ARN. Elles pourraient donc étre mise en ceuvre préférentiellement
pour quantifier les titres viraux chez les patients traités pour une hépatite chronique afin de
suivre la réponse au traitement. Enfin, la détermination du génotype viral par séquencage
est primordiale avant la mise en place d’une thérapie car il détermine les doses et les

durées du traitement (Chevaliez, 2011).

2. Les traitements anti-HCV : aux armes etc...

Depuis plus de 10 ans, le traitement
Quand la génétique gouverne la réponse aux

standard pour les infections chroniques par | g traitements

HCV était basé sur la combinaison de En 2009, plusieurs études ont reporté que

les variations génétiques en amont du gene /L28B
codant I'IFN-A-3, sont des prédicteurs de la
ribavirine, un analogue nucléosidique a réponse aux traitements anti-HCV (Ge et al., 2009 ;
Thomas et al., 2009). Deux SNP (single nucleotide
large spectre antiviral. La durée du | polymorphism) principaux ont été identifiés: un
SNP favorable (rs8099917) et un SNP défavorable
(rs12979860). Le polymorphisme favorable est
semaines en fonction des patients, de leur associé a des taux plus élevés d’élimination virale
en phase aigué et a une meilleure réponse aux
génétique et de leurs | traitements en phase chronique. De plus, il est
retrouvé plus fréquemment chez les patients
d’origine européenne que chez les patients
d’origine africaine, expliquant que les populations
européennes répondent deux fois mieux aux
par le génotype 1, le génotype le plus | traitements (Ge et al, 2009). Le mécanisme par

. i . lequel le polymorphisme d’IL28B influence
agressif, nécessitent notamment des | pglimination du virus est encore inconnu. I

Iinterféron a (IFN-a) pégylé et de la

traitement se situait entre 24 et 72

antécédents mais aussi en fonction du

génotype viral. Les infections chroniques

semblerait que les patients portant [Iallele
défavorable aient des taux d’ISG beaucoup plus
autres génotypes. élevés lors de l'infection, expliquant ainsi une
mauvaise réponse a I'IFN exogeéne administré lors
Le but des traitement est d’arriver aune | gy traitement (Hayes et al, 2012). Cette
découverte permettrait de personnaliser les
traitements pour les patients ayant une génétique

virological response (SVR), caractérisée | défavorable.

traitements de plus longue durée que les

réponse antivirale soutenue ou sustained

par un ARN HCV indétectable (<10-15 UI/mL) 24 semaines apres 1’arrét du traitement. La
combinaison IFN-o/ribavirine permet une éradication du virus chez environ 80% des
patients infectés par les génotypes 2 et 3. Cependant, seul 40 a 50% des patients infectés
par le génotype 1 parviennent a une SVR (Pawlotsky, 2013). De plus, ces traitements sont
souvent mal supportés et induisent de nombreux effets secondaires dont les plus graves
peuvent amener a une diminution du traitement ou méme a son arrét chez 2 a 10% des
patients (graves dépressions, chute du nombre de plaquettes et de globules blancs,

maladies auto-immunes, atteintes rénales, cardiaques ou pulmonaires) (Dusheiko, 1997 ;
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Pawlotsky, 2013). Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques s’avérait donc
nécessaire pour lutter contre HCV.

Depuis plus de 20 ans, le développement de nouveaux modeles d’études des interactions
virus-héte (voir le chapitre « Modéle d’étude du HCV ») et la résolution 3D de plusieurs
protéines virales ont permis I’identification de nombreuses cibles potentielles pour
éradiquer HCV. Ces découvertes ont conduit au développement de petites molécules
inhibitrices prometteuses, augmentant considérablement I’efficacité des traitements et
présentant peu d’effets secondaires. Il s’agit des agents antiviraux a action directe ou
direct-acting antiviral agents (DAA), qui comme leur nom 1’indique ciblent directement le
virus, et des agents antiviraux a action indirecte ou host-targeting agents (HTA), ciblant

les facteurs de 1’hote indispensables a la réplication virale (Liang et Ghany, 2013).

a) Les DAA

Inhibiteur de la protéase virale NS3-NS4A

Récemment, les thérapies anti-HCV ont connu une vraie révolution grace au « boom »
des DAA. En 2011, les premiers inhibiteurs de la protéase virale NS3-NS4A, le Telaprevir
(Vertex/Janssen) et le Boceprevir (Merck) ont été autorisés aux Etats-Unis et en Europe
pour le traitement de 1’infection chronique par le génotype 1, en association avec I’IFN-a
et la ribavirine (Jacobson et al., 2011 ; Poordad et al., 2011). Les études cliniques de phase
IIT ont démontré que les patients traités par une trithérapie avec le Telaprevir parviennent a
une SVR en 24 semaines dans 89% des cas contre 54% des patients traités par ’IFN-a et la
ribavirine seuls (Jacobson et al., 2011). De méme, la trithérapie avec le Boceprevir montre
des taux de SVR de 63 a 66% contre 38% pour les patients traités en bithérapie (Poordad et
al.,2011). A ce jour, la trithérapie n’est utilisée que pour traiter 1’infection par le génotype
1 (Pawlotsky, 2013).

Bien que ces 2 molécules augmentent considérablement I’efficacité des traitements anti-
HCV, elles induisent des effets secondaires supplémentaires comme 1’anémie dans 36 a
50% des cas. De plus, ce traitement n’est pas applicable aux patients ayant recu une TH a
cause des interactions médicamenteuses observées avec les immunosuppresseurs et des
effets secondaires graves qui ont pu étre rapportés. Enfin, ce traitement s’avére plus
complexe a respecter pour les patients car ils sont contraints de prendre un plus grand

nombre de comprimés dont certains toutes les 8h (Liang et Ghany, 2013).
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Depuis, de nouveaux inhibiteurs de la protéase virale ont ét¢ développés et sont
actuellement testés en phase clinique II ou III. C’est le cas par exemple du Simeprevir
(Janssen), du Faldaprevir (Boehringer-Ingelheim) ou du Sovaprevir (Achillion) (Pawlotsky,
2014). Ces inhibiteurs de premicre génération posseédent néanmoins une faible barricre
génétique a la résistance : 1’utilisation de ces molécules engendre rapidement des variants
HCYV résistants aux traitements. De plus, les molécules faisant partie de la méme classe
d’inhibiteurs, et ciblant la méme protéine virale, ne peuvent pas se substituer les uns aux
autres. En effet, si des variants résistants émergent avec 1’une, les autres molécules ne
seront plus efficaces (Liang et Ghany, 2013). A I’heure actuelle, une seconde génération
d’inhibiteur de NS3-NS4A, comme le MK-5172 (Merck) ou I’ACH-2684 (Achillion), sont
testés en essais cliniques. Ils possédent une barriere génétique a la résistance beaucoup
plus élevée que les molécules de premicre génération et possédent une activité

pangénotypique (Pawlotsky, 2014).

Inhibiteur de la polymérase virale NS5B

Il existe 2 classes d’inhibiteurs de la polymérase virale : des analogues nucléos(t)idiques
et non-nucléosidiques (Eltahla et al., 2015). Les analogues nucléos(t)idiques ciblent le site
actif de I’ARN polymérase ARN dépendante virale, NS5B. Ces analogues sont incorporés
dans la séquence ARN des génomes viraux naissants et stoppent I’incorporation d’autres
nucléotides. Pour éviter une dissémination systémique de ces analogues, ils sont
développés sous forme de « prodrogues » qui seront clivées préférentiellement par des
enzymes hépatiques. Le site actif de la polymérase est trés conservé au sein des différents
génotypes du HCV. Bien qu’une seule mutation suffise pour conférer une résistance a ces
molécules, ce genre de phénomene est peu courant. De plus, les variants possédant ces
mutations ont des taux de réplication trés bas et deviennent cliniquement insignifiants. Par
conséquent, les analogues nucléos(t)idiques possédent une barriere génétique a la
résistance tres élevée. La Valopicitabine a été la premic¢re molécule prouvant I’efficacité de
ces analogues. Son développement fut néanmoins stoppé a cause d’effets secondaires
important au niveau gastro-intestinal (Eltahla ef al., 2015).

En 2013, le premier composé a avoir été approuvé pour le traitement de 1’hépatite C
chronique a ¢été le Sofosbuvir (Gilead), correspondant au 2'-F-2'-C-methyluridine
monophosphate (Sofia et al., 2010 ; Gane et al., 2013 ; Jacobson et al., 2013 ; Lawitz ef al.,
2013). En association avec I'IFN-a et la ribavirine, le Sofosbuvir permet des taux de SVR

atteignant jusqu’a 90% en 12 semaines, y compris pour des infections chroniques par le
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génotype 1 (Lawitz et al, 2013). D’autres études ont démontré que le Sofosbuvir en
association avec la ribavirine seule pouvait également induire de fort taux de SVR chez les
patients infectés par les génotypes 2 et 3 (Gane ef al., 2013 ; Jacobson ef al., 2013). Depuis,
la combinaison du Sofosubuvir avec la ribavirine ou d’autres DAA a permis de développer
des traitements sans IFN, offrant un confort de vie amélioré aux patients. En 2015, les
combinaisons Sofosbuvir/Simeprevir (inhibiteur de la protéase virale NS3/NS4A) et
Sofosbuvir/Ledipasvir (inhibiteur de NS5A) ont notamment été approuvées pour le
traitement des infections chroniques par HCV (Asselah et al., 2015).

Les analogues non nucléosidiques représentent quant-a-eux une famille de drogues trés
hétérogeénes ciblant un des cinq sites allostériques de la polymérase virale. La polymérase
virale du HCV est comparée a une main droite, avec des domaines correspondant au pouce,
a la paume et aux doigts. Les analogues non nucléosidiques peuvent se fixer dans les 2
domaines du « pouce » et dans les 2 domaines de la paume. Ils agissent de mani¢re non-
compétitive en inhibant les changements conformationnels nécessaires a [’activité
polymérase. A I’heure actuelle, plusieurs molécules de deuxieme génération sont en phase

de développement préclinique (pour revue, voir Pawlotsky, 2014 ; Eltahla et al., 2015).

Inhibiteur de la protéine NS5A

NSS5A est une protéine virale multifonctionnelle régulant a la fois la réplication virale et
la production de virions. Les inhibiteurs de NSSA développés a ce jour se lient au domaine
I de la protéine, domaine lui permettant de se lier a I’ARN viral, et bloquent par
conséquent sa capacité¢ a réguler la réplication du virus. Ces inhibiteurs sont également
capables de bloquer 1’assemblage et 1’export des virus nouvellement produits par un
mécanisme encore inconnu. Ce double effet inhibiteur permet une diminution rapide et
efficace de la production de virus dés les premiers jours de traitement. La premicre
génération de molécules développées inclut le Daclatasvir (Bristol-Myers Squibb) et le
Ledipasvir (Gilead). Ils sont trés actifs contre les génotypes 1 et 4 mais présentent une
efficacit¢ moindre contre les génotypes 2 et 3. De plus, ils présentent une barricre
génétique a la résistance basse. Actuellement, une seconde génération a été¢ développée,

avec barriére génétique a la résistance améliorée (Pawlotsky, 2014).

b) Les HTA

Afin de s’affranchir des problémes de résistance virale, d’autres molécules ont été

développées pour lutter contre les infections par HCV. Il s’agit des HTA qui comme leur
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nom l’indique ciblent les facteurs de 1’hote indispensable au cycle viral du HCV. En
ciblant les protéines de I’hote, les HTA ont une activité pangénotypique et une barriere
génétique a la résistance tres €levée. A I’heure actuelle, plusieurs HTA sont entrés en
phase clinique II ou III. Ils peuvent étre utilisés seuls, en combinaison avec d’autres HTA
ou avec des DAA. Les molécules les plus prometteuses sont les inhibiteurs de
cyclophilines, comme I’alisporivir (Debiopharm), qui inhibent la réplication du virus, et les
antagonistes du microARN 122 (miR122), comme le Miravirsen (Santaris Pharma). Ce
dernier se lie au miR122, un microARN trés exprimé dans le foie indispensable a la
traduction et la réplication du HCV, et inhibe ainsi la multiplication du virus. Ces
traitements sont détaillés dans la revue intitulée « Host-Targeting Agents to Prevent and
Cure Hepatitis C Virus Infection » est présentée en annexe (Zeisel, Crouchet et al.,

Viruses, 2015).

c) Thérapies anti-HCV : le début de la fin ?

Depuis 1’essor des DAA, les nouvelles thérapies d’avenir évolueront vers des
traitements sans IFN et seront basées sur des combinaisons de DAA et de HTA, dont
plusieurs sont déja autorisées (Pawlotsky, 2014 ; Asselah et al., 2015). Ces combinaisons
ont d’ores et déja fait leurs preuves en phase clinique et sont mieux tolérées par les patients.
Cependant, certaines questions demeurent. Tout d’abord, bien que les traitements soient
trés efficaces, de nombreuses résistances virales ont émergé. Le taux de multiplication
¢levé du HCV ainsi que ’infidélité de I’ARN polymérase virale entrainent des variabilités
génétiques non négligeables conduisant a une sélection rapide de variants résistants aux
drogues (Esposito et al., 2016). Ce point reste problématique notamment pour les patients
ne répondant pas au traitement et devant bénéficier d’une autre stratégie thérapeutique ou
dans le cas des rechutes (Pawlosty, 2014).

Les nouveaux DAA ont montré une efficacité remarquable y compris pour les
populations difficiles a traiter ne pouvant pas recevoir de traitement a base d’IFN-a
(Ferenci et al., 2015). Cependant le choix de la stratégie thérapeutique demeure un vrai
challenge pour certaines populations. Par exemple, chez les patients co-infectés par HIV,
des interactions médicamenteuses peuvent survenir entre les antirétroviraux et les DAA.
Le choix thérapeutique s’avere également crucial pour les femmes enceintes, les enfants,
les patients présentant une décompensation hépatique séveére ou encore les patients

présentant des insuffisances rénales (Pawlotsky, 2014). Le choix thérapeutique dépend en
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général du génotype viral, du profil du patient, du taux de SVR espéré, de la durée
souhaitée du traitement, des effets secondaires a éviter... Ceci nous permet d’imaginer qu’a
terme, un traitement individualisé et personnalisé pourra étre proposé au patient sous forme
de thérapie idéale : courte, efficace et bien tolérée (Pawlotsky, 2014 ; Liang et Ghany,
2016). Toutefois, il ne faut pas oublier qu’en parallele de ces progrés thérapeutiques
impressionnants, les méthodes de diagnostiques des hépatites aigués doivent continuer a
étre améliorées et la recherche pour le développement d’un vaccin préventif doit perdurer.
En réalité, le plus gros challenge a relever ne concerne pas I’efficacité des nouveaux
traitements mais la maitrise de leur cott élevé, la mise en place d’une politique de prise en
charge dans les pays industrialisés et leur accessibilit¢ dans les pays en voie de
développement (Chung et Baumert, 2014). En d’autres termes : « Ce n'est pas la fin. Ce
n'est méme pas le commencement de la fin. Mais, c'est peut-étre la fin du commencement”

(Winston Churchill / Discours - 10 Novembre 1942).

3. La transplantation hépatique

Comme décrit précédemment, g g | i
a en quelques cnirtres

I’infection chronique par HCV est un
- La premiere tentative de TH a été réalisée a
facteur majeur menant a la cirrhose | penver, aux Etats-Unis, en 1963 par I'équipe de
Thomas Starzl. En 1967, la méme équipe réalise
plusieurs TH avec succes grace aux progres de

avancé, la cirrhose comme le CHC | I'immunosuppression et les premiéres solutions de
préservation du greffon.

hépatique et au CHC. A un stade tres

peuvent mener a une insuffisance . .
- En France, les premieres TH remontent a 1964

hépatique grave (ou décompensation (Demirleau) et a 1966 (Garnier et Cordier).

- Aprés le rein, le foie est l'organe le plus

hépatique) nécessitant une TH €
transplanté en France.

' Chaque année, les infections par - En 2015, I’Agence de Biomédecine a relevé 1355

HCV sont responsables de prés de 50% | THenFrance.

des TH en Europe et en Amérique du Nord (Gane, 2008 ; Felmlee et al., 2016).

Aprés une TH, l'organe transplanté est systématiquement réinfecté par le virus,
quelques heures seulement apres I’opération (Garcia-Retortillo et al., 2002). La réinfection
est associée a une accélération de la maladie : 20 a 30% des patients développent une
cirrhose hépatique seulement 5 ans apres la transplantation, évoluant rapidement vers une
décompensation  hépatique  (Gane, 2008). De plus, certains traitements
immunosuppresseurs aggravent la réinfection du greffon par le HCV et sont associés a une

augmentation de la mortalité des patients transplantés (Hsu ef al., 2013). Chez ces patients,
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la « re-transplantation hépatique» (RTH) est une des seules options thérapeutiques. Au vu
du manque d’organes, de la dégradation rapide des greffons aprés réinfection, et de
I’espérance de vie diminuée apres une deuxieéme TH, la RTH pose des problémes éthiques
majeurs (Vinaixa et al., 2013). Le développement de nouvelles options thérapeutiques pour
les patients subissant une TH demeure donc nécessaire.

La stratégie optimale consisterait a ¢liminer le virus avant la TH. Jusqu’alors cette
stratégie se révélait difficile a cause de [’efficacité limitée des traitements standards,
notamment pour les patients présentant une cirrhose trés avancée (Felmlee et al.,, 2016).
Depuis Dl’arrivée des DAA, une récente étude clinique a démontré 1’efficacité de
I’association Sofosbuvir/ribavirine pour prévenir de la réinfection par HCV. Dans cette
étude, 70% des patients ont montré une réponse virologique en 12 semaines aprés la TH
(Curry et al.,, 2015). Cependant, I’efficacité de cette stratégie est trés génotype-dépendante
et nécessite encore plusieurs études et essais cliniques.

Le traitement des patients apres la TH par les DAA s’avére difficile. Historiquement,
deux stratégies étaient envisageables : traiter dés le premier mois aprés la TH, ou attendre
que I’hépatite C chronique soit observée. En dépit du bénéfice évident d’un traitement
précoce, cette stratégie n’était pas utilisée a cause des effets secondaires engendrés par les
traitements a ’IFN-a durant la période post-opératoire. A I’ére des DAA, des traitements
sans IFN pourraient étre envisagés rapidement aprés la TH (Felmlee et al, 2016).
Neéanmoins, les interactions médicamenteuses entre les immunosuppresseurs et les DAA
doivent étre pris en compte lors de I’élaboration des nouveaux traitements. Certains DAA
comme le Simeprevir, ne peuvent étre utilisés en association avec les immunosuppresseurs
de la classe des inhibiteurs de calcineurine. L’utilisation de la combinaison
Sofosbuvir/Daclatasvir nécessite ¢galement une modification des doses des traitements
immunosuppresseurs (Felmlee ef al., 2015).

Enfin, la derniére stratégie envisagée serait d’inhiber la réinfection en utilisant de
maniére concomitante a la TH des inhibiteurs d’entrée du HCV, comme des anticorps
dirigés contre les glycoprotéines d’enveloppe du HCV. En 2013, une étude menée par
Chung et ses collaborateurs a évalué les effets d’un anticorps monoclonal dirigé contre la
protéine virale E2 chez des patients transplantés. Malgré une nette diminution, un rebond
de la charge virale a été observée chez tous les patients (Chung et al, 2013). Ce
phénoméne s’explique par 1’apparition de variants viraux sélectionnés aprés la TH
caractérisés par une entrée dans les hépatocytes plus efficace et par une capacité

augmentée d’échappement aux anticorps neutralisants (Fafi-Kremer er al, 2010). Une
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solution serait donc d’utiliser des HTA pour bloquer I’étape d’entrée du HCV lors d’un TH
et prévenir la réinfection des greffons. Plusieurs molécules ciblant les facteurs d’entrée du
HCV ont d’ores et déja montré leur efficacité a inhiber 1’entrée virale in vitro et in
vivo comme le ITX-5061, un anticorps monoclonal ciblant le scavenger receptor class B
type 1 (SR-BI) (Sulkowski et al., 2014), ou les anticorps monoclonaux anti-claudine 1
(CLDN1) développés dans notre laboratoire (Mailly et al., 2015).

V.  Le métabolisme des lipoprotéines

Une caractéristique majeure du HCV est son intime connexion avec le métabolisme des
lipides et des lipoprotéines. Afin de mieux comprendre le cycle de réplication viral et les
relations du virus avec sa cellule hote, cette partie résume les caractéristiques des
lipoprotéines, leur composition et leur réle dans 1’organisme. De plus, ce chapitre présente
une protéine particuliere, 1’apolipoprotéine E (apoE), qui est a la fois régulatrice du

métabolisme des lipides et un facteur de I’hote indispensable a la dissémination du HCV.

1. Classification et structure des lipoprotéines

Les propriétés physiques des lipides les rendent insolubles en milieu aqueux ; ils sont
donc véhiculés a travers I’organisme grace a des édifices macromoléculaires complexes
nommés lipoprotéines. Les lipoprotéines constituent une vaste famille de particules
classées en 5 grandes catégories chez I’Homme, en fonction de leurs propriétés physico-
chimiques (Lagrost et al., 2005, d’aprés site web NSFAY).

Les lipoprotéines différent par leur composition en lipides et en protéines, ce qui
détermine leur densité ; les lipoprotéines les moins denses étant les plus riches en lipides et
les plus denses étant les plus riches en protéines. Ainsi, des moins denses au plus
denses, nous retrouvons: les chylomicrons (CM), les very low density lipoprotein (VLDL),
les intermediate density lipoprotein (IDL), les low density lipoprotein (LDL), et les high
density lipoprotein (HDL) (Hegele, 2009). Leurs propriétés respectives sont illustrées ci-

dessous dans la figure 10.

4 http://'www.nsfa.asso.fr/chercheurs/ressources-medicales/atherosclerose-physiopathologie/lipoproteines-et-
metabolismetinb5
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Figure 10. Propriétés physicochimiques des lipoprotéines sanguines. Le graphique ci-
dessus représente la densité des lipoprotéines (g/mL) en fonction de leur taille (diamétre en
nm). La densité est inversement proportionnelle a la taille. Les 5 classes principales de
lipoprotéines y sont schématiquement représentées, ainsi que leurs sous-types. Le tableau
répertorie leurs principales propriétés. Les CM et les VLDL sont les lipoprotéines les moins
denses, et les plus riches en triglycérides. Les LDL et les HDL sont quant-a-elle les plus
denses et les plus riches en cholestérol et représentent la majorité des lipoprotéines
sanguines. Les IDL, comme leur nom lindique, constituent une classe de lipoprotéines
intermédiaire entre les VLDL et les LDL. Chaque classe de lipoprotéines est impliquée dans
un type différent de transport des lipides. Les HDL participent a la voie de transport inverse du
cholestérol des organes périphériques vers le foie. Les VLDL, IDL, et LDL participent a la voie
endogéne de transport des triglycérides et du cholestérol du foie vers les organes
périphériques. Les CM sont impliqués dans la voie de transport exogéne des triglycérides
(provenant de I'alimentation) des intestins au foie. Graphique adapté de Feingold et Grunfeld,
2015. Données extraites de Lagrost et al., 2005 et Aizawa et al., 2015.

En dépit de leurs différences, les lipoprotéines possedent toutes une structure commune.

Ce sont des complexes macromoléculaires formés d’une monocouche de phospholipides
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(PL) dans laquelle est intégré du cholestérol libre (CL). Ces molécules exposent leur partie
polaire vers la surface de la particule et leur partie apolaire vers le ceeur du complexe.
Celui-ci est fortement apolaire et contient des triglycérides (TG) et du cholestérol estérifié
(CE). Ces structures sont stabilisées par des protéines particulieres aux propriétés
amphiphiles, les apolipoprotéines (apo) (Figure 11) (Hegele, 2009). En plus de leur role
structural, les apo servent de ligands pour les récepteurs cellulaires des lipoprotéines mais
aussi de co-facteurs pour des enzymes impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines

(Aizawa et al., 2015).

ApoB-100
ApoC
Triglycérides
Ester de cholestérol
VLDL
“———— Cholestérol libre
<— Phospholipide
ApoE

Figure 11. Structure des lipoprotéines, exemple des VLDL. Les lipoprotéines possedent
toutes la méme structure de base. Elles possédent un cceur apolaire formé de triglycérides et
d’esters de cholestérol entouré d’'une enveloppe amphiphile constituée d’'une monocouche de
phospholipides, de cholestérol libre et d’apolipoprotéines enchassées dans le complexe
lipidique. Le schéma ci-dessus représente une VLDL riche en ftriglycérides. Les
apolipoprotéines associées aux VLDL sont I'apoB-100 (une seule molécule d’apoB-100
englobant la totalité de la particule), apoE et apoC (plusieurs protéines échangeables).

Les deux lipides majoritairement transportés par les lipoprotéines sont les TG et le
cholestérol. Les TG sont formés de 3 acides gras (AG) liés a une molécule de glycérol. Ils
constituent une importante réserve d’énergie. En fonction des besoins de I’organisme ils
permettent d’apporter des AG a une grande variété de cellules. Ils y seront dégradés par la
B-oxydation afin de produire de I’énergie sous forme d’ATP. Les TG sont majoritairement
transportés par les CM, les VLDL et les IDL. Ces lipoprotéines ainsi que les résidus issus
de leur dégradation ou remnants, présents dans la circulation sanguine, appartiennent a la
famille des triglyceride rich lipoproteins ou TRL. Alors que les CM transportent les TG
issus de I’alimentation, les VLDL et les IDL distribuent les TG endogenes synthétisés par
le foie. Le cholestérol quant-a-lui posséde de nombreux rdles; il est a la fois, un
composant des membranes cellulaires, un précurseur des hormones stéroidiennes, de la

vitamine D, des acides biliaires et d’autres oxystérols et un composé indispensable a la

41



INTRODUCTION

neurotransmission. Les LDL et HDL sont spécialisées dans le transport du cholestérol dans
I’organisme. Les LDL, transportent le cholestérol du foie vers les organes alors que les

HDL assurent la voie de transport inverse du cholestérol des tissus vers le foie (Aizawa et

al,, 2015).

2. Les différentes voies de transport des lipides
a) La voie exogéne ou voie entéro-hépatique

Les TG et le cholestérol d’origine alimentaire sont absorbés par les cellules intestinales
lors de la digestion et sont pris en charge par les CM pour étre distribués dans I’organisme.
Ce processus est résumé dans la figure 12. Les TG représentent environ 90% des lipides
apportés par I’alimentation (Aizawa et al., 2015). Dans I’intestin gréle, ils sont hydrolysés
par la lipase pancréatique et émulsifiés par la bile en micelles. Les AG libres ainsi générés
sont captés par les cellules intestinales grace a la fatty acid binding protein (FABP). lls
seront a nouveau transformés en TG dans la cellule grace a plusieurs enzymes clés dont
DGAT-1 et -2 (Brahm et Hegele, 2015). Le cholestérol alimentaire ne représente que 25%
du cholestérol pris en charge par les CM. En effet, la majorité du cholestérol absorbé au
niveau des intestins provient de la réabsorption d’une partie des acides biliaires (50% des
acides biliaires produits). Le cholestérol est lui aussi intégré dans des structures micellaires
facilitant son absorption par les cellules intestinales via le Niemann-Pick Cl-like 1
(NPCIL1) (Gylling, 2004 ; Morgan et al., 2016).

Aprées absorption des lipides, la synthese des CM est initiée par la production d’apoB
dans les entérocytes. Dans ces cellules, I’apoB produite est 1’apoB-48 (48kDa). ApoB-48
est une forme tronquée de 1’apoB-100 (100kDa) issue de 1’édition de ’ARNm d’apoB
(Davidson et Shelness, 2000). Elle est produite vers la lumi¢re du réticulum
endoplasmique (RE) et lipidée cotraductionnellement par la microsomal triglyceride
transfer protein (MTP). La protéine lipidée fusionne ensuite avec les gouttelettes
lipidiques (GL) (Ramasamy, 2014). Ces derni¢res sont des organites spécialisés dans le
stockage des lipides neutres, en majorit¢ des TG et du CE (Roingeard et Depla, 2011) ; La
particule ensuite est maturée par 1’ajout de plusieurs apo comme I’apoA-1V (voir
encadreé) (Davidson et Shelness, 2000 ; Xiao et al., 2011). Les CM matures sont secrétés
dans la circulation lymphatique et rejoignent la circulation sanguine au niveau de la veine
sous-claviere gauche. Une fois dans le sang, les CM acquierent apoE et apoC (apoC-II et

apoC-III) a leur surface, ces apo provenant majoritairement du métabolisme des HDL
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(Xiao et al, 2011 ; Ramasamy, 2014).

Dans les capillaires sanguins, la
lipoprotein lipase (LPL), présente a la
surface des cellules endothéliales, est
activée par 1’apoC-II présente sur les CM
et va hydrolyser les TG pour libérer des
AG. La LPL est particulierement exprimée
au niveau du tissu adipeux et des muscles.
Les AG seront soit stockés dans les
adipocytes, soit f oxydés dans les muscles

pour apporter de I’énergie.

Q ApoA-IV : le « fat gatekeeper »

Lors d’un apport conséquent en lipides
par [l'alimentation, les cellules intestinales
répondent en augmentant leur production

d’apoA-IV qui est incorporée aux CM. Lla
production d’apoA-IV est tres rapide (de 15 a 30
min aprés le repas) et sa sécrétion dans la
circulation induit un effet de satiété, diminuant
la prise alimentaire par des mécanismes encore
peu compris. Elle est également produite par
I’hypothalamus, ou elle agit de maniere
synergique avec la leptine, ’hormone de satiété
par excellence. La consommation chronique
d’une alimentation riche en lipides réduit
considérablement la production d’apoA-IV et la
réponse hypothalamique, contribuant ainsi au
développement de I'obésité (Kohan et al., 2015).

Lors de la lyse des TG, la taille des CM diminue et apoC-II est a nouveau transférée aux
HDL. La perte d’apoC-II, I’activateur de la LPL, permet d’éviter une dégradation trop
importante des CM. De ce processus résulte la production de résidus de CM nommés
remnants. Au niveau du foie, les remnants passent dans 1’espace de Disse ou ils sont
enrichis en apoE libre sécrétée par les hépatocytes, facilitant ainsi leur capture par des
récepteurs hépatiques liant apoE : les heparan sulfate proteoglycan (HSPG), le LDLR et le
LDLR related protein 1 (LRP1) (Hegele, 2009 ; Xiao et al., 2011). Le LDLR possede deux
ligands principaux qui sont apoB-100 et apoE. Les remnants de CM portent une forme
tronquée d’apoB, I’apoB-48, qui ne possede pas le site de liaison au LDLR ; leur capture
dépend donc principalement d’apoE. (Davidson et Shelness, 2000). Aprés leur capture par
le foie, les lipides contenus dans les remnants de CM ont plusieurs devenirs : ils peuvent
étre dégradés, stockés dans les GL ou remis en circulation par la voie endogéne de

transport des lipides.

NB : Les hépatocytes sont des cellules polarisées possédant un péle basal (reposant sur une lame
basale) et un pdle apical ou sont présentes des microvillosités. Ces poles ne sont pas illustrés

dans les schémas présentés pour plus de simplicité.
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Figure 12. Métabolisme des TRL: voie exogéne et
endogene de transport des lipides. Durant la digestion, les
AG et le CL issus de l'alimentation sont émulsifiés par les
acides biliaires et captés par les entérocytes par la FABP et
le NCP1L1, respectivement. Les AG sont a transformés en
TG grace a plusieurs enzymes dont DGAT-1 et -2. Le CL
peut étre estérifié par 'ACAT. Les lipides sont ensuite
combinés a I'apoB-48 par la MTP pour produire les CM. Les
CM sont sécrétés dans la circulation ou ils acquiérent apoE.
La LPL va hydrolyser les TG pour libérer des AG utilisés par
les cellules périphériques. La LPL est fortement exprimée
dans les capillaires du tissu adipeux ou les AG sont stockés
dans les adipocytes sous forme de TG, mais également dans
les muscles squelettiques ou ils sont dégradés pour produire
de I'énergie. Les résidus de CM, ou remnants, générés par
laction de la LPL sont captés par les hépatocytes
majoritairement via le LRP1 et les HSPG.

Le CL et les TG aussi bien issus de I'alimentation que produits
de novo, peuvent étre remis en circulation par le foie sous forme
de VLDL. Les VLDL sont produites a partir de la lipidation de
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I'apoB-100. Le processus de synthése des VLDL est sensiblement le méme que celui des CM.
Une fois dans la circulation sanguine, les VLDL sont dégradées par la LPL pour libérer des AG.
Les remnants de VLDL, ou IDL, sont a leur tour transformés en LDL par la LH. Les IDL et LDL
peuvent étre éliminées par le foie via le LDLR ou par certaines cellules périphériques possédant ce
récepteur comme les macrophages.

b) La voie endogene de transport des lipides : role des VLDL, IDL, LDL

Le foie, acteur majeur de 1’homéostasie des lipides, centralise le métabolisme des
lipoprotéines. Comme décrit précédemment, le foie prend en charge les lipides
alimentaires en exces provenant des remnants de CM mais peut également produire des
TG et du cholestérol de novo (Gylling, 2004 ; Ramasamy, 2014). En fonction des besoins
de I’organisme, ces lipides sont remis en circulation grace aux VLDL. Le processus de
production des VLDL est sensiblement le méme que celui des CM. La différence majeure
réside dans la production d’apoB: alors que les intestins produisent une forme tronquée de
la protéine (apoB-48), le foie synthétise 1’apoB-100 dans son intégralit¢. Une seule
molécule d’apoB-100 est retrouvée a la surface de chaque VLDL (Davidson et Shelness,
2000). De plus, contrairement aux entérocytes, les hépatocytes produisent apoE qui est
intégrée aux VLDL directement dans la cellule (Ramasamy, 2014). Tout comme les CM,
les VLDL sont progressivement dégradées dans la circulation sanguine par la LPL
endothéliale pour libérer des AG (Figure 12). L’action de la LPL couplée a la perte d’une
partie d’apoC-II et d’apoE transforme les VLDL en particules plus petites nommées IDL
(aussi appelées VLDL remnants). Environ la moitié des IDL est internalisée par le foie via
I’interaction d’apoB-100 et d’apoE avec le LDLR ou par I’action combinée des HSPG et
du LRP1. L’autre moitié sera transformée en LDL par la lipase hépatique (LH) (Figure 12).
Cette enzyme hydrolyse les TG résiduels des IDL, entrainant une réduction de la taille des
particules et une relocalisation des apo échangeables (apoC, apoE) sur d’autres
lipoprotéines. Il en résulte la production de particules principalement composées de
cholestérol et d’apoB-100, les LDL (Feingold et Grunfeld, 2015 ; Morgan et al., 2016).
Les LDL permettent donc d’acheminer le cholestérol vers les cellules périphériques qui
expriment le LDLR a leur surface comme les macrophages, les adipocytes et les cellules

musculaires. Les LDL en exces retournent au foie (Feingold et Grunfeld, 2015).

En résumé, la voie de transport endogene permet le transport des TG et du cholestérol
du foie, vers les organes périphériques. Bien qu’absolument nécessaire au métabolisme

énergétique, les LDL sont associées au « mauvais cholestérol » (voir encadre) dans le
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langage courant en raison de la corrélation entre les taux de LDL sanguines et le
développement de troubles métaboliques (obésité, diabete) et de maladies

cardiovasculaires (athérosclérose) (Feingold et Grunfeld, 2015).

c) La voie de transport inverse du cholestérol

A Dinverse, il existe une voie permettant le transport du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie. Il s’agit de la voie de transport inverse du cholestérol impliquant
les HDL. Les HDL sont une famille de lipoprotéines trés hétérogénes, de taille et de
composition variée (pour revue, voir Kontush et al., 2015). L’apo principalement retrouvée
a la surface des HDL est I’apoA-I. ApoA-I est majoritairement produite par les hépatocytes
et les entérocytes sous forme libre ou peu lipidée. Apres sa sécrétion, elle recrute du CL et
des phospholipides pour produire des HDL naissantes discoides, en interagissant avec
I’ATP binding cassette subfamily A member I human (ABCA1) (Fitzgerald et al., 2010,
Zannis et al., 2015) (Figure 13). Bien que principalement lipidée par les hépatocytes,
apoAl peut aussi lier ABCA1l a la surface d’autres types cellulaires comme les
macrophages (Feingold et Grunfeld, 2015). Les HDL naissantes sont ensuite enrichies en
CL au niveau des tissus périphériques, ou du foie lui-méme, par I’action de ’ATP binding
cassette subfamily G member 1 human (ABCG1), pour produire des HDL2 immatures.
Contrairement a8 ABCA1 qui induit un efflux de CL sur 1’apoA-I libre ou faiblement
lipidée, ABCG1 induit un efflux de CL sur les HDL déja formées (Fitzgerald et al., 2010).
Afin de produire de large HDL matures ou HDL3, le CL contenu a la surface des HDL doit
étre estérifié (CE) par une enzyme nommée lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT)
(Figure 13). Cette enzyme est activée par apoA-I (Zannis et al., 2015).

Les HDL matures, chargées en CE, retournent ensuite au foie. Trés souvent, la particule
n’est pas internalisée et le CE est directement transféré dans les hépatocytes via
I’interaction des HDL avec le SR-BI. Il en résulte la production de petites particules HDL
qui retournent dans la circulation. ApoE est impliquée dans ce transfert en facilitant la
présentation des HDL au SR-BI (Arai et al., 1999 ; Bultel-Brienne et al., 2002). 1l existe
également un mécanisme indirect permettant la capture du CE par le foie. En effet, le CE
peut étre transféré sur les LDL et VLDL par 1’action de la cholesteryl ester transfer protein
(CETP), puis étre internalisé grace au LDLR et au SR-BI (Figure 13). Le cholestérol
retournant au foie peut étre excrété dans les canaux biliaires par les ATP binding cassette

ABCGS et ABCGS8 (Rader et Daugherty, 2008 ; Feingold et Grunfeld, 2015).
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Il est a noter que de nombreux échanges ont lieu entre les différentes classes de
lipoprotéines. Comme décrit précédemment, les apo échangeables peuvent passer d’une
classe de lipoprotéine a 1’autre dans la circulation. Il en va de méme pour le CE grace a la
CETP. La phospholipid transfer protein (PLTP) constitue un autre exemple d’enzyme
impliquée dans les échanges entre lipoprotéines puisqu’elle facilite le transfert des AG des
VLDL et IDL aux HDL (Tzotzas et al., 2009 ; Zannis et al., 2015).

En résumé, la voie de transport inverse du cholestérol permet d’éliminer le cholestérol
en excés accumulé dans les tissus périphériques. Les HDL ont donc des propriétés

antiathérogénes et sont considérées dans le langage courant comme le « bon cholestérol »

q Bon et mauvais cholestérol : 50 nuances de gras.

Pendant trés longtemps, les LDL ont été considérées comme le « mauvais cholestérol », contrairement
aux HDL considérées comme le « bon cholestérol ». Le métabolisme des lipoprotéines est en réalité tout en
nuances et bien plus complexe. Le dogme des HDL et du « bon cholestérol » est désormais révolu. Un article,
trés intéressant, de vulgarisation scientifique publié par Marc Gozlan dans Sciences et Avenir en 2013 nous
explique la chute du dogme. Tout commenga par une étude clinique réalisée par le laboratoire Roche sur une
nouvelle molécule, le dalcetrapib, qui avait la propriété d’augmenter la quantité des HDL sanguines. Verdict de
I’étude : le dalcetrapib ne protége pas des accidents cardiovasculaires (Schwartz et al., 2012). Le coup de grace
est venu d’une équipe américaine démontrant que les personnes ayant de forts taux de HDL étaient tout aussi
sujettes aux infarctus du myocarde que les personnes ayant de forts taux de LDL (Voight et al., 2012). D’autres
études ont vu le jour et ont montré que le taux de HDL (qu’il soit faible ou élevé) serait un marqueur de risque
cardiovasculaire mais non un facteur causal (Mackey et al., 2012). Plus encore que la quantité d’HDL, leur
qualité serait déterminante dans le développement de pathologies métaboliques. En 2011, Khera et al., ont
montré que la capacité des HDL a induire I'efflux de cholestérol des macrophages était liée au développement
de maladies coronariennes indépendamment du taux d’HDL total. Il semblerait d’ailleurs que les HDL de petites
tailles et tres riches en protéines induisent plus facilement les efflux de cholestérol que les autres particules de
la méme famille. De plus, tout comme les intempéries peuvent avoir une incidence sur la circulation des
voitures, les fonctions des HDL peuvent étre influencées par de nombreux facteurs externes génétiques ou
environnementaux. Marc Gozlan fait donc cette merveilleuse comparaison : « ce n’est pas tant le nombre de
camions qui importe que le professionnalisme des pompiers bien équipés ». En résumé, tous les sous-types
d’HDL n’ont pas de propriétés antiathérogenes et antioxydantes et leur nombre ne fait pas leur force. Comme
quoi, on I'a toujours dit, ce n’est pas la quantité qui compte mais la qualité...
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Figure 13. Métabolisme des HDL: voie de
transport inverse du cholestérol. ApoA-l est
produite et sécrétée en majorité par les
hépatocytes et les entérocytes. Elle interagit avec
ABCA1 et induit un efflux de CL pour produire des
HDL naissantes discoides. D’autres cellules
expriment ABCA1, comme les macrophages, et
peuvent induire un efflux de CL sur I'apoA-l libre.
Les HDL naissantes passent dans la circulation
sanguine et sont enrichies en CL par les cellules
périphériques via ABCG1, pour produire des HDL
de type 2 (HDL2). ABCG1 est également exprimé
par les entérocytes et les hépatocytes. Le CL
contenus dans les HDL2 est estérifié par la LCAT
pour produire des particules matures, les HDL3.

Les HDL matures interagissent avec Iles
hépatocytes grace a SR-Bl, qui permet un
transfert sélectif du CE dans la cellule. Il en

résulte la formation d’HDL de petite taille qui retournent dans la circulation sanguine. Il existe
également des mécanismes d’échanges de lipides entre les HDL matures et les LDL : le CE
peut étre transféré des HDL aux LDL par la CETP et les AG peuvent étre transférés des LDL

aux HDL par la PLTP.
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3. ApoE : au dela du transport des lipides

Les apo échangeables sont les

(2"

, ) . Role non conventionnel d’apoE
régulateurs du métabolisme des

ApoE est connue pour son réle primordial
dans le transport des lipides. Cependant, elle
Yao, 2012). ApoE en est le parfait exemple. posséde de nombreux réles non conventionnels.
En effet, apoE influence de nombreux aspects de
A Torigine reconnue comme un acteur | la réponse immunitaire et inflammatoire. ApoE
. i . . peut notamment inhiber la prolifération des LT
majeur du métabolisme et de la clairance | cps* ot cpg par des récepteurs non
conventionnels, distincts du LDLR (Kelly et al.,
1994 ; Jofre-Monseny et al., 2008). Elle régule
apoE a ¢été ensuite caractérisée comme | également I'expression de plusieurs cytokines

i . . . comme I'lL12 et le TNF-a.. De plus, apoE contréle
régulateur de processus biologiques aussi | |5 réponse inflammatoire en inhibant la

lipoprotéines (pour revue, voir Sundaram et

des lipoprotéines (Shore et Shore, 1973),

production de monoxyde ‘azote (NO) (Zhang et

variés que I’homéostasie du cholestérol et
al., 2011).

des TG, les fonctions cognitives, et
I’immunorégulation . Les différentes isoformes de la protéine ont également
identifi¢ comme des facteurs de risque dans le développement de maladies métaboliques
(athérosclérose), de pathologies neurodégénératives (maladie d’Alzheimer) et de maladies

infectieuses (HCV, HIV).

a) Relations structure-fonction

Parce que les fonctions d’une protéine sont dictées par sa structure, il est nécessaire de
comprendre les propriétés physiques d’apoE et de ses isoformes. ApoE est une
glycoprotéine soluble de 299 acides aminés (34kDa). Elle est produite et sécrétée en
majorité par les hépatocytes mais également par plusieurs types cellulaires comme les
macrophages, les astrocytes, et les adipocytes (Huang et Mahley, 2014).

ApoE est formée de 2 domaines structuraux, un a chaque extrémité de la molécule,
séparés par une région charniére (Wetterau et al., 1988) (Figure 14). La partie Nter est
formée de 4 hélices a antiparalleles et renferme le domaine de liaison aux récepteurs de la
superfamille du LDLR et aux HSPG. Seule ’apoE associée aux lipides peut lier le LDLR
avec une forte affinité, ’apoE libre n’étant que peu affine (Hatters et al., 2006). Comme
toutes les apo échangeables, apoE posséde en Cter un domaine de liaison aux lipides
amphipathique, riche en hélices o, lui permettant de passer de maniére réversible d’une
forme li¢e aux lipoprotéines sanguines a une forme libre. (Saito et al., 2004, Hatters et al.,
2006). Bien que la structure de la partie N terminale (Nter) ait été résolue dés 1991

(Wilson et al., 1991), la résolution de la partie Cter a été freinée car la forme libre d’apoE
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forme des polymeres en interagissant par la partie Cter (Garai et Frieden, 2010). Il fallut
attendre 2011 pour que la structure entiére de la protéine soit résolue (Chen et al., 2011 ;
Hsieh et Chou, 2011).

Domaine Nter (22 kDa) Domaine Cter (10 kDa)

! I l

Domaine de liaison aux récepteurs

| | 61 158

231
166 191
Région /é&
N, (\:harmére - LJ
N 255
- omaine de
liaison aux lipides

E2: Cys'?, Cys'58
E3: Cys''2, Arg'5é
E4: Arg"2, Arg1s® 271

CO,H

Figure 14. Structure de I'apoE libre humaine. Le domaine Nter de la protéine est formé de
4 hélices a antiparalléles et contient le domaine de liaison aux récepteurs (LDLR, LRP1,
HSPG), situé sur I'hélice 4 (vert-foncé). Le domaine Cter, formé d’hélices a amphipathiques,
renferme le domaine de liaison aux lipides. Les deux domaines Nter et Cter sont séparés par
une région charniére. Les résidus 112 et 158 different en fonction des isoformes de la protéine.
La forme sauvage posséde les résidus Cys112 et Arg158. Dans la forme apoE2 le résidu
Arg158 est substitué par une cystéine, ce qui change la conformation du domaine Nter et
réduit considérablement linteraction avec les récepteurs d’apoE. Dans la forme apoE4 le
résidu Cys112 est substitué par une arginine, ce qui modifie également la structure et induit la
formation d’'un domaine d’interaction supplémentaire entre Arg61 et Glu255. Figure adaptée
de Hsieh et Chou, 2011.

Chez ’'Homme, apoE est retrouvée sous 3 isoformes majoritaires : apoE2, apoE3 et
apoE4. ApoE3 est la plus répandue et correspond a la forme sauvage de la protéine tandis
qu’apoE2 et apoE4 sont deux isoformes mutantes ne différant que par un seul acide aminé.
Bien que subtiles, ces variations changent profondément la conformation de la protéine et
donc ses fonctions. L’isoforme apoE2 posséde une substitution du résidu Argl58 par une
cystéine perturbant la structure du domaine de liaison aux récepteurs en Nter et diminuant
fortement I’affinité de la protéine pour le LDLR (moins de 2% de la capacité de liaison en
comparaison a la forme majoritaire apoE3) (Figure 14). Cette faible affinité a pour
conséquence un défaut d’élimination des lipoprotéines sanguines et le développement de
pathologie comme I’hyperlipoprotéinémie de type III. L’isoforme apoE4 posséde une
substitution du résidu Cys112 par une arginine, avec pour conséquence une déstabilisation

de la protéine et la formation d’'un domaine d’interaction supplémentaire entre les résidus
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Arg61 et Glu255 présent dans le domaine de liaison aux lipides en Cter (Figure 14). Bien
qu’ayant une affinit¢ de liaison au LDLR semblable a la forme sauvage, apoE4 est
impliquée dans le développement de pathologies métaboliques comme 1’athérosclérose. En
effet, apoE4 se lie préférentiellement aux VLDL plutoét qu’aux HDL. Elle inhibe ainsi le
processus de lipolyse des VLDL dans le sang, réduit leur clairance et augmente la quantité
de cholestérol circulant. De plus, I’instabilit¢ de la forme apoE4 nuit aux propriétés
neuroprotectrices d’apoE dans le cerveau et induit le développement de maladies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Hatters et al., 2006). Le
développement de telles pathologies, dii a un seul changement dans la séquence de la
protéine, illustre parfaitement le rdle-clé d’apoE dans de nombreux processus

physiopathologiques.

b) Réle d’apoE dans le métabolisme des lipoprotéines

Meétabolisme des TRL

Un des principaux roles d’apoE est le transport des lipides dans le sang vers les organes.
Pour la majeure partie, I’apoE biologiquement active se trouve liée aux lipoprotéines. Elle
est notamment présente a la surface des TRL : les CM, les VLDL et leur résidus de
dégradation (CM remnants et IDL respectivement). ApoE se lie avec une forte affinité aux
HSPG, au LDLR et au LRP1 et promeut ainsi la capture des TRL principalement par les
hépatocytes (Feingold et Grunfeld, 2015). Dans une moindre mesure, apoE existe sous une
forme libre sécrétée majoritairement par les hépatocytes et les macrophages (Oram et al.,
1996 ; Tokuda et al., 2000 ; Okoro et al, 2012). L’apoE libre permet d’enrichir les
remnants des TRL en apoE et ainsi de faciliter leur élimination par le foie (Feingold et
Grunfeld, 2015). Le role de cette apoE libre reste cependant peu connu. L’étude du role
de I’apoE libre dans le métabolisme des lipoprotéines a constitué une partie de ce
travail de these (voir Crouchet et al., Gut, 2016). ApoE peut également influencer le
métabolisme des TRL au dela de ses propriétés de ligand. Une forte production d’apoE
augmente la synthese et la sécrétion de VLDL. De plus, une concentration élevée d’apoE
dans le sang induit une accumulation de cette derniére a la surface des VLDL et réduit
considérablement leur dégradation en provoquant un déplacement de I’apoCIl, 1’activateur
de la LPL (Huang et al., 1999 ; Phillips, 2014). Ainsi, apoE régule a la fois le catabolisme
et I’anabolisme des TRL et est donc un important régulateur du taux de TG sanguins et

intracellulaires (Phillips, 2014).
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Meétabolisme des HDL

ApoE est aussi retrouvée a la surface de certaines classes de HDL, incluant de larges
particules ou elle est la seule apo représentée, et des particules ou apoE est associée a
apoAl. ApoE est donc un acteur majeur de la voie de transport inverse du cholestérol.
Deux voies cellulaires majeures permettent la production d’apoE-HDL. D’une part, il a été
démontré que, comme apoAl, apoE libre ou faiblement lipidée peut interagir avec ABCA1
et induire un efflux de CL pour générer des HDL discoides. Ces derniéres sont maturées en
particules sphériques par I’action combinée d’ABCG1 et de la LCAT (Kyriakos et al.,
2007). D’autre part la formation d’apoE-HDL peut résulter du recyclage d’apoE lors de la
clairance des TRL (Heeren et al., 2007 ; Getz et Reardon, 2009). Ce mécanisme est décrit

dans la figure 15.
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Figure 15. Le recyclage d’apoE induit la formation d’HDL. (1) Dans la circulation, les TRL
sont dégradées par la LPL pour libérer des AG. Les remnants sont enrichis en apoE
provenant des HDL et rapidement internalisés via l'interaction d’apoE avec ses récepteurs
(LDLR, LRP1, HSPG). (2) Une fois internalisés, les remnants sont dissociés dans les
endosomes précoces (non détaillé) et les différents composants sont triés. Alors que la partie
lipidique de la particule et I'apoB sont dirigées vers les endosomes tardifs pour étre dégradeés,
I'apoE et son récepteur sont dirigés vers les endosomes de recyclage. (3) La rétention d’apoE
provoque une mobilisation du CL intracellulaire vers les endosomes de recyclage. De plus, les
apoAl-HDL internalisées par le foie seront également dirigées vers les endosomes contenant
apoE. Il en résulte la formation d’apoE-HDL et un efflux de cholestérol. (4) Les apoE-HDL
sécrétées peuvent a leur tour faciliter I'enrichissement des remnants en apoE pour améliorer
leur clairance par le foie, complétant ainsi le cycle de recyclage d’apoE.
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¢) Quand apoE devient I’ennemie : développement des maladies métaboliques

ApoE est considérée comme un facteur anti-athérosclérotique. Son role protecteur parait
évident au regard des multiples rdles d’apoE dans le métabolisme physiologique des
lipoprotéines. Cependant, son bénéfice dépend grandement de sa concentration
plasmatique et de I’isoforme de la protéine. Un seul changement dans la structure d’apoE
provoque des maladies métaboliques graves. Les isoformes apoE2 et apoE4 en sont les
meilleurs exemples car elles accélerent le développement de pathologie comme
I’hyperlipoprotéinémie de type III et I’athérosclérose (Heeren et al, 2007 ; Getz et
Reardon, 2009).

ApoE?2 et I’hyperlipoprotéinemie de type 111

L’hyperlipoprotéinemie de type III (HLP III) est 'une des 5 HLP familiales décrites par
Fredickson (Fredickson et al., 1967). 1l s’agit d’une pathologie métabolique caractérisée
par des taux élevés de cholestérol et de TG plasmatiques, typiquement supérieurs a 300
mg/dL (les normes étant situées respectivement entre 160 et 200 mg/dL et entre 35 et 150
mg/dL, respectivement). Cette pathologie prédispose au développement précoce de
I’athérosclérose. L expression de I’isoforme mutée apoE2 chez les patients atteints est une
des anomalies métaboliques majeures accélérant le développement de cette pathologie. En
effet, la faible affinité d’apoE2 pour le LDLR diminue trés largement la clairance
plasmatique des TRL et de leur remnants. De plus, cette affection est également
caractérisée par la présence de VLDL anormales (B-VLDL), trés enrichies en cholestérol,
en TG et en apoE2. L’accumulation d’apoE2 sur ces VLDL diminue leur catabolisme avec
pour conséquences leur accumulation dans le sang et une nette diminution de la production
de LDL (le produit final de la chaine de dégradation des VLDL). Les B-VLDL étant
hautement athérogénes, apoE2 augmente les risques de maladies cardio-vasculaires
(Phillips, 2014 ; Mahley, 2016). Toutefois, apoE2 n’est pas seule responsable de la maladie
qui est multifactorielle ; ’HLP III ne se déclare que chez les patients homozygotes pour
apoE2 ayant d’autres facteurs de risques génétiques et environnementaux comme 1’age,

I’obésité ou une alimentation riche en graisses (Phillips, 2014).
ApoE4 et athérosclérose : liaison dangereuse avec les VLDL

Contrairement a apoE2, apoE4 est trés affine pour le LDLR. Cependant, elle est

associée a de fort taux de LDL-cholestérol plasmatiques et des risques d’athérosclérose. Ce
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phénomeéne serait dii a une préférence
d’apoE4 pour les VLDL plutét que pour les
HDL. ApoE4 possede un domaine
d’interaction supplémentaire, par rapport a
la forme apoE3, entre le domaine Nter
(Arg61) et le domaine de liaison aux lipides
en Cter (Glu255), ce qui modifie la structure
de la protéine. Ce domaine d’interaction est
responsable de son association préférentielle
aux VLDL (Hatters et al., 2005). En effet,
inhiber cette interaction par des petites
molécules (nommées ApoE4SC pour apoE4
Structure corrector) ou par mutagenese

permet un shift d’apoE4 des VLDL aux

2’ ApoE4 et neurobiologie

ApoE joue un réle primordial dans le
cerveau ou elle régule la synaptogenéese, la
plasticité neuronale, la croissance et |Ia
réparation des neurones en  assurant
’'homéostasie du cholestérol (Hauser et al,
2011). ApoE est également impliquée dans
I’élimination du peptide B-amyloide (AB) par les
neurones. L’accumulation du peptide AB dans le
cerveau, connue sous le nom de plaque sénile,
est I'une des caractéristiques de la maladie
d’Alzheimer (AD). Il a été démontré que
'isoforme apoE4 était impliquée dans le
développement de I’AD car contrairement a
apoE3, sa structure particuliere empéchait la
liaison au peptide AB et son élimination (Hauser
et Ryan, 2013). De plus, apoE4 en elle méme a de
nombreux effets délétéres sur les neurones en
induisant des perturbations du métabolisme du
cholestérol dans le cerveau (Mahley 2016).

HDL et d’obtenir une protéine aux fonctions similaires a apoE3 (Dong et Weisgraber,

1996 ; Mahley, 2016). Le role d’apoE4 dans le développement de 1’athérosclérose est

encore peu connu. Néanmoins, il semblerait qu’apoE4 réduise la clairance des remnants de

VLDL et diminue la production d’apoE-HDL (Heeren et al, 2007 ; Li et al., 2013 ;

Mahley, 2016). Comme décrit précédemment, apoE3 peut étre recyclée pour produire des

HDL et stimuler un efflux de cholestérol. A I’inverse, apoE4 s’accumule dans les cellules

et n’est pas recyclée de maniere efficace, induisant un défaut de production des apoE-HDL

et une accumulation de cholestérol intracellulaire. Enfin, I’accumulation de cholestérol

dans les cellules réduit I’expression du LDLR et provoque une accumulation de LDL pro-

athérogenes (Heeren et al., 2007 ; Mahley, 2016).

Le développement de ces pathologies associé¢es aux isoformes d’apoE démontre une

fois de plus I’'importance de cette protéine dans la régulation du métabolisme lipidique.
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VI. Levirus de I’hépatite C
1. Classification

Le HCV appartient a la famille des Classification des virus

Flaviviridae et au genre des Hepacivirus
De nos jours, I'International Committee on

(Figure 16) (voir encadre). La famille | Taxonomy of Viruses (ICTV) fixe la classification
des virus en ordres (-virales), familles (-viridae),
genres (-virus) et especes. Historiquement, il
existe une autre classification des virus, non
phylogénétique, mise au point par David
dengue, le virus West Nile, le virus de la | Baltimore (Prix Nobel de Médecine en 1975). Les

. . . . . virus y sont classés en fonction de la nature de
fievre jaune, le virus Zika...), les Pestivirus | |,y génome et de son mode d’expression. En

des Flaviviridae comprend également les

genres Flavivirus (incluant le virus de la

suivant cette classification, HCV appartient au
groupe 1V, regroupant les virus a ARNsb de

et les Pegivirus (représenté par le virus de | polarité positive.

(par exemple le virus de la fiévre porcine),

I’hépatite G). Les variants du HCV sont regroupés en 7 génotypes principaux et en
nombreux sous-types. Bien que ces génotypes présentent de grandes différences génétiques
et une distribution géographique variable, ils sont considérés comme une seule espéce par
les regles actuelles de I'International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Deux
autres especes sont retrouvées dans le genre des Hepacivirus : le GB virus B (GBV-B),
isolé chez le tamarin, et le non-primate hepacivirus (NPHV), trés récemment découvert
chez le cheval (Figure 16). La présence du NPHV chez le chien reste encore incertaine

(Simmonds, 2013)

2. Lacurieuse nature de la particule virale du HCV

Avant le développement du modele d’étude HCVcec (voir chapitre « Modele d’étude du
HCYV), la caractérisation des particules virales du HCV a été réalisée a partir de virus isolés
de chimpanzés ou de patients chroniquement infectés. Ces études ont révélé que les
particules virales possédaient une densité située entre 1,03 et 1,20 g/cm’. Alors que les
particules de haute densité sont souvent peu infectieuses, les particules de faible densité
(de 1,03 & 1,10 g/em’) correspondent aux formes virales les plus infecticuses. (Bradley et
al., 1991 ; Pumeechockchai et al., 2002 ; Catanese et al, 2013). Cette particularité
surprenante, ¢galement observée par la suite en culture cellulaire, est en réalité due a
I’association du virus aux lipoprotéines (Thomssen et al, 1992 ; André et al, 2002 ;
Lindenbach et al., 2006). En effet, certaines apo comme apoB, apoE, apoAl et apoC sont
associées aux particules virales du HCV (Chang et al., 2007 ; Gastaminza et al., 2008 ;
Meunier et al., 2008 ; Catanese et al., 2013).
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Figure 16. Arbre phylogénétique de la famille des Flaviviridae. La famille des Flaviviridae
comprend quatre genres : les Flavivirus classés en fonction des vecteurs de transmission, les
Pestivirus, les Hepacivirus et les Pegivirus, un genre trés récemment découvert. L’arbre est
basé sur la comparaison des séquences conservées de I'ARN polymérase de variants
représentatifs au sein de chaque genre et espéce. L’arbre phylogénétique a été construit par
« neighbour-joining ». Une divergence de 0,1, soit 10% de divergence des séquences en
acides-aminés, est représentée sur la barre d’échelle. Figure adaptée de Simmonds, 2013.

De plus, I’analyse du profil lipidique des virions purifiés a montré qu’ils contenaient des
taux de TG et de cholestérol similaires aux VLDL, IDL et LDL (Merz et al, 2011).
L’association des particules virales avec les lipoprotéines leur a valu le nom de lipo-viro-
particule (LVP) (André et al., 2002). Les LVP produites en culture cellulaire possédent des
densités plus élevées que les LVP isolées chez les patients infectés, avec un pic
d’infectivité situé entre 1,10 et 1,15 g/cm’. Ces différences s’expliquent par le fait que les
cellules Huh7 utilisées pour produire le virus in vitro ont un défaut de production de VLDL
matures, dii a une faible efficacité de lipidation de 1’apoB-100, et produisent donc des

particules VLDL-like (Jammart et al., 2013 ; Lindenbach et al., 2016).
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Les particules virales HCV possédent un diametre allant de 50 a 80 nm. En plus des
composants spécifiques des lipoprotéines, elles contiennent les composants viraux
classiques : un génome viral d’ARN simple brin (ARNsb) protégé par une capside
icosaédrique formée par la protéine virale core avec laquelle il forme la nucléocapside. La
nucléocapside est entourée d’une membrane lipidique nommée enveloppe virale provenant
de la cellule héte, dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2
(Figure 17) (Lindenbach, 2013 ; Popescu et al., 2014). La nature exacte des interactions
entre le virus et les composants des lipoprotéines reste peu connue. Une possibilité serait
que les lipoprotéines s’associent de manicre périphérique au virus via I’interaction entre les
apo et les composants protéiques ou lipidiques de I’enveloppe virale. Une autre hypothése
serait que les LVP correspondent a des particules hybrides issues de la fusion entre le virus
et les lipoprotéines, partageant une méme enveloppe lipidique (Figure 17) (Bartenschlager
et al., 2011 ; Lindenbach, 2013).

A VLDL HCV
Ap

e 4————— Glycoprotéines (E1 et E2)
ApoE ?? Enveloppe virale
—>
Génome viral (ARNsb)
ApoB-100 Capside (Core)
D

o 0¥

Figure 17. Structure schématique de la LVP. (A) La particule virale HCV est formée d’une
capside icosaédrique, formée de la protéine core, renfermant le génome viral ARNsb et
entourée d’'une enveloppe dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines E1 et E2. Le virus est
lié aux lipoprotéines sériques. L’exemple illustré est celui des VLDL. (B-D) Différents modéles
d’interaction entre HCV et les VLDL. HCV pourrait s’associer aux VLDL via l'interaction entre
les apo et les glycoprotéines d’enveloppe (B) ou par les composants lipidiques de son
enveloppe (C). La LVP pourrait également correspondre a un complexe hybride entre le virus
et la VLDL (D).
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3. Organisation génomique

Le génome du HCV est un ARNsb de polarité positive d’environ 9,6 kb. Il est constitué
d’un seul ORF (open reading frame ou cadre de lecture ouvert) flanquée par deux régions

non traduites trés structurées en 5’ et 3’ (Figure 18) (Moradpour et Penin, 2013).
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Figure 18. Organisation génétique du HCV et maturation de la polyprotéine virale. Le
génome ARNsb de 9,6 kb du HCV est schématisé ci-dessus. La région 5 UTR contient un
IRES dictant la traduction de la polyprotéine virale. La région 3’ UTR comprend 3 régions :
une région variable, une région polyU/UC et la région X, trés conservée et structurée en 3
tiges-boucles (stem-loop, SL). Le génome contient un seul cadre de lecture ouvert (ORF)
codant une polyprotéine allant de la région Core a la région NS5B. Celle-ci est maturée par
les signal-peptidases du RE (triangles noirs) et par la protéase virale NS3/NS4A aprés son
auto-clivage (fleches noires) en 10 protéines. Le triangle gris correspond au site de maturation
de la protéine core par une signal-peptide-peptidase cellulaire. Toutes les protéines virales
sont ancrées directement au niveau de la membrane du RE, a I'exception de NS3. Il est a
noter que la maturation de la polyprotéine a lieu de maniére co- et post-traductionnelle.

La région 5’UTR (untranslated region) est trés conservée parmi les différents génotypes

du HCV. Elle est formée de quatre domaines majeurs structurés en tige-boucles et
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renferme un IRES (domaines II a I'V) dictant la traduction de la polyprotéine virale par un
mécanisme coiffe-indépendant (Fukushi et al., 1994). De plus, le domaine I, en amont de
la structure IRES, joue un crucial dans la réplication de I’ARN viral (Friebe ef al., 2001).
La région 3’ UTR, est composée de 3 régions distinctes : une région variable (30 a 50 nt) et
donc peu conservée parmi les génotypes, une région riche en uracile/pyrimidine (20 a 200
nt en fonction des génotypes) nommée région polyU/UC, et la région X, trés structurée et
trés conservée (98 nt) (Moradpour et Penin, 2013). Ces structures jouent un rdle clé a la
fois dans la réplication et dans la traduction virale (Kolykhakov et al., 1996 ; Badrick ef al.,

2006 ; Song et al., 2006).

4. Les protéines virales

Comme décrit dans la figure 18, la polyprotéine générée par traduction IRES-
dépendante est maturée par les protéases cellulaires et virales en 10 protéines virales: les
protéines structurales Core, E1 et E2, la viroporine p7 et les protéines non-structurales NS2,

NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B impliquées dans le cycle réplicatif du virus.

a) Core

Lors de I’étape de traduction, une séquence-signal interne, localisée entre Core et El,
permet la translocation de la polyprotéine a travers la membrane du RE. Le clivage de cette
séquence-signal par la signal-peptidase du RE permettra de libérer une forme immature de
la protéine Core de 191 acides aminés (aa). Par la suite, la protéine Core mature (177 aa)
sera générée par un second clivage en Cter par une signal-peptide-peptidase (Santolini et
al., 1994 ; Yasui et al., 1998 ; McLauchlan et al., 2002 ; Okamoto et al., 2004). La
protéine Core mature est composée de deux domaines : un domaine de liaison a I’ARN en
Nter (domaine I), et le domaine de liaison aux membranes en Cter (domaine II)
(Figure 19) (Boulant et al., 2005). Core s’oligomérise grace au domaine I et interagit avec
I’ARN génomique du HCV pour former la nucléocapside. De plus, elle agit comme une
chaperonne lors de 1’encapsidation de I’ARN (Klein et al., 2001 ; Cristofari et al., 2004 ;
Boulant et al., 2005). Le domaine I est également impliqué dans I’interaction de Core avec
de nombreux facteurs de la cellule hoéte, influencant ainsi de nombreuses fonctions
cellulaires (de Chassey ef al., 2008). En affectant la transcription de certains genes, les
voies de signalisation cellulaires comme la voie JAK/STAT, I’inflammation, I’apoptose et

méme le métabolisme des lipides, Core serait le principal acteur viral 1i¢ au développement
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de la stéatose et du CHC (voir encadre). @ corchtiisce e
(Moriya et al., 1998 ; Kanda et al., 2013 ; /

Une particularité de la région codant la
protéine Core est I'existence d’un cadre de lecture
alternatif générant des protéines additionnelles
notamment ¢été incriminée dans un | regroupées sous le nom protéines Core+1 ou ARFP
, . i . . (pour alternative reading frame protein). Leur réle
mécanisme de régulation €épigénétique | gans e cycle viral et la pathogenése du HCV reste
encore peu connu. Cependant, il a été observé
que les protéines ARFP sont surexprimées chez les
Whnt/B-caténine, contribuant ainsi au | Patients présentant une cirrhose hépatique
avancée ou un CHC, suggérant que ces protéines
développement de CHC agressifs (Quan ef | pourraient étre impliquées dans I'oncogenése.

. Plusieurs spéculations sont nées de ces études
al, 2014). Le domaine II de Core est notamment le fait que les protéines ARFP
pourraient contréler le cycle cellulaire et induire la
prolifération  des  hépatocytes qui, s'ils
permettant 1’interaction de Core avec les | demeuraient quiescents, ne répliqueraient pas
L . efficacement HCV. En réalité, il se pourrait que les
phospholipides des membranes cellulaires protéines ARFP soient responsables d’une partie
des effets attribués a la protéine Core (pour revue,
voir Branch et al., 2005)

Roingeard 2013). Récemment, Core a

activant de maniére aberrante la voie

formé de deux hélices amphipathiques

et son association avec les GL (Figure 19)

(Boulant et al., 2006). En 2007, plusieurs

é¢tudes ont démontré que des mutations de Core inhibant sa liaison au GL inhibait
¢galement la production de particules virales infectieuses du HCV, indiquant que
I’interaction entre Core et les GL est essentielle a I’assemblage viral (Boulant et al., 2007 ;

Miyanari et al., 2007 ; Shavinskaya et al., 2007).

Encapsidation Encapsidation
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Liaison a 'ARN Oligomérisation SPP sp

£ 7"2 911 1 1

1 117 177 191
Liaison & 'ARN, oligomérisation durant I'encapsidation Association aux Peptide
Interaction protéine-protéine, chaperonne membranes et aux GL signal

Protéine core

Figure 19. Représentation schématique de la protéine de capside Core. La protéine Core
mature (177 aa) est générée suite a I'action de la signal-peptidase (SP) et la signal-peptide
peptidase (SPP) dans le RE. Elle est constituée de 2 domaines | et Il. Le domaine | (1-177)
contient les régions de liaison a 'ARN, d’oligomérisation et d’encapsidation de I’ARN viral,
nécessaires a la formation des nucléocapsides. Le domaine Il permet I'association aux
membranes et aux gouttelettes lipidiques (GL) lors de I'assemblage des particules virales
infectieuses du HCV. Figure inspirée de Gawlik et Gallay, 2014.
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b) Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines E1 et E2 sont les protéines structurales majeures exprimées a la
surface des particules virales. Elles jouent un role-clé a la fois dans I’entrée virale et dans
I’assemblage des nouveaux virions. Structurellement, il s’agit de 2 protéines
transmembranaires de type I, possédant un ectodomaine en Nter (160 aa pour E1 et 360 aa
pour E2) et un court domaine transmembranaire (DTM) en Cter d’environ 30 aa. Les DTM
sont riches en aa hydrophobes et contiennent un signal de translocation permettant aux
glycoprotéines d’étre transloquées a la membrane du RE durant leur synthéese, et d’y étre
ancrées. Ils permettent également l’interaction des 2 protéines et la formation d’un
hétérodimere non covalent (Cocquerel et al., 2002 ; Voisset et Dubuisson, 2004).

Le développement du modele HCVcee a permis d’étudier plus en détails 1’association
fonctionnelle d’E1 et E2 sur les particules virales infecticuses. Il a été observé que
I’hétérodimere E1-E2 associé¢ au virus portait de nombreuses N-glycosylations (6 et 11
sites de glycosylation pour E1 et E2 respectivement), indiquant que la particule virale est
maturée et transite par 1’appareil de Golgi. Les glycosylations sont indispensables au bon
repliement de E1 et E2 et représentent prés de 50% du poids moléculaire de leur
ectodomaine (Kong ef al, 2013). Comme décrit précédemment, ces nombreuses
glycosylations participent a I’échappement aux nAbs (Falkowska et al., 2007). De plus, il a
¢été observé que contrairement aux glycoprotéines ancrées au RE, E1 et E2 sont liées par
des ponts disulfures a la surface du virus. Ces observations indiquent que le complexe E1-
E2 subit plusieurs maturations lors de la productions des particules virales infectieuses
pour former un hétérodimere fonctionnel (Vieyres et al., 2010). Une autre caractéristique
des glycoprotéines d’enveloppe est leur trés grande variabilité. En effet, les régions HVRI1
et HVR2 d’E2 peuvent varier jusqu’a 80% et 100% respectivement entre les différentes
souches virales et constituent donc, au méme titre que les nombreuses glycosylations, un
facteur majeur d’échappement aux nAbs chez les patients infectés (Von Hahn et al., 2007 ;
Prentoe et al., 2011 Fafi-Kremer et al., 2012).

Le repliement et la maturation des glycoprotéines E1 et E2 sont des processus
complexes, lents et interdépendants, nécessitant 1’intervention de plusieurs protéines
chaperonnes du RE. Pour cette raison, leur surexpression induit trés souvent la production
de protéines mal repliées et d’agrégats entravant considérablement leur caractérisation
structurale. De ce fait la structure 3D des glycoprotéines E1 et E2 demeure irrésolue (Khan

et al., 2015). En 2010, une étude présenta un modele de la structure de 1’ectodomaine d’E2,
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basé sur la connaissance des glycoprotéines des autres membres de la famille des
Flaviviridae. Les auteurs proposerent une structure divisée en 3 domaines principaux DI,
DII et DIII. Ce modele décrit également E2 comme une protéine de fusion de classe deux,
c’est a dire contenant un peptide de fusion interne dans sa séquence, démasqué a pH acide
dans les endosomes lors de I’entrée virale (Bressanelli et al., 2004 ; Krey et al., 2010).
Récemment, la cristallisation de I’ectodomaine d’E2 a permis une avancée considérable
dans la compréhension de la structure 3D d’E2 (Figure 20) (Kong et al., 2013 ; Khan et al.,
2014). Ces ¢études ont révélé des faits plutdt inattendus. Contrairement au modele prédit,
E2 possede une structure globulaire compacte a 4 domaines principaux, tres différente des
structures observées chez les autres virus de la famille des Flaviviridae. De plus, E2
n’appartiendrait pas a la famille des protéines de fusion de classe II. Lorsque ces protéines
sont exposées a des pH acides, elles subissent des réarrangements dans leur structure pour
permettre 1’exposition du peptide de fusion et ainsi induire la fusion membranaire. Or,
I’ectodomaine d’E2 ne subit pas de changements structurels majeurs quand il est exposé a

de faibles pH (Kong et al., 2013 ; Khan et al., 2014 ; Khan et al., 2015).
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Figure 20. Structure 3D de I'ectodomaine d’E2 et comparaison avec une protéine de
fusion de classe Il. (A-B) Structure 3D de l'ectodomaine d’E2 et sa représentation
schématique (méme code couleur). Les 4 domaines principaux sont représentés en vert,
rouge, bleu et violet. Le site de liaison au CD81 correspond a une structure en boucle bilobée
(violet). Les régions variables sont représentées en blanc. Les bandes jaunes correspondent
aux ponts disulfures et les ronds verts aux sites de glycosylations. Les structures en pointillé
sont des structures désordonnées. (C) Comparaison de la structure de I'ectodomaine d’E2
avec la protéine de fusion de classe Il (E) du Tick Borne Encephalitis Virus (TBEV), un autre
membre de la famille des Flaviviridae. Figure adaptée de Kong et al., 2013.

En 2014, El Omari et al., ont cristallisé le domaine Nter de la glycoprotéine E1 (nE1).

Tout comme I’ectodomaine d’E2, la structure de nE1 réserve son lot de surprises. De
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maniére surprenante, la protéine est structurée en homodiméres reliés par des ponts
disulfures et ne posséde aucune ressemblance avec d’autres protéines de fusion virales
(Figure 21). Le fragment nE1 posséde plutdt des similitudes avec des protéines liant les
stérols ou d’autres molécules dérivées, fait intéressant lorsque 1’on sait que le cycle viral
du HCV et le métabolisme des lipides sont étroitement liés (El Omari ef al., 2014 ; Khan et
al., 2015). Au vu des ces résultats, le processus de fusion membranaire des glycoprotéines
d’enveloppe du HCV avec les membranes des endosomes pourrait étre tres différent de

celui décrit jusqu’alors.

ii ii||lu "

Figure 21. Structure 3D du domaine Nter d’E1 (nE1). (A) Représentation de la structure 3D
d'un dimére de nE1; nE1 étant elle méme organisée en dimeres covalents reliés par des
ponts disulfures (ronds verts). Chaque monomére est coloré différemment. Les barres
représentent les sites de glycosylation. (B) Représentation schématique de la structure 3D de
nE1 (méme code couleur). Figure adaptée de El Omari et al., 2014.

c) La viroporine p7

P7 est une protéine intégralement membranaire, composée de deux hélices a
transmembranaires insérées dans la membrane du RE et connectées entre-elles par 2
boucles cytosoliques (Carrére-Kremer et al., 2002 ; Yamaga et Ou, 2002). P7 appartient a
la famille des viroporines. Des études de microscopie électronique ont montré que p7
s’oligomeérise en hexameres ou en heptameres stables pour former des canaux ioniques. La
structure 3D de ces canaux révele une architecture en « fleur » dont chaque monomere
formerait un pétale orienté vers la lumiére du RE. Ces canaux permettent le transport
sélectif de cations (Luik et al., 2009 ; Chandler et al., 2012) (Figure 22).

A T’heure actuelle, le role exact de p7 dans le cycle viral demeure incertain. Les
expériences réalisées in vitro avec des réplicons subgénomiques du HCV ne codant pas p7
ont d’ores et déja démontré que p7 n’était pas nécessaire a la réplication virale (Lohmann
et al, 1999). Cependant, p7 s’avére indispensable a la production de particules virales

infectieuses en agissant lors de 1’assemblage et de la maturation de virions (pour revue,
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voir Steinmann et Pietschmann, 2010). D’une part, il a été démontré que p7 agit de concert
avec NS2 pour recruter E1-E2 lors des étapes précoces d’assemblage du virus, par un
mécanisme encore inconnu (Jones et al., 2007 ; Popescu et al, 2011). D’autre part, en
formant des canaux ioniques, p7 permettrait d’équilibrer le pH des vésicules de sécrétion et
des endosomes lors de la maturation et la sécrétion des virus. Ainsi, p7 protégerait les virus
naissants de changements conformationnels dus a des pH trop acides (Wozniak et al.,
2010). Enfin, une étude récente a également mis en évidence un nouveau role de p7 dans
les étapes finales d’encapsidation de I’ARN viral par la protéine Core (Gentzsch et al.,
2013). Au vu de I’'importance de p7 pour les étapes tardives du cycle viral, I’utilisation de
I’amantadine et de la rimantadine, deux drogues inhibant les fonctions de p7, pourraient

constituer un potentiel traitement antiviral (Montserret ef al., 2010 ; OuYang ef al., 2013).

Figure 22. Structure 3D de p7 et du canal ionique hexamérique. La viroporine p7
s’oligomérise en hexameéres pour former des canaux ioniques. La structure 3D a été résolue
par RMN. Figure adaptée de OuYang et al., 2013.

d) La protéine non structurale NS2

NS2 est une protéine membranaire renfermant 3 DTM en Nter et un domaine protéase a
cystéine en Cter (Figure 23). Pour étre fonctionnel, le domaine catalytique de NS2 doit
étre fusionné au site catalytique de NS3, pour former une protéase active (Lorenz et al.,
2006; Jirasko et al., 2008; Schregel et al, 2009; Jirasko et al., 2010). Le seul substrat
connu de la protéase NS2/NS3 est la jonction entre NS2 et NS3. Alors que NS2 n’est pas
directement impliquée dans 1’étape de réplication virale, son activité protéase est
indispensable a la multiplication du virus car elle permet la maturation de la polyprotéine

et a la libération de NS3 (Kolykhalov et al., 2000 ; Welbourn et al., 2005 ; Isken et al.,
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2015). Au dela de son activité protéase, NS2 joue un rdle essentiel dans les étapes tardives
de I’assemblage viral. Elle interagit avec p7, NS3/NS4A et E1-E2, pour les recruter au site
d’assemblage des virions (Stapleford et Lindenbach, 2011). De méme, elle est impliquée
dans le recrutement de la protéine Core des GL aux plateformes d’assemblage viral
(Counihan et al, 2011). Ainsi, NS2 créerait un lien entre les protéines structurales et les

protéines non structurales.

Lumiére du RE

4}' ,2'*49 Figure 23. Structure de la protéine NS2.
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e) Le complexe NS3/NS4A

Le complexe NS3-NS4A est essentiel a la maturation de la polyprotéine virale et a la
réplication du virus. Il est composé de NS3, possédant un domaine sérine protéase en Nter
et un domaine NTPase/ARN hélicase en Cter, et de son cofacteur NS4A (Morikawa et al.,
2011). Sa structure a été résolue dés 1999 : NS3 est divisée en 2 sous-domaines, un en Cter
et un en Nter, repliés en tonneau P et stabilisé par un ion Zn*" (Figure 24) (Yao et al.,
1999). Le peptide NS4A agit comme un cofacteur de I’enzyme NS3 et permet d’ancrer le
complexe a la membrane du RE, NS3 ne possédant pas de DTM (Brass et al., 2008 ; Beran
et al., 2009). NS4A interagit également avec d’autre protéines virales et participe a la
réplication de I’ARN viral et a I’assemblage des virions (Lindenbach et al., 2007 ; Phan et
al., 2011). L’association aux membranes du RE est un déterminant important pour le
repliement correct du site actif de la sérine protéase. Grice a son activité protéase, NS3-
NS4A clive la polyprotéine aux jonctions NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et
NS5A/NS5B et permet ainsi la maturation de la polyprotéine. Dans une moindre mesure,
NS3-NS4A est également retrouvée au niveau des mitochondries et des membranes

associées (Horner et al., 2011). C’est a ce niveau que la protéase virale peut cliver le
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facteur MAVS (voir chapitre « Réponse immunitaire innée anti-HCV») (Meylan et al.,

2005).
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Figure 24. Structure 3D du complexe NS3-NS4A. (A) Représentation schématique de la
région NS3-NS4A dans la polyprotéine du HCV. Les domaines sérine protéase et
NTPase/ARN hélicase sont représentés en bleu et gris respectivement. Le site actif de la
sérine protéase est représenté en rose. Un ion Zn?* stabilise la structure. L’hélice o de la
partie Nter est représentée en vert et NS4A en orange. Le triangle blanc correspond au
clivage de la protéine par NS2, tandis que les triangles noirs correspondent aux clivages par
la protéase NS3-NS4A (en cis et en trans). La structure 3D du complexe est illustrée selon le
méme code couleur. (B) Modéle d’association de NS3-NS4A a la membrane du RE. (1) La
protéine est produite a la membrane du RE. (2) L’hélice a en Nter interagit directement avec la
membrane et permet le repliement correct des domaines sérine protéase et NTPase/hélicase.
(3) Le domaine hydrophobe en Nter de NS4A est inséré dans la membrane aprés clivage a la
jonction NS3/NS4A. (4) L’association a la membrane verrouille le domaine protéase dans sa
conformation finale. (5) Enfin, le domaine hélicase s’éloigne du domaine protéase grace a une
rotation de la région « linker » reliant les deux domaines. Figure adaptée de Morikawa et al.,
2011.

L’activité NTPase/ARN hélicase de NS3 joue quant-a-elle un réle important dans la
réplication de ’ARN viral. Grace a I’hydrolyse de molécules d’ATP, elle ouvre les régions
de ’ARN viral tres structurées et les formes réplicatives ARNdb du virus (Morikawa et al.,
2011). Il a également été observé que des mutations spécifiques dans la séquence de NS3
augmentent la réplication de I’ARN viral tout en baissant la production de virus, suggérant
que NS3 contribue au « switch » de la réplication vers 1’assemblage (Pietschmann et al.,
2009). Comme décrit précédemment, 1’interaction entre NS2 et NS3-NS4A est impliquée
dans le recrutement de Core lors de I’assemblage viral (Counihan et al., 2011). Etant donné
que NS3-NS4A lie I’ARN viral, une hypothése intéressante serait que ce complexe
permette I’empaquetage de I’ARN dans la capside durant I’assemblage (Jones et al., 2011).
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f) NS4B : rendez-vous en terre inconnue

NS4B est une protéine hydrophobe de 261 aa, intégralement membranaire. Cette
protéine est relativement peu caractérisée et son rdle est rest¢ inconnu pendant de
nombreuses années (pour revue, voir Sklan et Glenn, 2006 ; Gouttenoire et al., 2010a).
D’un point de vue structural, cette protéine comprend un domaine en Nter, une partie
centrale divisée en 4 DTM, et un domaine en Cter (Figure 25). Le domaine Nter, divisé en
deux hélices a amphipathiques (AH1 et AH2), joue un réle important dans la formation du
complexe de réplication fonctionnel en interagissant avec d’autres protéines virales. Le
domaine Cter comprend une hélice o hautement conservée (H1) et une seconde hélice

amphipathique associée a la membrane (H2). Leur role reste encore méconnu (Gouttenoire

et al., 2010a).

Motif NTPase Cytosol

Lumiere du RE

Figure 25. Structure schématique de la protéine NS4B. Le schéma ci-dessus représente la
protéine NS4B ancrée dans la membrane du RE. La protéine est formée de 2 hélices
amphipathiques en Nter (AH1 et AH2), 4 DTM (DTM1-DTM4) et 2 hélices o en Cter (H1 et H2).
La partie Nter peut transloquer dans la membrane du RE grace a linteraction de AH2 avec
DTM1, créant ainsi un 5° DTM. Un domaine NTPase a été décrit dans une boucle cytosolique.
Son rble est inconnu. Figure inspirée de Gouttenoire et al., 2010a.

Au cours de I’infection par le HCV, NS4B est responsable de la prolifération de
membranes altérées, dérivées du RE, regroupées sous le nom de membranous web (voir
chapitre « Réplication virale »). Ces membranes aberrantes sont courbées et forment des
vésicules constituant le siege de la réplication virale (Egger et al, 2002 ; Gosert et al.,
2003). La structure intégralement membranaire de NS4B et son oligomérisation permettrait
cette courbure des membranes du RE et la formation des vésicules (Gouttenoire et al.,
2010b ; Paul et al., 2011). Néanmoins, le mécanisme exact menant a la formation du
membranous web par NS4B reste encore inconnu. Enfin, NS4B peut se lier a I’ARN viral
et semble posséder une activité NTPase dont le role est 1a encore inconnu (Einav et al,

2004 ; Thompson et al., 2009).
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g) NS5A : une protéine « couteau-suisse »

NS5A est une phosphoprotéine de 447 aa ne possédant pas d’activité enzymatique, mais
jouant un role-clé dans la régulation de la réplication et de 1’assemblage viral, ainsi que
dans le passage d’une étape a l’autre en interagissant avec de nombreuses protéines
(Moradpour et Penin, 2013). Structurellement, cette protéine posseéde une hélice o
amphipathique en Nter (H1) suivie de 3 domaines DI, DII et DIII, eux-mémes séparés par
des séquences peu complexes nommées LCS (low complexity sequences) (Figure 26)
(Tellinghuisen et al., 2005). NS5A est ancrée a la membrane du RE par sa partie Nter,
grace a H1. Cette propriété lui permet également de s’ancrer aux GL présentes au niveau
du RE (Penin ef al., 2004). La structure 3D de la partie Nter de NS5A montre que DI se
dimérise et adopte un repliement en forme de « serre », exposant ses griffes vers le
cytoplasme. Chaque monomere est stabilisé par un atome de zinc (Figure 26). Cette
structure lui permet d’interagir avec I’ARN viral (Tellinghuisent et al., 2005 ; Hwang et al.,
2010). Une autre étude a montré que ce dimere pouvait exister sous 2 conformations
différentes. Le « switch » entre ces deux formes peut étre responsable du passage de
1’étape de réplication a I’étape I’assemblage (Love et al., 2009).

Les domaines DII et DIII sont peu structurés (Figure 26). Ils interagissent avec
plusieurs facteurs de I’hdte indispensables au virus comme la phosphatidylinosytol 4-
kinase Illo (PI4KIIla). Cette derniére est activée par NSS5A afin de produire du
phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P) dans les membranes du RE, ¢élément
indispensable a la formation du complexe de réplication (Reiss ef al. 2011). NS5A interagit
également avec la cyclophiline A (CypA) qui est un facteur essentiel a la fois a la
replication et a ’assemblage du virus (Kaul ez al., 2009 ; Yang et al., 2008 ; Liu ef al.,
2009). Enfin, NS5A interagit avec apoE lors de I’assemblage des particules virales (Benga
et al., 2010).

Il est a noter que les domaines de NS5A interviennent dans des étapes différentes du
cycle viral. DI et DII sont principalement impliqués dans la réplication de I’ARN viral
alors que DIII est nécessaire a 1’assemblage des virions en interagissant avec la protéine

Core (Appel et al., 2008 ; Tellinghuisen et al., 2008 ; Kim ef al., 2011).
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Figure 26. Structure de la protéine NS5A. (A) Représentation schématique de la protéine
NS5A illustrant la présence de I'hélice amphipathique H1 et des 3 domaines DI, DIl et DIl
séparés par les régions LCS. La partie surlignée en rouge correspond a la partie cristallisée.
(B) Structure 3D d’'un dimére du DI. Chaque dimere (rose et bleu) est stabilisé par un atome
de zinc (rond jaune). (C) Conformation d’un dimére du DI a la membrane du RE. Figure
adaptée de Tellinghuisen et al., 2005 (D) Structure 3D de la protéine NS5A. Cette structure
montre que les domaines DIl et DIIl sont peu structurés pour interagir avec de nombreux
lignad. Sur cette image figure en exemple le site de liaison a la CypA. Figure adaptée de
Bartenschlager et al., 2013.

NS5A peut étre retrouvée sous deux formes : une forme phosphorylée a niveau basal
(56kDa) et une forme hyperphosphorylée (58kDa). Plusieurs kinases cellulaires peuvent
phosphoryler NS5A dont la caséine kinase II o (CKIla) phosphorylant les résidus sérine
sur le domaine DIII. Ces kinases sont donc indispensables au cycle viral du HCV
(Quintavalle et al., 2007 ; Tellinghuisen et al., 2008). L’¢tat de phosphorylation de NS5A
impacte directement la réplication du virus. Alors que la forme peu phosphorylée promeut
la réplication virale, la forme hyperphosphorylée va au contraire réduire son efficacité
(Neddermann et al., 2004). De plus, tout comme NS3, les mutations de NS5A qui
améliorent la réplication diminuent I’assemblage des particules virales (Pietschmann et al.,
2009). Enfin, il a ¢ét¢ démontré que la phosphorylation de NS5A par la CKlla est
essentielle a I’assemblage des particules virales (Tellinghuisen et al., 2008). La régulation
de la phosphorylation de NS5A permet donc de passer de 1’étape de réplication virale a

I’assemblage des particules infectieuses, comme un interrupteur moléculaire.
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h) La polymérase virale NS5B

NS5B est I’ARN polymérase ARN dépendante virale (RdRp pour RNA dependent RNA
polymerase). Elle utilise I’ARN viral génomique de polarité positive comme matrice pour
synthétiser un brin d’ARN négatif complémentaire, afin de répliquer ensuite le génome
viral. La particularité de cette enzyme est qu’elle peut initier la synthése du brin négatif de
novo, sans amorce, avec uniquement la présence d’ions magnésium ou manganése comme
cofacteurs. Comme toutes les polymérases de la méme famille, le domaine catalytique de
NS5B est organisé a I’image d’une main droite, avec des domaines correspondant a la
paume, au pouce et aux doigts (Figure 27). Le trés conservé motif GDD est également
retrouvé dans le domaine actif de I’enzyme.

Lors de la réplication, la matrice ARN se place dans une poche située entre les doigts et
le pouce et est acheminée directement au site actif de ’enzyme dans la paume. Les NTP
accede au site actif par une sorte de tunnel allant de la périphérie a la paume (Lesburg et al.,
2000 ; Simister et al., 2009 ; Moradpour et Penin, 2013). Pour initier la synthése du brin
négatif de novo, la polymérase adopte une conformation fermée (Figure 27). Un élément
« linker » de 40 aa situé¢ dans la partie Cter vient obstruer le site actif en interagissant avec
un domaine de la paume structuré en épingle, nommé « £ flap element ». Cet élément
linker permet la liaison du premier dinucléotide. L’élongation est ensuite déclenchée par
un changement de conformation vers une forme ouverte qui permet de démasquer le site
actif (Harrus et al., 2010 ; Mosley et al., 2012). NS5B ne posseéde pas d’activité correctrice
ou proofreading . Elle insére ainsi une erreur dans I’ARN viral environ tous les 1000
nucléotides. La polymérase virale est donc majoritairement responsable de la grande
variabilit¢ génétique du HCV, et de la génération des quasi-espeéces chez les patients
infectés (Di Lorenzo et al., 2011).

NS5B est ancrée a la membrane du RE grace a un domaine de 21 aa situé en Cter. Cet
ancrage est indispensable a la réplication de I’ARN viral dans les cellules (Moradpour et
al., 2004). Le site catalytique est ainsi intégré dans la membrane et orienté vers le
cytoplasme (Schmidt-Mende et al., 2001). Le changement de conformation du /inker en
Cter, reli¢ au domaine d’ancrage a la membrane, permet de démasquer le site catalytique et
de le « pousser » vers le cytoplasme afin de favoriser la liaison a I’ARN (Figure 27)

(Bartenschlager et al., 2013).
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Lumiere du RE

Figure 27. Structure de la polymérase virale NS5B. Les domaines doigts (violet), paume
(rouge) et pouce (vert) ainsi que la boucle gou g flap (orange) de la polymérase virale sont
indiqués sur la structure 3D. L’élément linker en Cter (gris) est connecté au domaine
d’ancrage au RE (magenta). En (A), la polymérase est représentée sous sa conformation
fermée adoptée lors de l'initiation de la réplication. Le site actif est mis en évidence par les
premiers nucléotides insérés représentés en jaune. En (B), la conformation ouverte de la
polymérase est représentée par un modele hypothétique proposant que I'élongation de 'ARN
soit déclenchée par un changement de conformation de I'enzyme induit par I'élongation du
linker. Un ARNdb (intermédiaire de réplication) est représenté dans le site actif. Figure
adaptée de Bartenschlager et al., 2013.

VII. Les modéles d’étude du virus : du chimpanzé aux HCVcc

Depuis la découverte du HCV en 1989, de nombreux progrés ont été réalisés dans la
compréhension du cycle viral, des relations virus-hdte, de la pathogenese ou encore dans le
développement de nouvelles thérapies efficaces. Ces découvertes ont été permises grace a
I’amélioration des modeles d’étude du virus a la fois chez 1’animal et en culture cellulaire.

Ce chapitre résume les modeles d’étude du HCV qui existent aujourd’hui.

1. Modéles animaux
a) Le chimpanzeé : modele historique

Le chimpanzé a été le premier modele d’étude du HCV. Avec plus de 98% d’identité
génétique partagée avec I’Homme, le chimpanzé reste notre plus proche cousin. Hormis
I’Homme, il s’agit de la seule espéce susceptible a I’infection par le HCV. Les chimpanzés

ont jou¢ un réle crucial dans la découverte des hépatites NANB. Les premiéres infections
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ayant été réalisées chez ’animal dés 1978, | g , . . R
L’exception confirmant la régle

grace a I’injection de sérums de patients
. , . Le chimpanzé est le seul animal susceptible a
infectes (Alter ef al., 1978). Ce modéle a | ypinfection par HCV... En réalité, il existe un autre
animal susceptible a linfection par le virus,
capable de développer des stéatoses et des
maladie et a contribué a 1’identification du cirrhoses hépatiques associées au HCV. Il s’agit de
la musaraigne des arbres ou Tupaia, un petit
HCV, 10 ans plus tard (Choo et al., 1989). | mammifere vivant en Asie du Sud Est et proche
des primates. Cet animal peut également étre
infecté par d’autres virus humains comme HBV

repose sur la Clnéthue d’lnfectlon par le I'herpes SimpleX virus et les Rotavirus (Zhao etal,
2002 ; Amako et al., 2010).

donc permis d’étudier I’évolution de la

Un des avantages de ce modele d’étude

virus qui est trés similaire a celle observée

chez ’Homme. En effet, la phase aigue de la maladie, bien que moins marquée chez le
chimpanzé, est caractérisée par l’apparition d’une forte virémie, une forte réponse
immunitaire innée et adaptative et une augmentation soudaine des taux d’ALAT. De plus,
la maladie évolue fréquemment vers la chronicité, associée a une virémie persistante et un
échappement du virus au systéme immunitaire. Cependant, les chimpanzés ne développent
que tres rarement des complications telles que la cirrhose hépatique et le CHC (pour revue,
voir Billerbeck et al., 2013). De nombreuses molécules anti-HCV ont été testées chez le
chimpanzé, ainsi que de nouvelles stratégies vaccinales (Folgori ef al., 2006). L’efficacité
des traitements sans IFN grace aux nouveaux DAA ou aux HTA a notamment été
démontrée chez cet animal (Landford ef al., 2010 ; Olsen et al., 2011). De nos jours, le
chimpanzé demeure encore le meilleur modéle d’étude in vivo. Cependant, bien qu’il ait
permis de nombreuses avancées, les contraintes éthiques et les hauts cofits qui lui sont
associés rendent ce modele globalement peu accessible et interdit dans de nombreux pays
(Billerbeck et al, 2013). En effet, I'utilisation de chimpanzés pour la recherche
biomédicale est maintenant interdite en Europe par la nouvelle directive Européenne

2010/63 (Harrington, 2012).

b) Les modeles murins

HCV possédant une spécificité d’espece tres restreinte, le développement d’un modele
animal s’est avéré difficile. Les souris sont les modéles animaux de laboratoire par
excellence. Cependant, elles ne sont pas des hdtes naturels du HCV et les hépatocytes
murins ne permettent pas I’entrée et la réplication du virus (Ploss et al., 2009 ; Dorner et
al., 2011). A T’opposé, les étapes d’assemblage et d’export du HCV peuvent avoir lieu
dans les cellules murines (Long et al., 2011 ; Vogt et al., 2013).
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Grace a I’avancée des technologies permettant d’obtenir des animaux transgéniques,
différents modeles murins ont été créés pour étudier le cycle viral du HCV. Les premiéres
souris transgéniques créées sur-exprimaient les protéines virales du HCV. Ces souris
présentaient des pathologies hépatiques comme la stéatose et le CHC. Cependant, la
surexpression des protéines virales dans un contexte ou le virus n’est pas répliqué n’est pas
représentative d’une infection normale par HCV. De plus, le systéme immunitaire murin
tolere les protéines virales surexprimées et ne reproduit pas 1’environnement inflammatoire
dans le foie, comme observé chez ’Homme (Billerbeck et al, 2013). D’autres mode¢les
murins ont donc été développés pour étudier le cycle viral, en suivant 2 grandes stratégies :
les souris xénogreffées avec des cellules humaines et les souris transgéniques (Figure 28)

(pour revue, voir Mailly ef al., 2013 ; Vercauteren et al., 2015).

Les souris xénogreffées

Une grande avancée dans les modéles d’études murins du HCV a été la génération de
souris xénogreffées avec des hépatocytes humains. Les xénogreffes sont réalisées chez des
souris immunodéficientes pour éviter le rejet de greffe. Ces souris présentent également
une hépatodéficience créant une niche pour les hépatocytes humains (Mercer et al., 2001 ;
Bissig et al., 2010). Les hépatocytes primaires humains (ou PHH pour primary human
hepatocytes) sont injectées aux souris par voie intrasplénique. Ils vont ensuite migrer dans
le foie et vont repeupler I’organe grace a leurs remarquables capacités de régénération.
(Tateno et al., 2004 ; Meuleman et al., 2005 ; Fausto et al., 2006). Deux modéles murins
sont majoritairement utilisés pour générer des souris chimériques : les souris uPA-SCID et
les souris FRG (Vercauteren et al., 2015).

Les souris uPA-SCID sont les premiéres a avoir été décrites. Elles sont issues du
croisement entre des souris immunodéficientes SCID (severe combined immunodeficiency),
ne possédant ni LT, ni LB et des souris exprimant le transgéne uPA (urokinase-type
plasminogen activator transgene) au niveau du foie. Le géne uPA est sous controle du
promoteur de 1’albumine, ce qui permet une forte expression du transgéne spécifiquement
au niveau du foie et entraine une dégénérescence des hépatocytes murins (Mercer et al.,
2001). Pour obtenir une infection par HCV, les foies murins doivent étre repeuplés a 30%
au minimum par des PHH fonctionnels. La xénogreffe est considérée comme réussie si le
taux d’albumine humaine sérique, produite par les PHH, est de 1 mg/mL (Vanwolleghem
et al., 2010). Aprés infection par HCV, des titres viraux de 10’ UI/ mL ont pu étre observés,

jusqu’a 10 mois apres infection (Mercer et al., 2001 ; Hiraga et al., 2007 ; Vanwolleghme
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et al., 2010). De plus, les infections peuvent étre réalisées a la fois avec des sérums de
patients infectés par différents génotypes et avec des particules virales produites en culture
cellulaire (Mercer et al., 2001 ; Hsu et al., 2003, Lindenbach et al., 2006 ; Akazawa et al.,
2013). Ce modele s’est révélé tres utile dans de nombreuses études des facteurs d’entrée
viraux et dans 1’utilisation des nAbs pour inhiber 1’entrée virale. De plus, il a récemment
¢été utilisé pour tester 1’efficacité de nouveaux DAA (pour revue, voir Mailly et al., 2013).
Cependant, ’utilisation des souris uPA-SCID est limitée par la fragilit¢ des animaux
greftés. En effet, ces souris son greffées seulement quelques semaines apres leur naissance
car elles présentent un phénotype hépatique 1étal (Vanwolleghme et al., 2010). D’autres
modeles murins ont donc été développés pour éviter ce probléme, comme les souris FRG.
Les souris FRG sont issues d’un croisement entre les souris immunodéficientes RAG2™
IL-2Ry 7" et les souris FAH 7 (fumaryle acetoacetate hydrolase) (Bissig et al., 2010). 1l
s’agit de souris déficientes pour la FAH, une enzyme du catabolisme de la tyrosine. Le
déficit en FAH entraine I’accumulation de fumarylacétoacétate hépatotoxique, entrainant
la dégénérescence du foie et la mort des souris. La mort des souris peut étre évitée grace a
I’administration de NTBC, une drogue qui compense la perte d’activité de la FAH et
empéche la dégénérescence des hépatocytes (Grompe et al.,, 1995). Ainsi, les souris FRG
maintenues sous NTBC demeurent viables et en bonne santé avant la xénogreffe. Ce
modele a permis des greffes trés efficaces chez les souris adultes, avec des repopulations
par les PHH jusqu’a 95%, rendant ces souris trés susceptibles au HCV (Bissig et al., 2010).
Ces deux mode¢les permettent de fortes et reproductibles infections par HCV et ont été
trés utiles pour comprendre différents aspects du cycle viral (Billerbeck et al, 2013).
Cependant, pour éviter le rejet de greffe, elles sont immunodéficientes. Or, 1’é¢tude de la
pathogen¢se et de I’efficacité des vaccins candidats nécessite un systeme immunitaire
fonctionnel. Le développement d’un modele immunocompétent demeure donc une vraie
nécessité (Vercauteren et al, 2015). Une stratégie d’ores et déja envisagée serait de co-
transplanter des PHH et des cellules souches hématopoiétiques d’'un méme donneur afin
d’obtenir des souris chimériques avec des PHH et un systtme immunitaire humain
(Washburn et al., 2011 ; Wilson et al., 2014 ; Strick-Marchand et al., 2015). Ce systéme
permettrait d’étudier les relations entre le systéme immunitaire et HCV et les mécanismes
menant a I’éradication du virus ou au contraire a I’échappement du virus au systéme

immunitaire pour développer de nouvelles stratégies vaccinales.
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Les souris génétiguement humanisées

Une autre stratégie pour développer des modeles murins immunocompétents
susceptibles au HCV consiste a manipuler génétiquement les souris pour exprimer les
facteurs humains essentiels a I’infection virale sur les hépatocytes murins. En 2009, il a été
démontré que I’entrée du virus dans les hépatocytes murins nécessitait la présence d’au
minimum deux facteurs humains : le CD81 et ’OCLN (Ploss et al., 2009). En 2011, CDS81
et OCLN humains ont été exprimés de manicre transitoire dans le foie de souris grace a des
vecteurs adénoviraux. Cette étude a démontré avec succes que ces deux facteurs
permettaient I’entrée du HCV dans les hépatocytes murins in vivo (Dorner et al., 2011).
Ces résultats encourageants ont permis le développement de souris transgéniques
exprimant 4 facteurs d’entrée humains, CD81, SR-BI, CLDN1 et OCLN. Ces souris
peuvent non seulement étre infectées par le virus, mais sont également capables de
répliquer et de produire le virus a de faible taux (Dorner ef al., 2013 ; Chen et al., 2014).
L’obtention d’une forte réplication du virus chez la souris est maintenant la prochaine
¢tape essentielle pour obtenir un cycle viral complet, puisque les hépatocytes de souris
permettent 1’assemblage et I’export des particules virales (Long et al., 2011). Il a été
démontré que les systémes réplicons peuvent se répliquer dans les cellules murines,
indiquant qu’il n’y a pas de facteurs restrictifs pour la réplication du HCV (Zhu et al.,
2003 ; Uprichard et al., 2006 ; Frentzen et al, 2011). La faible réplication du HCV peut
s’expliquer par une forte réponse immunitaire innée dans les hépatocytes murins (Dorner

et al., 2013 ; Shoggins et Rice, 2013 ; Chen et al., 2014).

L’adaptation virale

Une possibilité envisagée pour infecter des hépatocytes murins sans manipulations
génétiques est d’adapter HCV aux cellules de souris en culture cellulaire, en tirant partie de
I’infidélité de I’ARN polymérase virale. Dans une étude publiée en 2010, les auteurs ont
exprim¢ le CD81 murins dans des cellules Huh7-Lunet, dérivée d’hépatocarcinome
humain et exprimant trés peu le CD81 humain. Apres plusieurs passages des cellules, les
virions produits se sont adaptés au CD81 murins et ont donc acquis la capacité d’entrer
dans des hépatocytes murins (Bitzegeio et al., 2010). Ce systéme est trés prometteur mais
est cependant limité. Les mutations adaptatives dans les glycoprotéines E1 et E2
empéchent I’étude de I’échappement du virus aux nABs et le développement de nouveaux
outils thérapeutiques pour inhiber I’entrée du virus (Bitzegio et al., 2010 ; Malilly et al.,

2013). De plus, les virus mutants ne se répliquent pas dans les cellules murines
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probablement a cause d’une forte réponse innée. En effet, une étude a reporté que les virus
adaptés aux cellules murines pouvaient engager un cycle viral complet uniquement dans
des cellules hépatiques de souris immortalisées ayant une immunité innée fortement
réduite (Frentzen et al., 2014). Ces études démontrent que la barri¢re de I’espece peut étre
franchie grace a quelques mutations adaptatives et offrent des perspectives prometteuses

pour le développement futur des modeles animaux.
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Figure 28. Trois grandes stratégies pour obtenir des souris susceptibles au HCV. La
premiére stratégie consiste a réaliser des xénogreffes de PHH chez des souris
immunodéficientes pour obtenir des souris avec un foie chimérique. Les souris peuvent
également étre greffées a la fois par des cellules souches hématopoiétiques humaines et par
des PHH pour obtenir des souris chimériques susceptibles a linfection par HCV et
immunocompétentes avec un systéme immunitaire (Sl) humain. La seconde stratégie permet
d’obtenir des souris transgéniques exprimant les facteurs d’entrée viraux humains, soit par
injection transitoire d’Adénovirus exprimant un transgéne, soit par génération de souris
génétiquement modifiées. Enfin, une autre stratégie envisageable est I'adaptation du virus en
culture cellulaire (cellules humaines exprimant des facteurs d’entrée murins) pour obtenir des
virus pouvant entrer dans les hépatocytes de souris non modifiées génétiquement. Figure
adaptée de Mailly et al., 2013 et Vercauteren et al., 2015.
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2. Modéles cellulaires
a) Le modele réplicon

Aprés la découverte du HCV en 1989, | g

Les cellules Huh7

de nombreuses expériences ont ¢été
Les cellules Huh-7 ont été cultivées la premiere
réalisées pour tenter d’infecter des lignées | fois en 1982. Il s’agit d’hépatocytes différenciés
issus d’'une tumeur du foie d’'un homme japonais
de 57 ans. Ces cellules sont capables de produire

I’obtention d’une forte réplication virale la majorité des protéines hépatiques tout comme
les hépatocytes sains (Nakabayshi et al., 1982).

cellulaires in vitro mais n’ont pas permis

pour étudier le cycle viral. Ce n’est qu’en
1999 que Lohmann et ses collaborateurs ont permis une avancée importante dans 1’étude
du HCV in vitro en mettant au point le systéme du réplicon subgénomique (Steinmann et
Pietschmann, 2013). Le réplicon subgénomique correspond a un ARN viral délété des
régions codant les protéines structurales (Core, E1, E2) et les protéines p7 et NS2 (Figure
29). 1l ne permet donc pas la production de particules virales infecticuses et est utilisé
uniquement pour étudier la réplication virale. La délétion de ces régions a permis
I’insertion d’un géne de résistance a la néomycine (neo) sans excéder la taille du génome
sauvage. Le premier prototype a avoir ét¢ crée est un ARN bicistronique codant le geéne
neo traduit sous contrdle de I’'IRES du HCV, suivi de I'IRES de ’EMCV controlant
I’expression des génes NS3 a NS5B du HCV génotype 1b (Conl). Cet ARN est transfecté
dans les cellules Huh7 (human hepatoma cells) dérivées d’hépatocarcinome humain

cultivées en présence de G418 pour ne sélectionner que les cellules contenant le
réplicon (Lohmann et al., 1999). Ce systeme a été tres utilisé par la suite et au vu de son
succes, de nombreuses autres constructions ont vu le jour pour étudier la réplication
d’autres génotypes viraux (Bartenschlager et al., 2006). De plus, des systémes de réplicon
génomiques ont également été mis au point. Ces derniers expriment la totalit¢ des
protéines virales et répliquent fortement le virus in vitro, mais ne permettent cependant pas
la production de particules virales (Pietschmann et al., 2002).

A long terme, des mutations sont apparues dans I’ARN réplicon, permettant de
meilleurs taux de réplication en culture cellulaire. Cette adaptation correspond a
I’apparition des REM ou replication enhancing mutations, dues a 1’infidélité¢ de la
polymérase virale. De plus, la pression de sélection a également induit une évolution des
cellules Huh7 vers des cellules plus permissives au réplicon. Cette découverte a permis
d’obtenir les cellules Huh7.5 et Huh7.5.1, trés utilisées de nos jours (Blight et al., 2002 ;

Zhong et al., 2005 ; Zhong et al., 2006). Ces cellules sont trés permissives au virus car
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elles possédent une mutation du géne RIG-I, inhibant la reconnaissance du virus par les

défenses de I’hote et la production d’IFN (Sumpter ef al., 2005).

b) Les pseudo-particules rétrovirales ou HCVpp

Le mode¢le réplicon restreignant 1’é¢tude du cycle viral a la réplication, un modele
innovant a été¢ mis au point en 2003 pour I’é¢tude de I’entrée virale en culture cellulaire. Ce
modele est bas¢ sur la production de pseudo-particules rétrovirales exprimant les
glycoprotéines E1 et E2 a leur surface : les HCVpp (Bartosch et al., 2003 ; Hsu et al.,
2003). La production de ces HCVpp nécessite la co-transfection de cellules 293T avec 3
plasmides codant respectivement les glycoprotéines E1 et E2 du HCV, les protéines gag-
pol du HIV ou du murine leukemia virus (MLV) et un génome rétroviral codant un geéne
rapporteur comme la luciférase (Figure 29). L’entrée des particules dans les cellules,
dépendante de E1 et E2, mene a la libération de la capside rétrovirale dans le cytoplasme
puis a I’intégration du génome rétroviral dans la cellule hote aprés une étape de réverse-
transcription. Le geéne rapporteur est ainsi rapidement exprimé, témoignant de I’entrée des
HCVpp. Les HCVpp ont permis de confirmer le role primordial de CD81 et de SR-BI dans
I’entrée virale et ont permis d’identifier d’autres facteurs d’entrée comme CLDNI1 et
OCLN (pour revue, voir Zeisel et al., 2013). Néanmoins, ce systéme présente des limites.
Les particules étant produites en cellules 293T, elles ne permettent pas de reproduire les
interactions entre les protéines E1-E2 et les composants des lipoprotéines. De méme, les
étapes tardives du cycle viral ne peuvent pas étre étudiées avec ce modele (Steinmann et

Pietschmann, 2013).

c) Le modele HCV en culture cellulaire ou HCVcc

En 2001, Kato et ses collégues ont publi¢ la construction d’un réplicon subgénomique
JFH1. 1l s’agit d’un clone, isolé chez un patient japonais infecté par le génotype 2a d’HCV,
ayant développé une hépatite fulminante (Kato et al.,, 2001). Ce réplicon avait la capacité
de se répliquer fortement en culture cellulaire sans adaptations nécessaires (Kato et al.,
2003). L’étude de ce clone a constitué¢ les préludes d’une découverte majeure dans
I’histoire de la recherche sur HCV. En effet, 4 ans plus tard, Wakita et al., ont reporté que
le génome entier du clone JFH1 permettait d’obtenir la production de particules virales
infectieuses dans les cellules Huh7 (Figure 29) (Wakita et al., 2005). La méme année,

deux autres groupes ont reporté que des génomes chimeres possédant les régions codant
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NS3-NS5B du JFHI1 et les régions codant Core-NS2 d’autres souches virales permettaient
eux aussi d’obtenir un cycle viral complet en culture cellulaire. De plus, les particules
produites in vitro étaient également infectieuses in vivo (Lindenbach ef al., 2005 ; Zhong et
al., 2005). Ce modele d’étude a été nommé HCVcc pour cell culture-derived HCV et a
permis I’étude du cycle viral dans son intégralité.

Depuis, plusieurs chimeres intragénotypiques ont €té générées, permettant des taux de
réplication plus élevés que le JFHI1. Il s’agit, par exemple, de la chimére J6/JFH1
(génotype 2a) couramment appelé Jc1 (Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et al., 20006).
Pour faciliter 1’étude du cycle viral, des geénes rapporteurs tels que la luciférase ont été
insérés dans les génomes viraux. Par exemple, le clone Luc-Jcl contient le géne de la
luciférase sous contrdle de 'IRES du HCV, suivi de la séquence codant les protéines
virales de la chimére Jcl1 sous contréle de I'IRES de PEMCYV (Figure 29) (Koutsoudakis
et al., 2006). Cependant, la génération d’'un modele HCVcc solide pour étudier le cycle de
génotypes viraux différents du génotype 2a demeure un vrai challenge de nos jours

(Steinmann et Pietschmann, 2013).

d) Un modele alternatif : les HCV+cp

Les réplicons subgénomiques contiennent tous les éléments nécessaires a la réplication
virale dans les cellules Huh7 mais ne peuvent pas produire de particules virales
infectieuses. Ce déficit peut étre restauré en exprimant en trans les protéines structurales
Core, El, E2, et non structurales NS2 et p7 du HCV grace a un virus helper produit dans
des cellules 293T (Ishii et al., 2008 ; Steinmann et al., 2008 ; Adair et al, 2009). Les
particules générées sont nommées HCVycp pour HCV trans-complemented particles. Ce
modele permet 1’étude des étapes précoces et tardives du cycle viral indépendamment. De
plus, I’absence de dissémination du HCV en absence de virus helper rend ce modele

d’étude plus siir que les HCVcec (Steinmann et al., 2008).
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Figure 29. Trois modeéles principaux pour I'étude du cycle viral du HCV en culture
cellulaire. (A) Les HCVpp sont des particules lentivirales produites en cellules 293T,
exprimant E1 E2 a leur surface. lls permettent I'étude de I'entrée virale dans les cellules
hépatocytaires. (B) Le réplicon subgénomique code un gene de résistance a la néomycine
sous controle de I'IRES HCV et la région codant NS3-NS5B du génome viral sous contréle de
'IRES EMCV. Il permet I'étude de la réplication virale aprés transfection de I'ARN produit in
vitro dans des cellules Huh7 ou des cellules dérivées. (C) Enfin les HCVcc correspondent aux
particules virales produites a partir de 'ARN génomique complet du HCV (JFH1 ou chiméres)
ou portant un géne rapporteur supplémentaire. lls permettent I'étude du cycle viral dans son
intégralité.

e) Vers un modele plus proche de la physiologie

Les cellules Huh7 et leurs dérivés constituent un trés bon modele d’étude pour le cycle
du HCV. Ce modele s’avere toutefois limité par I’absence de polarisation des Huh7 et une
différence dans I’expression de certains facteurs d’hdte par rapport a des hépatocytes sains
(Decaens et al., 2008). De maniére intéressante, 1’ajout de dimethyl sulfoxide (DMSO)
dans le milieu de culture des Huh7 permet d’obtenir un phénotype « hepatocyte-like », a
savoir une polarisation des cellules, une expression de certains marqueurs hépatiques et un
ralentissement de la croissance cellulaire (Sainz et Chisari, 2006). Ces cellules sont
permissives au HCV et constituent un outil beaucoup plus proche de la physiologie que les
cellules Huh7 classiques. De plus, elles permettent de réaliser des études a long terme,

mimant ainsi la chronicité de I’infection (Bauhofer et al., 2012).

80



INTRODUCTION

Actuellement, le modele le plus proche de la physiologie hépatique demeure les PHH,
provenant de résections hépatiques. Plusieurs équipes ont réalisé avec succes des infections
de PHH mis en culture, grace a des sérums de patients infectés (Gondeau et al., 2014).
Cependant, les taux d’infections observés étaient faibles et les expériences se sont révélées
difficiles a reproduire (pour revue, voir Steinmann et Pietschmann, 2013). Une autre étude
récente a décrit une méthode de culture des PHH permettant d’obtenir un cycle viral dans
son intégralité, incluant la production de particules virales infectieuses nommées HCVpc
pour primary culture-derived HCV (Podevin et al, 2010). L’utilisation des PHH reste
cependant trés limitée par leur rareté, par la variabilité entre les donneurs et par la perte

rapide de leurs propriétés hépatiques en culture (Steinmann et Pietschmann, 2013).

VIIIl. Le cycle viral du HCV : connexion intime avec le métabolisme
lipidique

Les différents modéles d’étude du HCV ont apporté une connaissance approfondie du
cycle viral. HCV est un virus hépatotrope et son cycle de multiplication dans les
hépatocytes se décline en 7 grandes étapes : (1) I’attachement et (2) I’entrée des LVP, (3)
la fusion et la décapsidation des particules virales, (4) la traduction des protéines virales,
(5) la réplication du génome ARN, (6) I’assemblage et (7) I’export des particules
néosynthétisées. Ces étapes sont résumées sur le schéma ci-dessous et seront détaillées tout
au long de ce chapitre (Figure 30). Une particularité remarquable du HCV est que toutes
les étapes du cycle viral sont intimement liées au métabolisme lipidique hépatique (pour
revue, voir Felmlee et al, 2013 et Popescu et al., 2014). Cette particularité sera illustrée

tout au long de la description des différentes étapes du cycle viral.
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Figure 30. Cycle viral du HCV. Les LVP sont captées (1) a la surface des hépatocytes et
entrent (2) dans la cellule en interagissant avec de nombreux facteurs d’entrée. Aprés fusion
membranaire entre I'enveloppe virale et les endosomes suivie de la décapsidation (3), le
génome est libéré dans le cytoplasme. Il est traduit en une polyprotéine (4) qui sera maturée
pour donner 10 protéines virales s’ancrant dans les membranes du RE. Le génome viral est
répliqué au niveau du membranous web issu de la prolifération des membranes du RE (5).
Les particules virales sont ensuite assemblées a la surface des GL (6) et excrétées en
passant par I'appareil de Golgi (7).

1. L’entrée virale : de I’attachement du virus a la fusion membranaire

HCYV circule dans le sang des personnes infectées sous forme de LVP et entre au contact
de la membrane basolatérale des hépatocytes, au niveau de D’espace de Disse.
L’association du virus avec les lipoprotéines sanguines lui permet de s’attacher aux
cellules en interagissant avec le LDLR et les glycosaminoglycanes (GAG) présents sur les
HSPG (Figure 31) (Agnello et al., 1999 ; Barth et al., 2003). Bien que le LDLR permette
I’attachement des LVP, il n’est pas indispensable a ’entrée virale (Albecka et al., 2012).
L’interaction du virus avec les facteurs d’attachement est rendue possible grace a la
présence d’apoE a la surface des LVP (Catanese et al, 2013) En effet, apoE est une

protéine de I’hote indispensable a 1’infectiosité des particules virales et a I’entrée du virus
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dans les hépatocytes (Chang et al., 2007 ; Jiang et al., 2012 ; Lefevre et al, 2014). Le
récepteur SR-BI a également ¢été décrit comme un facteur d’attachement de la LVP grace
sa capacité a lier les lipoprotéines (Catanese ef al., 2010).

L’entrée du virus dans les hépatocytes est ensuite initiée par ’interaction directe de des
glycoprotéines d’enveloppes avec différents récepteurs cellulaires et par I’intervention
indirecte de co-récepteurs (pour revue, voir Zeisel et al, 2013 et Lindenbach et Rice,
2013). En plus de son intervention dans ’attachement des LVP, SR-BI peut interagir avec
la glycoprotéine d’enveloppe E2, plus particuliérement avec la région HVR1 (Scarselli et
al., 2002 ; Dao et al, 2012). De plus, la capacit¢é du SR-BI a induire un influx de
cholestérol a partir des lipoprotéines pourrait permettre la dissociation du virus de la
lipoprotéine qui lui est associée (Dao ef al., 2012 ; Zahid et al., 2013). La liaison SR-BI/E2
induit un changement de conformation d’E2 conduisant a I’exposition des déterminants de
liaison a la tétraspanine CD81, permettant la liaison du virus a ce récepteur (Figure 31).
CDS81 a été le premier récepteur d’entrée a €tre identifié en 1998 (Pileri et al., 1998).
L’interaction spécifique du CD81 avec HCV permet d’expliquer la spécificité¢ d’espece du
virus (Ploss et al., 2009 ; Doerner et al., 2013).

Un autre acteur majeur de D’entrée virale est la claudine 1 (CLDNI1). Il s’agit d’une
protéine membranaire localisée majoritairement aux jonctions serrées mais également a la
membrane basolatérale des hépatocytes. CLDN1 a ¢été identifiée, sous sa forme non
associée aux jonctions serrées, comme un récepteur majeur de 1’entrée du HCV (Evans et
al., 2007 ; Harris et al., 2010 ; Mailly et al., 2015). CLDNI1 contribue a I’entrée virale en
interagissant avec le complexe E1-E2 et le CD81 lorsqu’il est associé au virus, favorisant
ainsi 1’endocytose du virus (Figure 31) (Harris et al, 2010 ; Krieger et al, 2010,
Lupberger et al., 2011 ; Douam et al., 2014). Le développement d’anticorps dirigés contre
CLDNI1 a permis de mettre en évidence le rdle crucial de cette protéine dans I’entrée virale.
En effet, les anti-CLDN1 bloquent efficacement 1’entrée du virus dans les hépatocytes in
vitro et in vivo, et constituent une approche thérapeutique prometteuse (Krieger et al., 2010,
Fofana et al.,, 2012 ; Mailly et al., 2015).

L’interaction du CD81 a la CLDNI1 dépend de I’activation de cofacteurs d’entrée
comme [’epidermal growth factor receptor (EGFR) et de la GTPase HRas (Lupberger et
al., 2011 ; Zona et al., 2013). Lorsque CDS81 interagit avec E2, EGFR et HRAS sont
activés et activent a leur tour une voie de signalisation cellulaire. Cette derniére induit la
migration latérale du CD81 et son interaction avec CLDN1 (Lupberger ef al., 2011 ; Zona

et al., 2013). De méme, I’activation de plusieurs RHO GTPases agit sur les filaments
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d’actine cellulaires pour faciliter la migration du CDS81 et I’endocytose du virus

(Figure 31) (Farquhar et al., 2008 ; Brazzoli et al., 2008).
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Figure 31. Entrée virale du HCV dans les hépatocytes. La LVP s’attache aux hépatocytes
grace aux HSPG, au LDLR (via apoE) et au SR-BIl. SR-BI pourrait délipider les lipoprotéines
associées au HCV. Il se lie également a E2, entrainant I'exposition des sites de liaison au
CD81. E2 se lie ensuite au CD81 et active plusieurs voies de signalisation cellulaire via EGFR,
HRAS et les RHO GTPAses. Cette activation a pour conséquence un mouvement latéral du
complexe CD81-HCV et linteraction avec CLDN1. HCV est ensuite endocyté par une voie
clathrine dépendante. Le pH acide des endosomes entraine la fusion de I'enveloppe virale et
de la membrane des endosomes suivi de la décapsidation, libérant ainsi le génome viral dans
le cytoplasme de la cellule. OCLN et NPC1L1 sont également des acteurs de I'entrée virale
mais leur role exact dans ce processus reste encore inconnu.

En 2009, une étude a identifié une autre protéine des jonctions serrées, nommée
occludine (OCLN) comme étant un facteur d’entrée virale. Tout comme CD81, OCLN
explique la spécificité d’espece du HCV pour les hépatocytes humains. Cependant, le role
précis de I’OCLN dans le phénoméne d’entrée reste encore a définir (Ploss et al., 2009). 11
a néanmoins ét¢ démontré qu’HCV augmente son expression (Branche et al., 2016). Enfin,
plus récemment, le Niemann-Pick Cl-like I (NPCIL1) a été défini comme un cofacteur

additionnel nécessaire a I’entrée du virus. Il s’agit d’une protéine située a la surface apicale

84



INTRODUCTION

des hépatocytes, au niveau des
b DC-SIGN et L-SIGN : taxis moléculaires?

canalicules biliaires, qui est impliquée

En 2003, d”autres facteurs cellulaires
pouvant lier E2 furent décrits. Il s’agit des lectines
de type C nommées DC-SIGN (dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing
Cependant, il est plus que probable que | nonintegrin), et L-SIGN (liver/lymph node-specific
L intercellular  adhesion molecule  3-grabbing
NPCIL1 exerce un effet indirect sur | joregrin). Bien que n’étant pas exprimées au
niveau des hépatocytes, ces protéines sont
considérées comme des facteurs d’entrée. Les DC-
cholestérol cellulaire (Sainz et al., 2012). SIGN sont fortement exprimées a la surface des
cellules dendritiques et des cellules de Kupffer
La particule virale est endocytée par | tandis que les LSIGN sont retrouvées en
abondance a la surface des cellules endothéliales
des capillaires sinusoides du foie. Ces deux types
la cellule dans les endosomes précoces de lectines semblent nécessaires a I'entrée de HCV
dans les cellules dendritiques. Elles participeraient
(Figure 31) (Blanchard et al, 2006; | également a la capture du virus par les cellules

hépatiques en favorisant la concentration du virus
Meertens et al., 2006 > Coller ez al, a proximité des hépatocytes. Elles participent ainsi

2009 ; Farquhar et al, 2012). a la dissémination du virus dans son organe cible
(Cormier et al., 2003 ; Gardner et al., 2004).

dans la réabsorption du cholestérol. Son

r6le exact dans ’entrée virale est inconnu.

I’entrée virale en régulant le taux de

voie clathrine-dépendante et circule dans

L’interaction d’E2 avec le CD81 a induit

au préalable un changement de conformation d’E2 la « préparant » en quelque sorte a la
fusion virale. L’enveloppe virale fusionne ensuite avec la membrane des endosomes. Apres
décapsidation, le génome viral est libéré dans le cytoplasme de la cellule (Sharma et al.,
2011). Cette étape n’est pas encore totalement ¢lucidée.

La dissémination du virus dans le foie peut avoir lieu par deux mécanismes différents :
I’infection directe des cellules par le virus, comme décrit ci-dessus, et I’infection cellule a
cellule vers les hépatocytes adjacents. Cette dernicre s’aveére étre plus efficace pour
propager le virus que I’infection directe et permet I’évasion du virus aux nAbs (Timpe et
al., 2008 ; Brimacombe et al., 2011). Bien que les mécanismes de transmission soient
différents, certains récepteurs et corécepteurs sont également impliqués dans la
transmission de cellule a cellule comme SR-BI, CLDN1, OCLN, et EGFR (Timpe et al.,
2008 ; Xiao et al., 2014). CD81 peut étre impliqué dans ce phénomeéne mais ne semble ne

pas indispensable (Witteveldt et al., 2009).

2. Traduction de la polyprotéine virale

Apres D’entrée du virus dans les hépatocytes, I’ARNsb de polarité positive du virus est
directement traduit dans le cytoplasme, a proximité du RE. Contrairement a la majorité des

ARNm cellulaires traduits par un mécanisme cap-dépendant, le génome viral est traduit
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grace a I’utilisation d’un IRES, localisé dans la partie 5’UTR du génome. Cet IRES permet
le recrutement direct du ribosome en s’affranchissant d’un certain nombre de facteurs

d’initiation de la traduction classique (elF) (pour revue, voir Niepmann, 2013).

a) Rappel sur I’initiation de la traduction cap-dépendante

Chez les Eucaryotes, ’initiation de la traduction canonique, ou cap-dépendante, est un
processus complexe et hautement régulé. Elle nécessite au total 9 facteurs d’initiation
nommés elF (eukaryotic initiation factor). Elle dépend également de 2 structures
caractéristiques des ARNm qui sont la coiffe, située en 5’ de ’ARNm, et la queue polyA
située en 3’. Ces deux structures protégent I’ARNm des dégradations par les exonucléases.
La coiffe correspond a une guanosine méthylée en position N7 (m7G), liée au nucléotide
suivant par une liaison 5’-5’ triphosphate. La queue polyA, d’environ 200 nts, est tapissée
par une protéine nommée PABP pour PolyA binding protein. Lors de I’initiation de la
traduction, les ARNm sont circularisés grace au complexe elF4F qui relie la coiffe et la
PABP (elF4F = eIF4E liant la coiffe + elF4A + elF4G liant la PABP). Il recrute ensuite le
complexe de pré-initiation 43S composé¢ de la petite sous-unit¢ 40S du ribosome, du
complexe ternaire eIF2/GTP/Met-tRNAIM, et des facteurs elF1, eIF1A, elF3 et elF5. Le
ribosome scanne ensuite la partie 5 UTR en association avec elF4A et elF4B. Lorsque
I’anticodon du Met-tRNAi™ reconnait le codon initiateur AUG (formation du complexe
48S), elF5 hydrolyse le GTP 1ié¢ a elF2. La dissociation d’elF2-GTP et d’elF3 de la sous-
unité 40S, permet la liaison de la sous-unité 60S du ribosome grace a eIF5SB-GTP. Enfin, la
formation du ribosome complet 80S et la dissociation des facteurs d’initiation permet

I’¢longation de la chaine protéique (Jackson et al., 2010).

b) Traduction IRES-dépendante du HCV

Contrairement a la voie canonique, la traduction IRES-dépendante permet le
recrutement direct du ribosome et ne nécessite que peu de facteurs d’initiation
(principalement elF2 et elF3). La traduction IRES-dépendante constitue donc un avantage
pour le virus par rapport aux ARNm cellulaires. En effet, sous 1’effet d’un stress ou d’une
infection virale, un mécanisme de défense de la cellule consiste a réprimer la traduction
cap-dépendante et seuls les ARN possédant un IRES peuvent étre traduits (Sonenberg et

Hinnebusch, 2009).
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Comme décrit précédemment, la région |g IRES : piste d’atterrissage pour ribosomes

S’UTR du HCV est formée de quatre Les premiers IRES ont été identifié en 1988

domaines majeurs structurés en tige- | chez deux Picornaviridae, le Poliovirus et 'EMCV
(Jang et al., 1988; Pelletier et Sonenberg, 1988). A
I'origine, I'IRES du Polyovirus était nommé
domaines II, IIl et IV ainsi que les | «ribosome landing pad», soit littéralement
« piste d’atterrissage pour ribosome ». D’autres

boucles (Moradpour et Penin, 2013). Les

premiers nucléotides de la phase codante SR o
IRES ont par la suite été caractérisés chez les

forment un IRES (BI'OWH et al, 1992; Flaviviridae, les Retroviridae, certains virus
d’insectes comme les Dicistroviridae et méme

Tsukiyama-Kohara ef al.,, 1992 ; Wang et

pour certains ARNm cellulaires exprimés en
al., 1993). Les domaines II et III sont | condition de stress. Environ 10% des ARNm

structurés en tiges-boucles (nommées Ila- cellulaires seraient traduits selon un mécanisme

cap-indépendant. A I'heure actuelle, les IRES
IIb et IMla-IIIf, respectivement) alors que | yiraux sont classés en 4 groupes en fonction des

le domaine IV. renfermant le codon facteurs de I'hGte nécessaires a leur
9

o fonctionnement. L'IRES du HCV appartient au
initiateur AUG, adopte une structure en | groupe Il (Niepmann, 2009).

éperon (Figure 32). Le coeur de I’IRES est caractérisé par une jonction a quatre voies a la
base du domaine III, entre les tiges boucles I1Id, Ille, IIIf et le domaine IV, formant ainsi
un double pseudo-nceud. Ces structures particulieres conférent a I'IRES une grande
flexibilité. En effet, des études de microscopie ¢lectronique ont révélé que le domaine 111
se lie dans une conformation étirée a la sous-unité 40S du ribosome grace aux interactions
avec le domaine III (Figure 32). Ce changement de conformation permet a I’ARN viral de
se positionner correctement et de rendre le codon initiateur AUG accessible au ribosome.
Ainsi, contrairement a la voie canonique, la traduction IRES-dépendante du HCV ne
nécessite pas la présence de la coiffe en 5’ et permet le recrutement direct de la sous-unité
40S du ribosome au codon AUG, sans processus de scanning (Lukavsky, 2009 ; Niepmann
2009 ; Niepmann, 2013 ; Perard et al., 2013 ; Quade et al., 2015 ).

L’IRES recrute ensuite le complexe ternaire eIF2/GTP/Met-tRNA{M

. L’interaction est
stabilisée par la fixation du facteur elF3 qui se lie aux sous-domaines IIIb (Figure 32). Ce
mécanisme direct permet de s’affranchir d’un certain nombre de facteurs d’initiation (elF1,
elF1A, elF4A, elF4B et eIlF4F). L hydrolyse du GTP suite a la formation du complexe 48S
permet la liaison de la sous-unité 60S pour former le ribosome 80S (Figure 32) (Lukavsky,
2009 ; Niepmann, 2013). L’interaction de la sous-unité 40S du ribosome avec le domaine
IT de 'IRES induit un changement de conformation de la sous-unité 40S et permet
I’hydrolyse du GTP et la libération du facteur elF2. Le domaine II promeut ainsi
I’association de la sous-unité 60S du ribosome au complexe d’initiation de la traduction et

permet ainsi la transition de I’initiation a 1’¢longation (Locker et al., 2007 ; Fraser et al.,
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2009). La traduction IRES-dépendante du génome viral donne naissance a la polyprotéine
virale qui sera clivée et maturée en 3 protéines structurales (Core, E1 et E2) et 7 protéines
non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Moradpour et Penin, 2013).

A B

IRES HCV Liaison directe a la
sous-unité 40S

llib

Site d’interaction
avec elF3

A eiF3
lib . P eiF2/GTP/Met-tRNAMet
B \<
| liid . elF5B-GTP -
60S
&
miR122 f
3
v eiF
i . ‘ GDP + Pi
u
Formation du Formation du
ribosome 80S complexe 48S

Figure 32. Structure de I'lRES du HCV et initiation de la traduction IRES-dépendante. (A)
Structure de I'lRES du HCV. La région 5 UTR du génome viral est formée de 4 domaines trés
structurés (1 a IV). L'IRES est formé des domaines I, lll et IV et des premiers nucléotides de la
région codante. Les domaines Il et Ill sont divisés en sous-domaines lla-llb et llla-llIf
respectivement. Le site de liaison a elF3 est représenté en violet et le site de liaison a la sous-
unité 40S du ribosome en rose. Les sites de fixation du mir122 sont représentés en rouge
entre les boucles | et IIA. Le codon initiateur AUG est présenté en rouge dans le domaine IV.
(B) Modele d’initiation de la traduction IRES-dépendante du HCV. L’'IRES recrute directement
la sous-unité 40S du ribosome (rose), puis elF3 (bleu) et le complexe ternaire elF2-GTP-Met-
tRNAM® (violet) pour former le complexe d'initiation 48S. La formation du ribosome 80S
dépend ensuite de elF5 et elF5B et de I'hydrolyse du GTP. Figure adaptée de Lukavsky, 2009.

c) Facteurs influencant la traduction IRES-dépendante du HCV

Bien que longtemps controversé, le réle de la région 3’UTR du HCV dans la traduction
virale est maintenant admis. Tout comme la queue polyA, il a été démontré que la région
poly(U/UC) et la SL1 de la région conservée X stimulent la traduction IRES-dépendante
(Song et al., 2006 ; Badrick et al., 2006 ; Bung et al, 2010). La boucle SL1 étant
¢galement indispensable a la réplication virale, elle pourrait étre impliquée dans la
transition entre la traduction et la réplication virale (Friebe et Bartenschlager, 2002 ; Yi et
Lemon, 2003). De plus, il a récemment été décrit que des structures tiges-boucles de la

région 3’ UTR se lient a I'IRES pour former une boucle fermée, tout comme les ARNm
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cellulaires. Ce mécanisme permettrait d’assurer une traduction efficace uniquement des
génomes complets non dégradés (Bai et al., 2013 ; Romero-Lopez et al., 2014).

Bien que s’affranchissant de certains facteurs canoniques de I’initiation de la traduction,
la traduction IRES-dépendante du HCV nécessite la présence de plusieurs facteurs de
I’hote. En effet, I'IRES recrute plusieurs facteurs non canonique comme les protéines La,
NSAP1, hnRNP L, hnRNP D, IMP-1, Gemin5, LSm1-7 et PCBP2. La plupart de ces
protéines est normalement impliquée dans la régulation du métabolisme des ARN
cellulaires mais ne sont pas impliquées dans la traduction cap-dépendante. Cependant, elles
ont été décrites comme des ITAF (IRES trans-acting factors) car elles stimulent la
traduction IRES-dépendante certainement en chaperonnant I’ARN viral (pour revue, voir
Niepmann, 2013). Trés récemment, une étude, réalisée dans notre laboratoire, a également
identifi¢ la protéine RACKI1 (Receptor for activated C kinase 1) comme un facteur de
I’hote indispensable a la traduction virale. Il s’agit d’un composant de la sous-unité 40S du
ribosome qui régule la traduction IRES-dépendante du HCV chez ’'Homme mais aussi
d’autres virus a IRES dont certains virus d’insectes (Majzoub et al., 2014).

Enfin, le micro-ARN 122 (miR122) a été identifi¢ comme un facteur de 1’hote stimulant
la traduction et la réplication du HCV. Le miR122 est fortement exprimé dans le foie ou il
régule de nombreux processus cellulaires. En association avec certains récepteurs d’entrée,
il contribue fortement a 1’hépatotropisme du virus. Le miR122 stimule la traduction virale
en se fixant de maniére imparfaite dans la partie 5> UTR du génome viral, plus précisément
sur 2 séquences cibles situées entre les domaines I et II. Une autre séquence cible du
miR122 a été identifié en 3’UTR mais ne semble par impliquée dans la régulation de la
traduction (Jopling et al., 2005, Henke et al, 2008 ; Conrad et Niepmann, 2014). Le
miR122 exerce ses fonctions en stabilisant le génome du HCV, en le protégeant des
dégradations et en contribuant ainsi a son accumulation dans les cellules hotes (Jopling et
al., 2005 ; Shimakami et al., 2012). De plus, les fonctions du miR122 sont indissociables
du complexe ribonucléoprotéique miRISC (miRNA-induced silencing complex) qui lui est
associé. La protéine argonaute 2 (Ago2) par exemple se lie a la partie 5° UTR du génome
viral via miR122, stabilise le génome viral et stimule sa traduction (Conrad et al., 2013).
Bien que les mécanismes exacts restent encore mal compris, une hypothése serait que la
liaison du miR122 améliore 1’association des ribosomes a ’ARN viral en induisant des

changements de conformation de I’'IRES (Henkel et al., 2008).
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3. Réplication du génome viral
a) Mécanisme de réplication

Apres la traduction et le clivage de la polyprotéine virale, le complexe de réplication
viral se forme au RE. Il est composé des protéines NS3 a NS5B et de I’ARN génomique.
Bien que la protéine NS2 ne soit pas impliquée dans le complexe de réplication, elle est
indirectement nécessaire a la réplication virale en assurant le clivage de la jonction
NS2/NS3. La premiére étape de la réplication virale est la génération d’un ARN de polarité
négative (ARN-), complémentaire a I’ARN génomique, qui constitue un intermédiaire de
réplication. L’ARN- servira de matrice pour produire a nouveau des ARN de polarité
positive (ARN+), produits 5 a 10 fois plus que I’ARN-. La synthése est initiée de novo a
I’extrémité de la région 3> UTR grace a I’ARN polymérase ARN dépendante NS5B et
nécessite la génération d’un intermédiaire de réplication ARNdb. Les ARN+ ainsi générés
peuvent étre & nouveau traduits et répliqués ou encapsidés pour former de nouveaux
virions (pour revue, voir Lohmann, 2013 et Paul et al, 2014). Comme décrit
précédemment, 1’initiation de novo est une caractéristique de la protéine NS5B. Pour cela,
elle adopte une conformation « fermée » ou 1I’élément /inker interagit avec I’élément £ flap
afin de former une plateforme pour 1’incorporation du premier dinucléotide. L’¢élongation
est ensuite déclenchée par un changement de conformation vers une forme « ouverte », qui
permet la libération du site actif (Harrus et al., 2010 ; Mosley et al., 2012). La polymérase
synthétise ensuite I’ARN viral a une vitesse estimée de 100 a 400 nt par minute (Simister
et al., 2009).

La réplication du génome viral est régulée en cis par des éléments trés structurés de
I’ARN viral, situés en majeure partie dans les parties 5’UTR et 3’ UTR ainsi que dans les
régions codant core et NS5B. Il s’agit des éléments CRE pour cis-acting RNA elements
(Lohmann, 2013). La région X, située en 3> UTR de ’ARN+ contient principalement les
¢léments CRE nécessaires a la synthese de I’ARN- (Friebe et Bartenschlager, 2002). Elle
est engagée dans une interaction de type kissing-complex avec un autre élément CRE situé
dans la région codant NS5B. Cette interaction joue un rdle crucial dans la synthése de
I’ARN- (Friebe et al., 2005). Les ¢léments CRE situés en 3’UTR de I’ARN-, tres différents
des ¢léments CRE de I’ARN+, sont quant-a-eux indispensables a la synthése de I’ARN+
(Friebe et Bartenschlager, 2002).

Bien que NS5B soit la protéine majoritairement responsable de la réplication du

génome viral, d’autres protéines non structurales sont impliquées dans ce processus. NS4B
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est notamment impliquée dans la formation du membranous web, le site de réplication du
virus. NS5A quant-a-elle interagit avec des facteurs de 1’hdte indispensables a la
réplication (Lohmann, 2013). NS3 associée a NS4A contribue également a la réplication
en particulier par son activité hélicase qui déroule les structures tiges-boucles de I’ARN

viral et les formes ARNdb réplicatives (Gu et Rice, 2010).

b) Formation du membranous web

Tout comme les autres virus 8 ARN de polarité positive, HCV induit de nombreuses
modifications des membranes cellulaires, a son profit, pour générer de véritables
organelles spécialisées dans la réplication virales, nommées viral replication factories
(VRF). Elles permettent d’augmenter localement la concentration des facteurs nécessaires a
la réplication virale, la coordination spatiale des différentes étapes du cycle viral
(traduction, replication, assemblage) et la protection de I’ARN viral des défenses
immunitaires de la cellule (Paul er al., 2014). En effet, des ¢tudes de microscopie
¢électronique ont révélé que les complexes de réplication du HCV étaient intégrés dans une
matrice membranaire appelée membranous web (MW) (Egger et al., 2002 ; Gosert et al.,
2003) (Figure 33). La plupart des altérations des membranes engendrées par le virus
forment des structures complexes a deux membranes ou plus, nommées double-membrane
vesicles (DMV) ou multi-membranes vesicles (MMV) (Ferraris et al., 2010 ; Reiss et al.,
2011). Ces altérations ont pour origine des protrusions du RE (Romero-Brey et al., 2012).
Il a été démontré que les protéines non-structurales et I’ARN viral sont localisés dans les
DMV (Figure 33). De plus, ’abondance des DMV dans la cellule corréle avec le taux de
réplication virale, témoignant du réle fonctionnel de ces structures (Romero-Brey et al.,
2012).

La protéine virale NS4B a été identifiée comme ’acteur majeur permettant la formation
du MW, car sa seule expression permet la prolifération des membranes du RE (Egger ef al.,
2002). La structure intégralement membranaire de la protéine et son oligomérisation
induisent des courbures dans les membranes du RE et la génération des DMV. En effet,
des mutations de la protéine inhibant I’oligomérisation de NS4B menent a la formation de
DMV aberrantes et une inhibition de la réplication virale (Gouttenoire ef al., 2010b ; Paul
et al, 2011). L’expression indépendante des protéines virales dans les hépatocytes a
démontré que les protéines NS3/NS4 NS5A et NS5B étaient ¢galement impliquées dans la

formation de vésicules membranaires contenues dans le MW, mais différant quelque peu
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des DMV et MMV. Leur rdle exact reste encore a déterminer (Romero-Brey et al., 2012).

NS5A

NS3

Cytosol

Lumiere du RE

Figure 33. DMV et complexe de réplication virale. Panel de gauche. Clichés de
microscopie électronique montrant les structures DMV dans des cellules Huh7.5 exprimant
fortement le réplicon subgénomique du JFH1. Un marquage immunogold des ARNdb du HCV
(a) et de la protéine NS5A (b) a été réalisé pour montrer leur localisation dans les DMV.
Photographie adaptée de Ferraris et al., 2010. Panel de droite. Représentation schématique
des DMV dérivées du RE et de la formation du complexe de réplication. Les protéines
NS3/NS4A, NS4B, NS5A et NS5B ainsi que I’ARNSsb viral et les formes réplicatives ARNdb y
sont retrouvés. Il est a noter que le complexe de réplication a aussi été visualisé sur la partie
externe des DMV, exposée vers le cytoplasme (non détaillé). Les changements de
conformation nécessaires aux protéines virales pour promouvoir la réplication virale sont
illustrés dans les encadrés a droite du schéma. Figure adaptée de Paul et al., 2014.

c¢) Importance des facteurs de I’hote et du métabolisme des lipides

Bien que les protéines virales soient les acteurs principaux de la modification des
membranes du RE, certains facteurs de 1’hote sont indispensables a la formation des vRF et
a la réplication virale. C’est le cas notamment de la cyclophiline A (CypA) (Kaul et al.,
2009 ; Liu et al., 2009). CypA est une prolyl-peptidyl isomérase (PPI) qui se lic a NS5A et
qui induit des changements conformationnels importants des domaines II et III de la
protéine. Ces derniers permettent d’augmenter la capacité de liaison a I’ARN de NS5A et

d’améliorer la réplication virale. Ainsi, 'utilisation d’inhibiteurs de CypA bloque la
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réplication virale, démontrant I’importance de ce facteur hote dans la réplication du virus
(Coelmont et al., 2010 ; Foster et al., 2011 ; Verdegem et al., 2011). L’activit¢ PPI de
CypA est également essentielle a NS5A dans le processus de formation du MW par un
mécanisme encore inconnu (Madan et al., 2014). Un autre exemple est la proline-serine-
threonine phosphatase interacting protein 2 (PSTPIP2). Cette protéine est recrutée par
NS4B et NS5A au site de réplication et participe a la formation des DMV en induisant la
courbure des membranes (Chao ef al., 2012).

Néanmoins, le facteur influencant le plus la réplication virale reste la composition en
lipide du MW (Syed et al., 2010). HCV induit la synthése de novo des lipides via les
facteurs de transcription SREBP, induisant ainsi des changements dans la composition des
membranes cellulaires spécifiques a 1’infection (Warris et al., 2007 ; Park et al., 2009 ;
Diamond et al., 2010). 11 a en effet été observé que 1’expression des protéines Core et
NS4B promouvaient indirectement le clivage et ’activation des SREBP, menant a une
forte expression de la FAS et de ’'HMG-CoA réductase (3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme-A réductase), deux enzymes impliquées dans la synthése des acides gras et du
cholestérol respectivement (Warris et al., 2007 ; Park et al., 2009). Il est a noter que la
FAS stimule elle-méme 1’activit¢ de NS5B (Huang et al., 2013). Le cholestérol joue un
role-clé dans la réplication virale (pour revue, voir Felmlee et al., 2013 et Popescu et al.,
2014). En effet, la réplication a lieu au niveau de micro-domaines membranaires du MW
enrichis en cholestérol nommés /lipid-raft (Shi et al., 2003 ; Aizaki et al., 2004). 11 a été
démontré que la perturbation du métabolisme du cholestérol inhibe la formation du
complexe de réplication en altérant la structure membranaire du MW (Sagan et al., 2006).
De plus, I’inhibition de ’'HMG-CoA bloque la réplication du HCV (Ye ef al., 2003).

L’importance du métabolisme des lipides est également illustrée par la grande
dépendance de la réplication virale a la PI4KIlla, une enzyme impliquée dans la synthése
du PI4P. Les protéines NS5A et NS5B interagissent et activent cette enzyme, induisant
ainsi une forte production de PI4P dans les membranes cellulaires. Il a été¢ démontré que le
silencing de PI4KlIllo diminue fortement la taille des DMV et inhibe la formation des
MMV, suggérant que la production de PI4P est un facteur indispensable a la formation du
MW (Berger al.,, 2011 ; Reiss et al., 2011). De plus, PI4KIlla affecte directement la
réplication virale en régulant la phosphorylation de NS5A (Reiss et al., 2013). Une voie de
transport liée au PI4P et impliquant I’oxysterol-binding protein (OSBP) est également

cruciale pour la formation du MW ainsi que pour la sécrétion des particules virales
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infectieuses (Amako et al, 2009 ; Wang et al, 2014). OSBP permet le transport du
cholestérol aux membranes riches en PI4P et contribue a la formation des DMV (Wang et
al., 2014). De plus, une trés récente étude a démontré que la cholesterol-25-hydroxylase,
une protéine induite par I’'IFN en réponse a I’infection par HCV, restreint la réplication
virale en bloquant la protéine OSBP, diminuant ainsi la formation des DMV. Cette étude
renforce I’importance d’OSBP dans la réplication du virus (Anggakusuma et al., 2015).

Enfin, en plus de son rdle dans la régulation de la traduction virale, le miR122 apparait
comme un ¢lément important pour la réplication du virus. Il influence cette étape du cycle
viral directement en stabilisant I’ARN génomique (Jopling et al., 2005 ; Shimakami et al.,
2012) et indirectement par son rdéle régulateur du métabolisme du cholestérol. En effet, la
déplétion de miR122 dans les hépatocytes induit une accumulation de cholestérol cellulaire
et diminue la quantité de cholestérol circulant (Hsu et al,, 2012 ; Tsai et al., 2012).

Ces quelques exemples démontrent I’importance du métabolisme lipidique pour la
réplication du virus mais ne constituent pas une liste exhaustive. En effet, bien d’autres
facteurs régulant la production, la capture ou encore I’efflux des lipides influencent
¢également la réplication virale. C’est le cas notamment d’apoE, grace a son rdle régulateur
du métabolisme des lipides. L’étude du réle d’apoE dans la réplication virale a

constitué la majeure partie de ce travail de thése (voir Crouchet et al., Gut, 2016).

4. Assemblage et export des particules virales

La dernicre étape du cycle viral correspond a 1’assemblage et 1’export des particules
virales infectieuses qui bourgeonnent au RE. Elle nécessite une organisation spatiale et
temporelle millimétrée pour permettre I’assemblage de la protéine de capside core, des
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 ainsi que du génome viral. Les particules naissantes
transitent par les voies de sécrétions cellulaires ou elles sont maturées, avant d’étre
excrétées. Une fois encore, ces étapes sont intimement liées au métabolisme des lipides

(pour revue, voir Lindenbach, 2013 et Paul et al., 2014).

a) Le trafic intracellulaire de core : déterminant de I’assemblage viral

Le contrdle spatio-temporel de 1’assemblage viral nécessite la séparation physique de la
protéine de capside Core du complexe de réplication, pour éviter une liaison a I’ARN viral
et une encapsidation précoce. Apres sa syntheése au RE, la protéine core s’homodimérise et

est dirigée a la surface des GL cytosoliques (cGL) (Figure 34) (Boulant et al., 2006). Ces
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cGL sont des organites spécialisés dans le stockage des lipides neutres et du cholestérol,
entourés d’une monocouche lipidique dérivée du RE permettant 1’interaction avec Core
(Roingeard et Depla, 2011). Ce processus permettrait de séquestrer Core durant 1’étape de
réplication virale jusqu’a ce qu’elle soit nécessaire a I’assemblage des particules virales.
Cette hypothése est confortée par plusieurs études montrant que des mutations de la
protéine Core bloquant son trafic vers les cGL inhibent fortement 1’assemblage viral
(Boulant et al., 2007 ; Miyanari et al., 2007 ; Shavinskaya et al., 2007). L’acheminement
de Core aux cGL nécessite les protéines DGAT-1, une enzyme clé de la synthése des TG
(Herker et al., 2010) et cPLA2G4A (cytosolic phospholipase A2 group IVA) dont
I’activation est régulée par la voie des MAPK. La cPLA2G4A est impliquée dans le
clivage des lipides cellulaires contenant de 1’acide arachidonique. Il a ét¢ démontré que
I’inhibition de cette enzyme bloquait I’assemblage viral, qui pouvait étre restauré par
I’ajout d’acide arachidonique. Ce dernier pouvant jouer le role de second messager de
certaines voies de signalisation cellulaire, une hypothése intéressante serait que
cPLA2G4A régule le trafic de Core en activant une voie de signalisation dépendante de
I’acide arachidonique (Figure 34) (Menzel et al., 2012).

Pour initier I’assemblage viral, la protéine Core doit ensuite étre acheminée des cGL au
site d’assemblage des particules virales au RE. Plusieurs facteurs de I’hdte sont impliqués
dans ce processus. Dans sa structure, la protéine Core contient le domaine conservé YXXo
(Y est une tyrosine, X correspond a n’importe quel aa et o correspond a un aa hydrophobe)
qui est reconnu par AP2M1 (clathrin assembly protein complex 2 medium chain ul). En
2012, Neveu et ses collaborateurs ont démontré I’importance de 1’interaction entre Core et
AP2M1 pour I’assemblage viral. En effet, ’inhibition de cette interaction induit une
accumulation de Core aux cGL et une forte diminution de la production de virus (Neveu et
al., 2012). Des ¢tudes de microscopie et de live imaging ont complété ces travaux,
montrant que Core est tres vite recrutée au cGL aprés sa synthése, puis lentement déplacée
aux sites d’assemblage dans des vésicules se déplagant le long des microtubules (Counihan

etal., 2011 ; Coller et al., 2012).

b) Assemblage et maturation des particules virales

La premicre étape de I’assemblage viral consiste en l’interaction de NS5A avec la
protéine Core liée au cGL. Cette étape est assurée par DGAT-1 (Camus ef al., 2013). Pour

passer des étapes de réplication a ’assemblage viral, NS5A doit étre phosphorylée par la
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CKllIa sur un résidu sérine du domaine III. Grace a son domaine de liaison a ’ARN, NS5A
peut acheminer ’ARN néosynthétisé du site de réplication vers les sites d’assemblage
(Appel et al., 2008 ; Masaki et al., 2008 ; Tellinghuisen et al., 2008). Lors de cette étape
les interactions entre NS2 et p7 mais également entre NS2 et NS3/NS4A sont
indispensables pour acheminer les protéines non structurales et Core aux sites
d’assemblage (Jirasko et al., 2010 ; Popescu et al., 2011). De plus, le complexe p7-NS2
recrute également les glycoprotéines E1 et E2, jusque la retenues au RE, aux sites
d’assemblage (Phan et al., 2009).

Une fois tous les composants regroupés, les particules virales sont assemblées. La
nucléocapside est formée grace a I’interaction de Core et de I’ARN viral puis elles vont
bourgeonner au RE a proximité des LD pour acquérir leur enveloppe dans laquelle les
protéines E1 et E2 sont enchassées (Figure 34) (Roingeard et al., 2008 ; Lindenbach,
2013). Cette étape est intimement liée a la voie d’assemblage des VLDL. L’assemblage
des VLDL est réalisé en plusieurs étapes. Dans un premier temps, apoB-100 est synthétisée
puis lipidée de maniere co-traductionnelle au RE grace a la MTP et aux DGAT-1 et 2 pour
former les précurseurs des VLDL. Puis dans un second temps, les VLDL sont enrichies en
lipides grace aux GL luminales (luGL) au RE (Roingeard et Depla, 2011 ; Ramasamy,
2014). Le mécanisme d’enrichissement en lipides des VLDL est peu connu. Il semblerait
que les précurseurs des VLDL fusionnent avec les luGL résidentes du RE, produites par la
MTP et contenant apoE et apoC a leur surface (Davidson et Shelness, 2000 ; Olofsson et
al.,, 2009 ; Ye et al., 2009) (Figure 34). Enfin, les VLDL sont maturées et sécrétées via les
vésicules de ’appareil de Golgi (Gusarova et al., 2003 ; Siddiqi, 2008).

Plusieurs évidences ont permis de démontrer que I’assemblage et 1’export des particules
infectieuses du HCV possedent de nombreuses similitudes ave la voie de synthése des
VLDL. Il a été notamment ét¢ démontré que des inhibiteurs de la MTP inhibaient la
production de particules virales. Le role d’apoB reste quand-a-lui sujet a controverse ;
alors que certaines ¢études décrivent apoB comme indispensable a la production de
particules virales, d’autres équipes ont démontré que la production de virions serait plutot
dépendante d’apoE (Huang et al., 2007 ; Gastaminza et al., 2008 ; Jiang et al, 2012),
Benga et al., 2010). En accord avec ces observations, Coller et ses collaborateurs ont
montré que les virus naissants ¢étaient localisés dans des vésicules de sécrétion en
association avec apoE, mais pas apoB (Coller et al., 2012). Ces études suggerent que la
production de virus serait dépendante d’apoE et des luGL plutot que de la production de

VLDL en elle-méme. Enfin, plusieurs ¢tudes ont démontré que I’interaction entre apoE et
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les protéines virales NS5A et E2 était indispensable a la production de particules virales
infectieuses, prouvant a nouveau le role important d’apoE dans cette étape (Benga et al.,

2010 ; Boyer et al., 2014 ; Lee et al., 2014).
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Figure 34. Assemblage et export des particules virales du HCV dans les hépatocytes.
(1) Le génome viral est répliqué au RE, au niveau des DMV. (2) Core est tout d’abord dirigée
puis séquestrée aux cGL grace a DGAT-1 et PLA2G4A. (3) Lors de I'étape d’assemblage,
Core est acheminée aux sites d’assemblages grace a AP2M1 et aux protéines non
structurales p7, NS2 et NS3/NS4A. NS5A permet I'acheminement de I'ARN viral aux
plateformes d’assemblage. Enfin, p7 et NS2 permettent le recrutement des glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2. (4) Les particules virales bourgeonnent aux sites d’assemblage viral a
la surface du RE. (5) En paralléle, les précurseurs des VLDL sont formés par la lipidation co-
traductionnelle d’'apoB grace a la MTP. La MTP est aussi impliquée dans la production des
luGL (non représenté). (6) Il a été proposé que les précurseurs des VLDL fusionnent avec les
luGL contenant apoE et apoC a leur surface pour former des VLDL matures. Les particules
virales infectieuses du HCV sont couplées aux VLDL naissantes par un mécanisme encore
peu connu. ApoE et NS5A jouent un réle majeur dans cette étape. (7) Enfin les particules
virales sont excrétées de la cellule par la voie ESCRT. Figure adaptée de Zeisel, Crouchet et
al., 2015.

A ce stade, les particules virales formées peuvent étre maturées et sécrétées. Les
glycoprotéines E1 et E2 subissent de nombreuses glycosylations dans 1’appareil de Golgi
(Vieyres et al., 2010). Puis, comme pour de nombreux virus enveloppés, les particules
infectieuses du HCV empruntent la voie de /’endosomal sorting complex required for

transport (ESCRT) pour étre excrétées (Figure 34) (Welsch et al., 2007 ; Ariumi et al.,
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2011). Durant le trafic des particules dans les voies de sécrétion, la protéine p7 neutralise
les compartiments acides grace a son activité de pompe a proton pour protéger les

particules de toutes modifications dues a des pH trop acides (Wozniak et al., 2010).
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L’infection par HCV est une cause majeure d’hépatique chronique, de cirrhose du foie
et d’hépatocarcinome a travers le monde. Plusieurs stratégies thérapeutiques existent ou
sont en cours de développement. A 1’heure actuelle, les DAA ont permis une révolution
des traitements pour lutter contre le virus, avec des taux de guérison tres élevés. Ils
permettront a ’avenir de s’affranchir de I’'INFa. Bien que trés efficaces, les DAA sont
limités par leur cott et par I’apparition de résistances virales dues aux facultés d’adaptation
du virus. Pour s’affranchir des problémes de résistance, les HTA constituent une stratégie
de choix car ils ciblent directement les facteurs de I’hote indispensables au virus.
L’identification d’un HTA, dépend de la bonne compréhension des interactions entre le
virus et sa cellule hote permettant de découvrir des cibles cellulaires potentiellement
exploitables pour développer de nouvelles thérapies. A I’heure actuelle, aucun vaccin
préventif n’est disponible. L’¢laboration d’un tel vaccin se révele difficile a cause de la
grande variabilité¢ du virus et de ses capacités d’échappement au systéme immunitaire. Le
développement d’un vaccin passe également par la connaissance des relations entre
I’immunité de I’hdte et le virus. Notre unité de recherche est spécialisée dans I’étude des
interactions virus-hote au cours du cycle viral et dans la compréhension des relations entre

le virus et I’immunité de 1’hote.

Tout au long de mon introduction, nous avons pu voir le lien étroit entre le cycle
viral du HCV et le métabolisme lipidique de la cellule hote. Le virus circule notamment
dans le sang des patients infectés associés aux lipoprotéines, sous forme d’une LVP
infectieuse. Au cours des derniéres années, notre laboratoire s’est particulierement
intéressé a une protéine de I’hote faisant partie intégrante de la LVP nommée apoE. Cette
protéine est indispensable a plusieurs étapes-clés du cycle viral du HCV. D’une part, elle
est impliquée dans I’entrée du virus dans les hépatocytes en interagissant avec les HSPG et
le LDLR (Chang et al., 2007 ; Jiang et al., 2012, Lefévre et al., 2014). D’autre part, elle est
indispensable a 1’assemblage et a l’export des particules virales néosynthétisées en
participant a I’assemblage des VLDL et en interagissant avec les protéines virales E2 et
NS5A (Huang et al., 2007 ; Benga et al., 2010 ; Boyer et al, 2014 ; Lee et al., 2014).
Durant mon travail de thése, j’ai pu contribuer a approfondir les connaissances quant au
role d’apoE dans le cycle viral du HCV, sous deux aspects trés différents. J’ai pu mettre en

évidence le role régulateur de I’apoE libre extracellulaire dans 1’étape de réplication virale

99



et dans le métabolisme lipidique et j’ai également participé a une é¢tude démontrant le role

d’apoE dans I’échappement du virus au systéme immunitaire de 1’hdte.

Dans la premicre partie de mes travaux de thése, je présenterai les résultats
concernant le role d’apoE extracellulaire dans la régulation de la réplication virale. Je me
suis plus particulierement intéressée a la forme libre d’apoE c’est-a-dire apoE non liée aux
lipoprotéines. En effet, malgré les nombreuses connaissances sur le réle d’apoE dans le
cycle viral, le réle potentiel de I’apoE libre extracellulaire n’était que peu documenté. Mes
travaux démontrent que I’apoE libre inhibe la réplication du HCV par son role régulateur
du métabolisme des lipides, mécanisme que nous avons en partie €¢lucidé. Ce travail a
constitué 1’essentiel de mon projet de these et a aboutit & un article original, accepté pour

publication dans le journal Gut.

Dans la seconde partie de mon travail, je présenterai ma contribution a une étude
mettant en évidence le réle d’apoE dans I’échappement au systéeme immunitaire de 1’hote.
En effet, HCV a développé de nombreuses stratégies pour échapper aux défenses de 1’hote.
Grace a sa grande variabilité, il peut notamment échapper aux nAbs (Fafi-Kremer et al.,
2012). Plusieurs études ont également émis 1’hypothése que 1’association du HCV aux
lipoprotéines permettrait de masquer les glycoprotéines virales et de les rendre
inaccessibles aux nAbs (Bartosch et al, 2005, Grove et al., 2008 ; Fafi-Kremer et al.,
2012). Au vu de ces observations, nos travaux ont porté sur le role de 1’association du
HCV avec les composants des lipoprotéines dans I’échappement au systéme immunitaire.
Nous avons ainsi mis en évidence qu’apoE était impliquée dans le processus
d’échappement aux nAbs en s’associant avec la glycoprotéine E2 et en masquant les
épitopes reconnus par les nAbs. Cette étude a donné lieu a une publication dans le journal

Gastroenterology.

Une troisiéme partie de mes travaux de thése a été consacrée a 1’évaluation de
I’efficacité de nanoparticules, fonctionnalisées avec des siRNA dirigés contre des facteurs
de I’hote, pour lutter contre ’infection chronique par HCV. Cette étude a été réalisée en
collaboration avec le laboratoire de Biomatériaux et Bioingénierie (UMRS 1121,
Strasbourg) Ce travail a fait I’objet d’une publication soumise dans Journal of Materials

Chemistry B sera présentée en annexe de ce manuscrit.
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ApoE libre extracellulaire inhibe la réplication du HCV en induisant un
efflux de cholestérol ABCG1-dépendant

l. Contexte de I’étude

ApoE est un acteur majeur du métabolisme des lipides. Elle possede de nombreux
roles dont la régulation du transport, la capture et la syntheése des lipoprotéines (Phillips,
2014). ApoE appartient a la famille des apo échangeables ; elle peut donc étre échangée
entre les différentes classes de lipoprotéines. De cette manicre, elle régule a la fois le
métabolisme des TRL et des HDL (Sundaram et Yao, 2012). Ses propriétés physiques lui
permettent de passer facilement d’une forme liée aux lipoprotéines a une forme libre (Saito
et al., 2004, Hatters et al., 2006). De plus, bien que la majeure partic de 1’apoE
biologiquement active soit liée aux lipoprotéines, apoE peut €tre sécrétée sous forme libre
par les hépatocytes dans ’espace de Disse. Cette forme libre permettrait de faciliter la
capture et 1’¢limination des TRL (Xiao et al., 2011). D’autres études ont montré qu’apoE
libre peut interagir avec le transporteur ABCA1 exprimé en particulier a la surface des
hépatocytes et des entérocytes et induire un efflux de cholestérol, suggérant qu’apoE libre
pourrait avoir un role dans le métabolisme des HDL (Kennedy et al., 2005 ; Fitzgerald et
al,, 2010). Malgré les nombreuses connaissances concernant le role d’apoE dans le
métabolisme lipidique, le réle exact de la forme libre d’apoE dans le métabolisme
hépatique n’est que peu connu. De plus, au vu de I’importance d’apoE pour HCV, nous
nous sommes demandé quel pouvait étre le role de I’apoE libre sur la dynamique de

réplication du virus et son impact sur le métabolisme lipidique.

Pour cela, nous avons utilisé le modele d’étude HCVcec. Dans un premier temps, nos
expériences ont été réalisées avec des cellules Huh7.5.1 électroporées avec un ARN viral
et répliquant fortement le virus. Puis nous avons confirmé la majorité des résultats obtenus
en utilisant des PHH, plus proches de la physiologie hépatique. Au cours de notre étude,
nous avons utilis€ une apoE humaine recombinante, produite chez E.coli, et non lipidée.
Toutefois, afin de renforcer nos conclusions, nous avons confirmé les résultats les plus
marquants avec de I’apoE purifiée a partir de sérum humain, pour exclure tout résultat

aspécifique di a 1’absence de modifications post-traductionnelles sur 1’apoE recombinante.
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Les concentrations utilisées ont ét¢ déterminées en accord avec la littérature et sont
proches de la physiologie. Avant de commencer nos expériences, nous nous sommes
¢galement assurés que cette forme d’apoE n’était pas toxique aux concentrations utilisées

pour nos cellules en réalisant des tests de prolifération cellulaire.

1. Résultats

Les résultats concernant cette étude seront présentés sous forme d’un article scientifique

accepté pour publication dans le journal Guz.
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ABSTRACT

Objective: The hepatitis C virus (HCV) life cycle and the lipid metabolism are
inextricably intertwined. In the blood, HCV virions are associated with lipoproteins,
forming lipoviroparticles (LVP), which are the most infectious form of the virus.
Apolipoprotein E (apoE), a key LVP component, plays an essential role in HCV entry,
assembly, and egress. ApoE is also a cell host factor involved in lipoprotein homeostasis.
Although the majority of apoE is associated with lipoproteins, a lipid-free form exists in
blood. However, the role of lipid-free apoE in both lipid metabolism and HCV life cycle is
poorly understood.

Design: In this study, using the HCVcce model system in human hepatoma Huh7.5.1 cells
and primary human hepatocytes (PHH) we investigated the effect of lipid-free apoE (LF-
apoE) on the early steps of HCV life cycle and on the lipid metabolism of hepatic cells.
Results: A dose-dependent decrease in HCV replication was observed when Huh7.5.1
cells and PHH were treated with increasing amounts of LF-apoE. We showed that LF-
apoE acts on HCV replication independently of previously described apoE receptors. We
observed that LF-apoE induced a marked hepatic cholesterol efflux via the ATP binding
cassette sub-family G member 1 protein (ABCG1) that in turn inhibits HCV replication.
LF-apoE also increases both apolipoprotein Al (apoAl) and high-density lipoprotein
(HDL) production.

Conclusion: Our findings highlight a new mechanism in lipid metabolism regulation and
interaction of the lipid metabolism with the HCV life cycle, which may be important for

viral pathogenesis and might also be explored for antiviral therapy.
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SUMMARY BOX

What is already known on this subject?

HCYV is associated with very-low- and low density lipoproteins (VLDL and LDL)
to form an infectious lipoviroparticle (LVP)

Apolipoprotein E (apoE) is a component of LVP that plays a key role in HCV life
cycle.

ApoE is a host factor involved in lipoprotein homeostasis existing in both
lipoprotein-associated and lipid-free form.

The role of lipid-free apoE (LF-apoE) in both lipid metabolism and HCV life cycle

is poorly understood.

What are the new findings?

LF-apoE dose-dependently decreases HCV replication.

LF-apoE acts on HCV replication independently of previously described apoE
receptors.

LF-apoE induces ABCGI-dependent cholesterol efflux that inhibits HCV
replication.

LF-apoE increases apoAI-HDL production.

How might it impact on clinical practice in the foreseeable future?

Our findings highlight a new interaction between HCV and lipid metabolism,
which might be explored for antiviral therapy.
Our findings represent new opportunity for the development of therapeutic

strategies to treat metabolic disorders by increasing HDL production.
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INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) infection is a major cause of chronic hepatitis, liver
cirrhosis and hepatocellular carcinoma worldwide (1). Novel direct-acting antivirals cure
the large majority of infected patients without major side effects. Nevertheless several
challenges remain: high costs limit access to therapy, and certain difficult-to-treat patients
subgroups may need adjunctive therapeutic approaches (2). Furthermore, vaccine
development is hampered by viral evasion of host immune responses and to date, no
vaccine is available (3).

HCV almost exclusively infects human hepatocytes and many studies have shown a
close link between the HCV life cycle and the hepatic lipid metabolism (4). The hallmark
of HCV is its association in the bloodstream of infected patients with the very-low-density
lipoproteins (VLDL) or the low-density lipoproteins (LDL) to form an infectious
lipoviroparticle (LVP) (5). Apolipoprotein E (apoE), a host factor present at the LVP
surface (6), plays a crucial role in HCV attachment and entry (7, 8) as well as assembly
and egress (9, 10).

ApoE is a glycoprotein of 299 amino acids involved in the transport, production and
uptake of lipoproteins (11). In human, three major isoforms apoE2, apoE3 and apoE4 are
mainly produced by hepatocytes, glial cells and macrophages. ApoE3, the wild type form
of apoE, differs from apoE2 and apoE4 by one amino acid substitution at position 112 and
158 respectively, dramatically altering their function (11). ApoE2 displays reduced affinity
for low-density lipoprotein receptor (LDLR) and is involved in type III hyperlipidemia,
whereas apoE4 exhibits a reduced stability and is associated with Alzheimer’s disease
(11,12).

ApoE is a component of plasma chylomicrons, VLDL, intermediate density
lipoproteins (IDL) and high-density lipoproteins (HDL) (13) that mediates their
internalization, acting as a ligand for cellular receptors such as LDLR, heparan sulfate
proteoglycans (HSPGs), LDL receptor-related protein 1 (LRP1), and scavenger receptor
B1 (SR-B1) (14). While the major part of plasma apoE is associated with lipoproteins,
apoE also exists in a lipid-free form (LF) (15-17). The structure of apoE consists of two
folded domains, the receptor binding-domain (N-ter) and the lipid-binding domain (C-ter),
separated by a hinge region. The physical properties of the C-ter domain allow apoE to
reversibly switch between a lipoprotein-associated- and a LF-form, meaning that apoE can

be easily exchanged between the different classes of lipoproteins (11). Thus, LF-apoE is
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generated by dissociation from apoE-containing lipoproteins but can also be secreted by
hepatocytes and macrophages (15-17).

Despite remarkable progress towards understanding apoE function in lipid
metabolism, the role of LF-apoE remains poorly understood. Since apoE plays a crucial

role in the HCV life cycle, we aimed to decipher the impact of LF-apoE on HCV life cycle.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cells lines and primary human hepatocytes. Huh7.5.1 cells were propagated as
described (18). Primary human hepatocytes (PHH) were isolated from liver resections with
informed consent from all subjects and approval of the Strasbourg University Ethical
Committee (Approval# CPP 10-17) as described previously (18). The Huh7 Luc-ubi-neo-
ET cells carrying HCV replicon genotype 1b were propagated as described (19). The
Huh7.5.1/IRES-Luc stable cell line was obtained by stable transfection of the pIV1122
plasmid under G418 selection (20).

Plasmids and viruses. Plasmids pFK-JFH1, pFK-Jcl, pFK-Luc-Jc1, pFK-Luc-JFH1 and
pFK-Luc-JFHIAEIE2 constructs have been described (21-24) (Fig. S1). The plasmid
pIV1122 was generated by inserting the firefly luciferase reporter gene under the control of

the HCV IRES (20).

HCV production and infectivity. Luc-Jcl1, Jel, Luc-JFH1, JFHI and Luc-JFHIAE1E2
RNA were obtained following T7 in vitro transcription. To obtain HCV replicating cells,
Huh7.5.1 cells were electroporated with viral RNA as described (9). Three days post-
electroporation, HCV replication was assessed by quantification of firefly luciferase
activity, or RT-qPCR quantification of viral RNA, as previously described (20, 25). PHH
were infected with the JFH1 virus as described (26).

LF-apoE3 treatments. Human recombinant LF-apoE3 lyophilized powder (Sigma-
Aldrich®™ was dissolved to 0.5 mg/ml in 5 mM phosphate buffered saline (PBS; pH 7.8)
containing 0.5 mM dithiothreitol to prevent disulfide bridges. LF-apoE3 was diluted at 2, 4
or 6 ug/mL (final concentration) in fresh medium containing 10% FBS and added to HCV
replicating cells. Control cells (CTRL) were treated with LF-apoE3 solvent. Viral
replication was determined 48h post-treatment by quantification of luciferase activity or by
RT-qPCR. For experiments requiring different serum conditions, HCV replicating cells

were washed with PBS and LF-apoE3 was added to fresh medium containing 10%, 2% or
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0% of FBS. Viral replication was determined 24h post-treatment. For kinetic experiments,
HCV replicating cells were propagated in complete medium including 1%
dimethylsulfoxyde (DMSO) to slow down the cell proliferation. Cell culture medium was
replaced every two days. Luciferase activity was measured every day for 10 days to assess
HCYV replication (Fig. 2A). PHH were infected with JFH1 virus as described (26). Six
hours post-infection, cells were washed 3 times with cold PBS + heparin and 2 times with
cold PBS. Reference cells were lysed at this step to determine the basal amount of viral
RNA (BL = baseline). LF-apoE3 was added to the culture medium at 2, 4 or 6 pg/mL.
Viral replication was quantified by RT-qPCR 48h post-treatment.

Imaging studies using fluorescent-labeled LF-apoE3. Human recombinant LF-apoE3
was labeled using the Alexa fluor®647 Labeling Kit purchased from Life Technologies™,
according to the manufacturer’s instructions. HCV replicating cells were treated with LF-
apoE3 at 6 pg/mL. After 1h at 37°C, cells were gently washed 3 times with PBS and fixed
with paraformaldehyde (PFA) 4% purchased from Electron Microscopy Sciences, for 20
min at RT. Cells were then washed 3 times with PBS, and Fluoroshield™ supplemented
with DAPI (Sigma-Aldrich®) was added prior to mounting. Fluorescent imaging was
performed using a Leica SP5 II confocal microscope. In parallel, a similar experiment was
performed with LF-apoE3 incubated for 1h at 37°C with anti-apoE antibody, before

addition to the cell culture medium.

Cholesterol efflux assay. HCV replicating cells were grown in 12 well plates (= 80%
confluence) and were treated or not with the LXR agonist (T0901317) at 2 uM for 8h at
37°C. Cells were washed 3 times with PBS and incubated in PBS (600 pL) containing LF-
apoE3, LF-apoE2 or LF-apoE4 at 2, 4 or 6 pg/mL (final concentration). Media were
collected 4h post-treatment. Cholesterol amount was measured using the “Amplex® Red
Cholesterol Assay Kit” purchased from Life Technologies™, according to the

manufacturer’s instructions.

lodixanol density gradient ultracentrifugation. HCV replicating cells (grown in 10%
FBS medium or grown in serum-free medium) or PHH (grown in serum-free medium)
were treated with LF-apoE3 at 6 pg/mL or PBS (CTRL). Culture media were collected 48h
post-treatment. Lipoprotein separation was performed using a flotation iodixanol gradient

protocol adapted from Yee et al. (27) (see supplementary information)
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Statistics. Data sets were analyzed using the Mann-Whitney test. p <0.01 was considered
statistically significant. Significant p-values are indicated by asterisks in the individual

figures.

RESULTS:
LF-apoE3 specifically impairs HCV replication in a dose-dependent manner

To address the functional impact of LF-apoE on HCV replication, we first defined
LF-apoE concentrations used in our cell culture model. In plasma, apoE concentration is in
the range of 30 to 80 pg/mL, apoE being mainly found in association with lipoproteins (28).
ApoE also exists in a LF form at low levels in physiological conditions. It has been shown
that LF-apoE concentrations in a range of 2 to 10 pg/mL are sufficient to induce biological
effects such as anti-atherosclerotic effects or signaling pathways activation in vitro and in
vivo (17, 29-33). In accordance with these previous findings, we chose to perform our
experiments using LF-apoE3 at 2, 4 and 6 pg/mL. Importantly, these apoE concentrations
did not affect Huh7.5.1 cell proliferation, as verified by MTT cell proliferation assay (Fig.
S2).
To study the role of LF-apoE on HCV replication, we added LF-apoE3, LF-apoE2 or LF-
apoE4 to the culture medium of HCV replicating cells and quantified HCV replication
after 48h. As shown in figure 1A, increasing amounts of LF-apoE3 resulted in a dose-
dependent decrease in viral replication. At a LF-apoE3 concentration of 6 pg/mL, an up to
60% inhibition of replication was observed compared to CTRL cells. In contrast, treating
HCYV replicating cells with increasing amounts of LF-apoE2 or LF-apoE4 did not affect
HCYV replication (Fig. 1A), suggesting that the inhibitory effect is specific of the wild-type
form of apoE (LF-apoE3). This observation was confirmed by a decrease in HCV RNA as
quantified by RT-qPCR, as well as a decrease in the levels of the Core and NS5A viral
proteins (Fig. 1B). Of note, a similar inhibition profile was observed when JFH1-infected
PHH were treated with increasing amounts of LF-apoE3 (Fig. 1C).

Since previous studies have shown that apoE-derived peptides prevent HCV
binding to hepatocytes (8, 34), LF-apoE3 could affect HCV by simply inhibiting cell
reinfection by newly formed virions. To address this question, we used the Luc-
JFHIAEIE2 strain that corresponds to the JFHI genome lacking the E1 and E2 envelop
proteins and that is defective for virus production and cell reinfection (24), The full-length
Luc-JFH1 RNA was used in parallel as a control. As shown in figure 1D, addition of LF-
apoE3 led to a dose-dependent decrease in Luc-JFHIAE1E2 replication similarly to Luc-
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JFH1, indicating that LF-apoE3 acts on HCV replication independently of virion
production and infection (Fig. 1D).

During HCV life cycle, viral replication and translation are closely linked. To further
map the step affected by LF-apoE3, we investigated whether LF-apoE3 affects HCV
translation. We used a stable cell line expressing a luciferase reporter gene under the
control of the HCV internal ribosome entry site (IRES) (Huh7.5.1/IRES-Luc) (20). We
observed that LF-apoE3 had no effect on luciferase expression, indicating that LF-apoE3
did not impact HCV IRES-driven translation, but acts on HCV replication (Fig. 1E).

To confirm whether these findings are genotype-independent, we investigated the
role of LF-apoE3 on a different HCV strain. We used Huh7 cells stably expressing a
genotype 1b subgenomic replicon (19). As shown in Fig. 1F, LF-apoE3 decreases HCV
genotype 1b replication in a dose-dependent manner, similarly to genotype 2a strains.

Finally, in order to evaluate the impact of extended LF-apoE3 treatment on HCV
replication, we performed a kinetic experiment by treating HCV replicating cells with LF-
apoE3 for 10 days. We observed that LF-apoE3 decreases HCV replication up to 2 logs
(for the 6 ng/mL condition) over a 10 days period (Fig. 2), confirming the robust effect for
persistent infection. Taken together, these data indicate that LF-apoE3 specifically inhibits

HCYV replication in a genotype-independent manner.

LF-apoE3 impairs HCV replication independently of serum components

Because apoE is an exchangeable apolipoprotein able to dissociate and re-associate
with lipoproteins in the bloodstream (28), we investigated whether LF-apoE3's effect on
HCYV replication was due to a direct effect triggered by LF-apoE3 itself or to an indirect
effect through association with a serum component present in the cell culture medium.
Therefore, we treated HCV replicating cells for 24h with LF-apoE3, in media containing
10, 2 or 0% FBS. As shown in figure S3A, LF-apoE3 decreases HCV replication in a
dose-dependent manner, independent of the serum concentration, suggesting that LF-
apoE3 acts on HCV replication independently of serum components. Addressing this
question using a different approach, we used human purified VLDL and a mix of IDL/LDL
to determine whether the inhibition of HCV replication is mediated by LF-apoE3 or also
by lipoprotein-associated apoE3. As shown in figure S3B, both VLDL and IDL/LDL did
not affect HCV replication, suggesting that only LF-apoE3 mediates inhibition of HCV

replication.
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Figure 1. LF-apoE3 specifically impairs HCV replication in a dose-dependent manner

Addition of LF-apoE3 to the cell culture medium of HCV replicating cells, but not LF-apoE2
and LF-apoE4, leads to a dose-dependent decrease in viral replication. (A) Luc-Jc1 replicating
cells were treated with increasing amounts of LF-apoE3, LF-apoE2, or LF-apoE4. Viral
replication was determined by quantification of luciferase activity after 48h. (B) Quantification
of Jc1 viral RNA levels following LF-apoE3 treatment by RT-gPCR and detection of viral
proteins Core and NS5A by WB analysis. (C) LF-apoE3 inhibits JFH1 replication in PHH.
JFH1-infected PHH were treated with LF-apoE3 and viral RNA was quantified by RT-gPCR
48h post-treatment. The grey dotted line indicates the basal amount of viral RNA present in
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reference PHH at time 0 (BL = baseline) (refer to "Experimental procedures” section). (D) LF-
apoE3 does not inhibit HCV replication by affecting cell reinfection. Luc-JFH1AE1E2 RNA and
Luc-JFH1 replicating cells were treated with LF-apoE3 and viral replication was quantified
after 2 days by measuring luciferase activity. (E) LF-apoE3 has no effect on HCV IRES
translation. Huh7.5.1/IRES-Luc cells were treated with LF-apoE3 and HCV IRES activity was
determined 2 days post-treatment by luciferase activity measurement. (F) LF-apoE3 inhibits
HCV genotype 1b replication. Huh7 Luc-ubi-neo-ET cells, which stably express a genotype 1b
subgenomic replicon, were treated with LF-apoE3 for 48 h. Replication was determined by
measuring luciferase activity. Results are presented as % luciferase activity relative to HCV
replicating control cells (CTRL) (100%). Means + SD from three (A, D-F) or two (B)
independent experiments performed in triplicate are shown. For Fig. 1C one representative
experiment is presented. *p < 0.01; ** p < 0.001
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Figure 2. Kinetics of HCV replication after LF-apoE3 treatment for 10 days

(A) Scheme of the experimental procedure. HCV replicating cells were propagated in complete
medium added with 1% of DMSO to slow down cell proliferation. Renewal of media and LF-
apoE3 treatment were performed every two days as indicated by the arrows (D0, D2, D4; D6
and D8). Every day, HCV replication was quantified by a luciferase assay (D1-D10). (B) HCV
replication is expressed as ALog10 of luciferase activity (RLU) obtained by subtraction of the
Log10 of RLU (relative light unit) obtained in non-treated control cells (CTRL) and Log10 of
RLU in LF-apoE3 treated cells for each day. Means + SD from three independent experiments
performed in triplicate are shown.
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Classical apoE receptors and apoE recycling process are not involved in the LF-
apoE3-induced inhibition of HCV replication

We then investigated the mechanism of action leading to inhibition of HCV
replication. To interact with the hepatocyte, apoE binds to several receptors such as LDLR,
LRP1, SR-BI1, and HSPGs (8, 30, 35). To address a possible role for these receptors, we
used RNA interference to modulate the expression levels of LDLR, SR-B1 and LRPI in
hepatic cells. As shown in Fig. 3A-D, the silencing of these receptors did not restore HCV
replication in LF-apoE3-treated cells. A similar effect was observed after treatment with
heparinase III that degrades HSPGs (Fig. 3E). To climinate the effect of receptor
compensation (35), we used combinations of siRNAs to simultaneously target LDLR and
LRP1 (Fig. 3F). Despite efficient silencing, LF-apoE3’s inhibition of replication was not
affected. Taken together, our data clearly demonstrate that LF-apoE3 acts on HCV
replication independently of conventional apoE receptors.

Following apoE-containing lipoprotein endocytosis in hepatocytes, a major part of
apoE is recycled while the lipids are metabolized (36). Rab GTPases 5 (Rab5) and (Rab11)
are involved in apoE recycling process by regulating early endosome and recycling
endosomes trafficking respectively (36-38). To study whether the apoE-recycling process
is involved in the observed inhibition of HCV replication, we silenced Rab5 and Rabl1
and measured HCV replication following LF-apoE3 treatment. As shown in figure S4A-B,
silencing of Rab5 and Rabl1 did not impair the inhibitory effect of LF-apoE3 on HCV
replication. Thus LF-apoE3 inhibits HCV replication by a yet undefined intracellular
pathway that is not affected by hampering apoE recycling.

LF-apoE3 requires lipid raft integrity to inhibit HCV replication

To further decipher the mode of action of LF-apoE3 on HCV replication, we
investigated whether LF-apoE3 is taken-up by hepatic cells. First, we performed WB
employing cells lysates of Huh7.5.1 cells and PHH treated with LF-apoE3. As shown in
Fig. 4A-B, we observed a dose-dependent accumulation of apoE in treated Huh7.5.1 cells
and PHH (Fig. 4A-B). To demonstrate that LF-apoE3 is indeed taken-up by the cells, we
removed cell surface-bound proteins by washing the LF-apoE3 incubated cells with a cold
acid buffer (0.2M glycine buffer + 0.15M NaCl, pH 3.0) prior to perform WB analysis (39).
ApoE dose-dependently accumulated in the cells even after acid wash at 37°C, indicating

that LF-apoE3 enters hepatic cells and does not remain on the cell surface (Fig. 4A-B).
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Figure 3. Classical apoE receptors are not involved in the LF-apoE3 induced inhibition
of HCV replication. (A-D) Knockdown of classical apoE receptors does not impair LF-apoE3's
inhibitory effect on HCV replication. HCV replicating cells were reverse-transfected with a non-
targeting siRNA (siCTRL) (A) or siRNAs targeting the different receptors: siLRP1 (B), siLDLR
(C) and siSR-B1 (D). Following 48h of silencing, cells were treated with LF-apoE3. Viral
replication was determined by luciferase activity 48h post-treatment. Knockdowns were
confirmed by WB (B-D). (E) HCV replicating cells were treated with Heparinase Ill to remove
HSPGs (2 Ul/mL) for 2h and treated with LF-apoE3. Luciferase activity was measured after
24h. (F) Double knockdown of LDLR and LRP1 does not impair LF-apoE3'’s inhibitory effect on
HCV replication. LDLR and LRP1 were simultaneously knocked-down using the same
experimental strategy employed in (A-D). Results are presented as % luciferase activity
relative to silenced HCV-replicating cells treated with PBS (PBS, set at 100%). Means +SD
from two independent experiments performed in triplicate are shown. Means +SD from three
independent experiments performed in triplicate are shown. . *p < 0.01; ** p < 0.001
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To further confirm LF-apoE uptake, we traced fluorescent-labeled LF-apoE3 by
confocal microscopy and observed that LF-apoE3 indeed enters into Huh7.5.1 cells (Fig.
4C). Moreover, pre-incubation of LF-apoE3 with anti-apoE antibodies blocked LF-apoE3
entry (Fig. 4C). Furthermore, we observed that the inhibition of HCV replication was lost
by blocking LF-apoE3 entry with an apoE-antibody (Fig. 4D). These data indicate that on
one hand LF-apoE3 uptake is an essential requirement for efficient inhibition of HCV
replication and on the other hand that the effect on HCV replication is LF-apoE3-specific.

To investigate the potential pathways of LF-apoE3 entry, we treated cells with CPZ,
an inhibitor of clathrin-mediated endocytosis, or FPN, an inhibitor of lipid raft mobility,
and followed both LF-apoE3 entry and its impact on HCV replication (Fig. 4E-G). As
shown in Fig. 4E, LF-apoE3 entry was strongly impaired in FPN-treated cells, compared
with non-treated cells (NT) suggesting that apoE uptake is mainly lipid-raft dependent.
This result was confirmed by intracellular apoE quantification using an ELISA assay (Fig.
4F). Moreover lipid-raft dependent entry of LF-apoE3 is mainly required for LF-apoE3-
mediated inhibition of HCV replication (Fig. 4G). In our experimental conditions, CPZ
treatment also inhibits LF-apoE3 entry but to a lesser extent compared to FPN treatment.
This effect could be due to association of a small part of LF-apoE3 with lipoproteins
produced by the cells (Fig. 4F-G). Collectively, these data suggest, that both lipid raft- and
clathrin-dependent and pathways may contribute to cell entry of LF-apoE3. However,
given the magnitude of pharmacological inhibition, it is likely that lipid-raft dependent

entry is more relevant for LF-apoE3-mediated inhibition of HCV replication.

LF-apoE3 induces an ABCG1-dependent cholesterol efflux

In 2003, Shi et al. demonstrated that HCV replication occurs in close proximity to
lipid rafts, consisting of cholesterol-enriched microdomains (40). Thus, depletion of
cellular cholesterol might dramatically impair HCV replication (41). Since apoE plays a
key role in the hepatic lipid metabolism (11-17), we hypothesized that the inhibition of
HCV replication might occur through cholesterol depletion. To address this point, we
quantified extracellular cholesterol released from hepatic cells treated with LF-apoE3.
Furthermore, we compared the effect of LF-apoE3 with LF-apoE2 and LF-apoE4 on
cholesterol release. As shown in Fig. 5A we observed a dose-dependent increase of
extracellular cholesterol after LF-apoE3 treatment, suggesting a LF-apoE3 dependent
cholesterol efflux from hepatic cells. In contrast, LF-apoE2 and apoE4 only induced a

modest increase of cholesterol efflux.
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Figure 4. LF-apoE3 requires lipid raft integrity to inhibit HCV replication

(A-B) Exogenous LF-apoE3 accumulates in hepatic cells. Huh7.5.1 cells (A) or PHH (B)
treated with increasing amounts of LF-apoE3 for 1h at 37°C. Cells were then washed 3 times
with cold PBS or cold acid buffer (0.2M glycine buffer + 0.15M NaCl, pH 3.0). WB analysis
was performed on cell lysates to detect LF-apoE3 uptake. (C) Exogenous LF-apoE3 labeled
with Alexa Fluor® 647 is taken-up by Huh7.5.1 cells. Labeled LF-apoE3 alone or pre-mixed
with anti-apoE antibody during 1 h were added to HCV replicating cells for 1h at 37°C. Cells
were then fixed in PFA 4% during 20 min at RT and analyzed by fluorescence using Leica
SP5 1l confocal microscope. DAPI-labeled nuclei are shown in blue. (D) HCV replication was
quantified 48h post-treatment with LF-apoE3 or LF-apoE3 plus antibody (Ab). Results are
expressed as % luciferase activity relative to CTRL HCV replicating cells (100%). Means
+SEM from for independent experiments done in triplicate are shown. (E-G) Disruption of lipid
raft integrity abolishes LF-apoE3 uptake by hepatocytes. (E) HCV replicating cells were
treated with CPZ (5 pg/mL) or FPN (5 ug/mL) for 1h before LF-apoE3 treatment. After 1h, cells
were lysed and WB analysis (E) or ELISA assay (F) was performed to visualize apoE
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accumulation in cells. Results are expressed as fold increase of apoE in treated cells,
compared to non-treated cells (NT). Means £SD from three independent experiments done in
duplicate are shown. (G) In parallel, HCV replication was quantified by measuring luciferase
activity 24 h post-treatment. To facilitate the comparison between the different conditions, the
control of each condition (CTRL cells) was set at 100% and the results are presented as a %
luciferase activity relative to this control. Means £SD from three independent experiments
done in triplicate are shown. . *p < 0.01; ** p < 0.001

In hepatocytes, ATP binding cassettes subfamily A member 1 (ABCAIl) and
subfamily G member 1 (ABCG1) mainly drive cholesterol efflux. Their function is to
transfer intracellular cholesterol to an extracellular acceptor. While ABCAL is specialized
in loading cholesterol on LF-apoAl to form pre-HDL, ABCGI1 transfers cholesterol
directly to HDL (42). We addressed a possible role for ABCA1 and ABCG1 in LF-apoE3
mediated inhibition of HCV replication. HCV replication was measured in ABCA1- or
ABCGl-silenced cells after LF-apoE3 treatment. We observed that, despite efficient
silencing of ABCA1, LF-apoE3 inhibited HCV replication (Fig. 5B). In contrast, the
silencing of ABCGI abolished the inhibitory effect of LF-apoE3 on HCV replication (Fig.
5C). These results suggest that LF-apoE3 induces an ABCG1-dependent cholesterol efflux
resulting in inhibition of HCV replication. To confirm this hypothesis, we performed a
cholesterol efflux assay on ABCGI silenced cells treated with LF-apoE3 (Fig. 5D).
Silencing efficacy was assed by RT-qPCR (Fig. S5A). As observed in Fig. 5D, silencing
of ABCGI1 markedly reduces the LF-apoE3 dependent cholesterol efflux. To further
confirm the role of ABCGI1, we increased ABCG1 expression in HCV replicating cells
(Fig. 5E) and Huh7.5.1 cells (Fig. 5F) using a LXR agonist (T0901317) and treated the
cells with LF-apoE3. Drug efficacy was confirmed by measurement of ABCG1 mRNA
using RT-qPCR (Fig. S5B). We observed that the increase of ABCGI1 expression
markedly improved the inhibitory effect of LF-apoE3 on HCV replication (Fig. 5E).
Moreover, this result correlates with a strong increase in LF-apoE3 dependent cholesterol
efflux (Fig. 5F). Taken together these results demonstrate that LF-apoE3 inhibits HCV
replication through an ABCG1-dependent cholesterol efflux.
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Figure 5. LF-apoE3 induces an ABCG1-dependent cholesterol efflux that inhibits HCV
replication. (A) LF-apoE3, but not LF-apoE2 and LF-apoE4 induces a marked cholesterol
efflux from Huh7.5.1 cells. Cholesterol efflux assay was performed as described in Materiel
and Methods section using LF-apoE3, LF-apoE2, and LF-apoE4. Means +SEM from two
independent experiments done in ftriplicate are shown. (B) Knockdown of ABCG1 but not
ABCA1 alleviates the inhibitory effect of LF-apoE3 on HCV replicating cells. Two days after
ABCA1 (B) or ABCG1 (C) silencing, cells were treated with LF-apoE3 and viral replication was
assessed 48 h post-treatment by luciferase activity quantification. Results are expressed as
a % luciferase activity relative to silenced non-treated HCV replicating cells (set at 100%).
Means +SD from three independent experiments done in triplicate are shown. (D) LF-apoE3
induces an ABCG1-dependent cholesterol efflux. Cholesterol efflux assay was performed
using LF-apoE3 in cells transfected with siRNA targeting ABCG1 or siCTRL. Means +SEM
from five independent experiments done in triplicate are shown. (E-F) An increase in ABCG1
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expression improves both LF-apoE3 inhibitory effects on HCV replication and LF-apoE3
dependent cholesterol efflux. HCV replicating cells (E) or Huh7.5.1 cells (F) were treated with
the LXR agonist T0901317, at 2 yM for 8h, to increase ABCG1 expression. (E) HCV
replicating cells were treated with LF-apoE3 and HCV replication was quantified by luciferase
activity measurement. Means +SD from three independent experiments done in triplicate are
shown. (F) Cholesterol efflux assay was performed on Huh7.5.1 or Huh7.5.1 cells treated with
LXR agonsit. Means +SEM from two independent experiments done in triplicate are shown. .
*p <0.01; ** p <0.001
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Figure 6. LF-apoE3 induces an increase of apoAl production in hepatic cells.
Huh7.5.1 cells were treated with increasing amounts of LF-apoE3 (A-B), LF-apoE2 (C) and
LF-apo4 (D) and PHH were treated with LF-apoE3 (E-F). After 48h, WB were performed to
detected apoAl protein level (A, C, D, E). In parallel, intracellular apoAl was quantified after
LF-apoE3 treatment in Huh 7.5.1 (B) and PHH (F) using an ELISA assay. Means +SD from
four independent experiments done in triplicate are shown. . *p < 0.01; ** p < 0.001
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LF-apoE3 induces an increase in apoAl-HDL production

ABCG1 is known to load cholesterol on HDL (42). Since HDL production mainly
depends on apoAl synthesis, we wondered whether LF-apoE3 influences the expression
level of apoAl in order to favor HDL synthesis. Therefore, we monitored the levels of
intracellular apoAl following LF-apoE3 treatment by WB (Fig. 6A) and ELISA assay (Fig.
6B) in Huh7.5.1 cells. We observed that the intracellular apoAl level markedly increased
in a dose-dependent manner under LF-apoE3 treatment (Fig. 6A-B). In contrast, LF-apoE2
and LF-apoE4 treatment did not affect the apoAl protein level, suggesting that the increase
of apoAl expression is LF-apoE3 specific (Fig. 6C-D). Of note, we confirmed that LF-
apoE3 increases apoAl expression in PHH (Fig. 6E).

To demonstrate that LF-apoE3 increases apoAI-HDL production, we performed a
flotation iodixanol gradient to separate the lipoproteins produced in cell culture supernatant
of CTRL- or Huh7.5.1- cells treated with LF-apoE3 (27) (Fig. 7A). Using WB analysis of
the fractions harvested, we confirmed that the apoAl protein level was strongly increased
in cell supernatants of LF-apoE3 treated cells, compared to CTRL cells (Fig. 7A, upper
panels). Moreover, the apoAl increase was observed in the heavy density fractions (1 to 7)
corresponding to the HDL (Fig. 7A-C, upper panels). These results indicate that LF-apoE3
increases apoAl-HDL production. A similar profile was obtained for Huh7.5.1 cells grown
in serum-free conditions and for PHH (Fig. 7B-C). These data confirm that LF-apoE3
increases apoAI-HDL production in hepatic cells regardless of the presence of serum.

Finally, we studied the presence of apoE in the different fractions by WB analysis.
First, we observed an increase of the apoE protein level in the lowest density fractions (15
to 21) after LF-apoE3 treatment, suggesting that a part of LF-apoE3 associates with VLDL
(Fig.7A, bottom panels). The same profile was obtained using serum-free conditions and
PHH (Fig. 7B-C, bottom panels), suggest that LF-apoE3 associates with VLDL produced
de novo by the hepatic cells. Secondly, we observed an increase of the apoE protein level
in the highest density (1 to 7) after LF-apoE3 treatment (Fig.7A-C). This corresponds to
the exogenous LF-apoE3 protein since the LF-apoE protein, non-associated with
lipoproteins, cannot migrate in the gradients. Nevertheless, we cannot exclude an
association of LF-apoE3 with the apoAI-HDL produced by the cells. Taken together, our
data show that LF-apoE3 promotes apoAI-HDL formation, which in turn becomes
available for cholesterol loading by ABCG1 (see cartoon Fig. 8). This mechanism is
responsible for the observed inhibition of HCV replication as a consequence of cellular

cholesterol depletion.
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Figure 7. LF-apoE3 induces an increase of apoAl-HDL production

Huh7.5.1 cells grown in complete medium (A), or in serum-free medium (B), and PHH (C)
were treated with LF-apoE3 (6 pg/mL). After 2 days, cell culture supernatants were harvested.
The different lipoproteins were separated by iodixanol gradient and ultracentrifugation.
Twenty-one fractions were harvested and apoAl and apoE protein levels were detected by WB
analysis in each fraction. For PHH, apoE in the lowest density fractions was detected after a
long exposure (C).
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Figure 8: LF-apoE3 inhibits HCV replication by inducing an ABCG1l-dependent
cholesterol efflux and increasing apoAl-HDL production

In the proposed model, LF-apoE3 enters hepatocytes by interacting with a yet undefined
receptor, via a lipid-raft dependent pathway. Following entry, LF-apoE3 induces an increase of
apoAl-HDL production and secretion, which in turn becomes available for cholesterol loading
by ABCG1. This cholesterol efflux is responsible for the observed inhibition of HCV replication.

DISCUSSION

Using the HCVcce model, we report here for the first time that LF-apoE3 specifically
inhibits HCV replication through its regulatory role in hepatic lipid metabolism. This study
highlights a new function for apoE and points out the importance of LF-apoE-hepatocyte
interactions to induce a host cell-mediated response affecting viral replication, as a
consequence of a modification of the lipid metabolism homeostasis. We demonstrate that
LF-apoE3 acts on HCV replication independently of the classical apoE receptors, hinting
at the existence of a yet unidentified apoE-receptor at the hepatocyte surface able to induce
a new signaling pathway. Several studies have already proposed the presence of such a
receptor, by demonstrating that LF-apoE3 induces antimitogenic effects in smooth muscle
cells and inhibits LTCD4" and LTCD8" proliferation via a receptor distinct from the

conventional lipoprotein receptors (36, 43).
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In line with other studies (31, 44-48) we showed that LF-apoE3 induces cholesterol
efflux from hepatocytes. Moreover, we highlighted for the first time a functional role of
ABCGI1 in apoE-mediated cholesterol efflux. Since ABCG1 promotes cholesterol efflux
on HDL (42), and LF-apoE does not directly interact with ABCG1 (49) our data suggest
that LF-apoE3 acts on HDL metabolism. We demonstrated that LF-apoE3 increases
apoAI-HDL production and secretion in hepatic cells. ABCA1 and ABCGI often work
together to form HDL (42). Several studies have shown that apoE can induce ABCAI-
dependent cholesterol efflux (47, 48). However in our hands, ABCA1 was not involved in
LF-apoE3 inhibition of HCV replication. Consistent with this observation, Kiss et al.
demonstrated that lipidation of apoAl leading to HDL formation occurs by both ABCAI-
dependent and independent pathways (50). In 2006, Wang ef al, demonstrated that
ABCGI can induce movement of cholesterol from endoplasmic reticulum (ER) to the
plasma membrane to promote cholesterol efflux to an extracellular acceptor (51). We thus
propose that LF-apoE3 inhibits HCV replication by mobilizing cholesterol from ER via
ABCGI.

Taken together, our data suggest that LF-apoE3 increases premature apoAl-HDL
production by a yet undefined mechanism, which in turn leads to an ABCGI-dependent
cholesterol efflux in order to form more mature HDL. This model correlates with an in
vivo study showing that apoE reduces atherosclerosis by increasing plasma apoAI-HDL in
mice (52). In addition Zhang and collaborators showed that apoE induces cholesterol
efflux without supplementary addition of extracellular cholesterol acceptors (53),
supporting the fact that LF-apoE3 induces extracellular acceptors production such as HDL.

Such mechanisms are likely to serve as feedback regulatory loops in a physiological
context. We can conceive that after intense formation of VLDL and LDL, extracellular LF-
apoE3 would induce cholesterol efflux to prevent hepatotoxic accumulation of cholesterol.

In regard to HCV infection, the LF-apoE3-induced inhibition of replication might
appear paradoxical. Indeed, endogenous apoE has been shown to act at multiple steps of
the HCV life cycle (7-10). However in this study LF-apoE3 is added to the cell culture
medium and is thus not included in the pool of endogenous apoE. One explanation could
be that HCV might take advantage of the increase in LF-apoE3 concentration in the
extracellular environment, as a consequence of high levels of VLDL-associated virion
production, to fine-tune its level of replication and thus establish chronicity. Disturbing

this balance may present possible means to contain HCV infection.
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Collectively, our findings highlight a new mechanism in lipid metabolism regulation
but also new interrelationships between mediators of the lipid metabolism and the HCV
life cycle. These findings are important for a better understanding of viral pathogenesis and
might be explored for antiviral therapy. Moreover, such a mechanism may also represent
an opportunity for the development of therapeutic strategies to treat metabolic disorders,

such as hyperlipidemia or atherosclerosis.
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SUPPLEMENTARY DATA

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents and antibodies. Human recombinant apoE3, apoE2, apoE4, chlorpromazin
(CPZ), filipin (FPN), Heparinase III and the liver X receptor (LXR) agonist T0901317
were obtained from Sigma-Aldrich®. Human purified VLDL and IDL/LDL were
purchased from BioVision. Mouse monoclonal anti-apoE (ab1906), mouse monoclonal
anti-Bactin (ab8226), rabbit monoclonal anti-LDLR (ab52818), rabbit monoclonal anti-
LRPI1 (ab92544), and rabbit monoclonal anti-SR-B1 (ab52629), antibodies were obtained
from Abcam. The mouse monoclonal anti-core (MA1-080) antibody was obtained from
ThermoFisher Scientific. Mouse monoclonal anti-ABCA1 (sc-58919) and rabbit
polyclonal anti-apoAl (sc-30089) antibodies were obtained from Santa Cruz
Biotechnology. Rabbit polyclonal anti-ABCG1 (13578-1-AP) was obtained from
Proteintech™. The sheep polyclonal anti-NS5A antibody was kindly provided by Pr Mark
Harris (University of Leeds, UK).

RNA interference assays. Specific pools of siRNAs targeting LDLR (L-011073-00),
LRP1 (L-004721-00), SR-B1 (L-010592-00), ABCA1 (L-004128-00) and non-targeting
control siRNA (D-001810-10-05) were purchased from Dharmacon Inc. Specific siRNA

129



RESULTATS PREMIERE PARTIE

targeting ABCG1 (s18482) was purchased from Ambion, Life Technologies™. SiRNAs
were reverse-transfected using Lipofectamine RNAiMax (Life Technologies™). Three

days post-transfection, target gene expression was assessed by Western blot analysis.

Cell proliferation assay. HCV replicating cells were treated with increasing amount of
LF-apoE3 (2 to 10 pg/mL) for 24h or 48h, as described above. In parallel, a positive
control was performed using DMSO (2 to 10%) to slow down cell proliferation. Cell
proliferation was assessed by analyzing the ability to metabolize 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich®), as described (1).

lodixanol density gradient ultracentrifugation. HCV replicating cells (grown in 10%
FBS medium or grown in serum-free medium) or PHH (grown in serum-free medium)
were treated with LF-apoE3 at 6 ug/mL or PBS (CTRL). Culture media were collected 48h
post-treatment. Lipoprotein separation was performed using a flotation iodixanol gradient
protocol adapted from Yee ef al. (30). A 20% iodixanol/sample solution was prepared by
diluting 2.25 ml Optiprep™ (Sigma-Aldrich®) with 4.5 ml of cell supernatant. Todixanol
solutions 9% and 12% were prepared by diluting 9 ml of 60% iodixanol (Optiprep™) with
51 ml of 0.1 M HEPES-buffered saline (0.85 g NaCl in 90 ml distilled water, with 10 ml of
1 M HEPES added, adjusted to pH 7.4) and 12 ml Optiprep™ with 48 ml HEPES-buffered
saline, respectively. The gradient was prepared by placing 3 mL of the 9% solution in a
polycarbonate centrifugation tube (number 355603, 10.4 ml). This was under-layered with
3 ml of the 12% solution and with 3 ml of the 20% iodixanol/sample solution. The tube
was then carefully filled to the top with HEPES-buffered saline and capped. The tubes
were centrifuged using Ti-70.1 rotor at 65,000 rpm (388,000 g) at 4°C for 6 h in an
Beckman Optima™ LE-80k ultracentrifuge (Beckman Coulter) (slow acceleration and
deceleration). Fractions were collected using the Biologic LP™ system (Biorad) that
pumped 0.5 mL per fraction via a syringe river set at 60 mL/h. ApoAl and apoE were

detected in the 21 fractions harvested by WB analysis.

REFERENCE
1. Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application

to proliferation and cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods 1983 ; 65 :55-63.
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Supplementary figure S1. Schematic representation of viral genomes used in this study
JFH1 corresponds to the full-length HCV Japanese fulminant hepatitis 1 genome (genotype
2a). Luc-JFH1 is the corresponding virus carrying the firefly luciferase reporter gene under the
control of HCV IRES and JFH1 structural and non-structural proteins genes under the control
of the IRES of encephalomyocarditis virus (EMCV IRES). Luc-JFH1AE1E2 is a Luc-JFH1-
derived virus lacking the coding region for envelope glycoproteins E1 and E2. Jc1 is a
chimeric HCV genome, which consists of J6CF structural protein and JFH1 non-structural
protein segments. Luc-Jc1 represents the correspondent virus carrying the firefly luciferase
reporter gene. The bicistronic, subgenomic replicon genotype 1b is composed of the HCV 5’
non-translated region (NTR) plus nt 342-377 of the core-encoding region, the firefly luciferase
gene sequence (Luc), the ubiquitin-encoding sequence (Ubi), the neo gene (neomycin
resistance), the EMCV IRES, the coding region of the HCV non-structural proteins NS3—NS5B
containing cell culture-adaptive mutations (black arrow) and the HCV 3' NTR.
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Supplementary figure S2. LF-apoE3 treatment does not affect Huh7.5.1 cell proliferation.
HCV replicating cells were treated with LF-apoE3 (2 to 10 pg/mL) or DMSO (2 to 10%) as a
control for cell proliferation inhibition, for 24h or 48h. Cell proliferation was assessed by MTT
assay. Means * SD from three independent experiments performed in triplicate are shown.
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Supplementary figure S3. LF-apoE3 impairs HCV replication independently of serum
components. (A) FBS does not interfere with LF-apoE3 effect on HCV replication. LF-apoE3
was diluted in DMEM medium containing 10, 2 or 0% of FBS and added to HCV replicating
cells for 24h. Viral replication was determined by measuring luciferase activity (B) Lipoprotein-
bound apoE has no effect on HCV replication. HCV replicating cells were treated with VLDL or
IDL/LDL for 48h. Viral replication was assessed by measuring luciferase activity. Results are
presented as % luciferase activity relative to CTRL non-treated HCV replicating cells (100%).
Means + SD from five (A) or three (B) independent experiments performed in triplicate are
shown. . *p < 0.01; ** p < 0.001
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Supplementary figure S4. Blocking apoE recycling does not impact LF-apoE3’s effects
on HCV replication. Knockdown of the GTPases Rab5 and Rab11 does not alter the
inhibitory effect of LF-apoE3 on HCV replication. (A-B) HCV replicating cells were reverse-
transfected with siRNA targeting Rab5 (A) and Rab11 (B) respectively. After 48h, cells were
treated with LF-apoE3. Viral replication (luciferase activity) was quantified 48h post-treatment.
(A, B) Silencing efficacy was assessed by WB. Results are expressed as % luciferase activity
relative to cells Rab5- or Rab11-silenced HCV replicating cells treated with PBS (PBS, set at
100%). Means £SD from two independent experiments done in triplicate are shown. . *p <
0.01; ** p < 0.001
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Supplementary figure S5. Analysis of ABCG1 expression by RT-qPCR 72h after RNA
silencing (A), or 8h after T0901317 treatment (B). Means +SD from five (A) and two (B)
independent experiments done in triplicate are shown. . ** p < 0.001

I11. Discussion et perspectives

Dans cette étude, nous avons démontré pour la premicre fois qu’apoE extracellulaire
sous sa forme libre inhibe la réplication du HCV grace a sa fonction régulatrice du
métabolisme lipidique. En effet, des quantités croissantes d’apoE ajoutées dans le milieu
de culture des cellules répliquant le virus, induisent un efflux de cholestérol ABCGI-
dépendant afin de promouvoir la synthése d’HDL. Ainsi, apoE libre diminue la quantité de
cholestérol intracellulaire disponible pour la réplication du virus. Cet effet est dose-
dépendant, spécifique et durable dans le temps, pouvant mener a une diminution de la
réplication virale jusqu’a 2 logs en 10 jours. Cet effet, a été observé sur la réplication des
génotypes viraux 2a et 1b, suggérant qu’apoE libre pourrait avoir une activité

pangénotypique intéressante pour le développement éventuel d’une stratégie thérapeutique.

ApoE endogene VS apoE exogéne

Au vu du role d’apoE dans le cycle viral du HCV, les résultats obtenus dans cette étude
peuvent paraitre surprenants mais s’expliquent par le fait que nous étudions un aspect tres
différent de la protéine. Alors que la plupart des études s’intéressent a 1’apoE endogene
liée au virus, nous étudions la protéine exogene non liée aux lipoprotéines. Des
expériences réalisées précédemment dans notre laboratoire ont d’ailleurs illustré cette
différence. Nous avons montré que le silencing d’apoE intracellulaire (endogéne) dans des
cellules infectées par HCV, ou au contraire la surexpression d’apoE intracellulaire grace a

un vecteur adénoviral, impactaient fortement la production de particules infectieuses mais
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pas la réplication virale (Lefévre et al, 2014). Au cours de ces expériences, seule
I’expression de I’apoE endogeéne est modulée. L’effet potentiel de 1’apoE exogeéne qui
serait produite par les cellules n’est pas pris en compte. A 1’opposé dans notre étude, nous
ajoutons I’apoE libre exogene a dans le milieu de culture des cellules répliquant HCV.
Nous avons observé que 1’apoE libre doit étre captée par les cellules pour avoir un effet sur
la réplication virale. En effet, bloquer les interactions entre 1’apoE libre et la cellule en
utilisant des anticorps spécifiquement dirigés contre apoE ou bloquer son entrée en
utilisant la filipine, inhibe les effets de I’apoE libre sur la réplication virale. Ces
observations suggerent que 1’apoE libre exogéne doit interagir avec la cellule pour
déclencher une réponse cellulaire, aboutissant a un efflux de cholestérol et une diminution
de la réplication virale. Cette réponse cellulaire n’est pas reproduite par la surexpression de
I’apoE endogene, renforgant I’idée de la nécessité de ’interaction entre la cellule et I’apoE
exogeéne. En accord avec nos observations, deux études ont montré qu’en réalisant des
expériences avec des macrophages, 1’apoE libre exogeéne est capable d’activer plusieurs
voies de signalisation cellulaire dont la voie PI3K-PKC-Spl qui régule le métabolisme
lipidique, ceci en interagissant avec un récepteur cellulaire encore inconnu (Zhao et al.,

2011 ; Okoro et al., 2012).

Un récepteur inconnu

Au vu de ces résultats, nous avons voulu identifier le récepteur cellulaire impliqué dans
I’effet inhibiteur d’apoE libre. Nous avons observé que les récepteurs hépatiques
classiques connus pour lier apoE n’étaient pas impliqués dans I’inhibition du virus, a
savoir les HSPG, le LDLR, le LRP1 et le SR-BI. A I’heure actuelle, nous n’avons pas
identifi¢ ce récepteur. En 2012, une équipe a démontré qu’apoE libre pouvait induire
I’activation d’une voie de signalisation cellulaire dans les macrophages via le VLDLR
(Chen et al.,, 2012). Cependant, ce récepteur n’est que peu exprimé a la surface des
hépatocytes et son expression ne semble induite qu’en conditions de stress et d’hypoxie,
faisant du VLDLR un candidat peu probable dans notre étude (Nimpf et Schneider, 2000 ;
Ujino et al., 2015). D’autres récepteurs hépatiques pourraient constituer des récepteurs
atypiques d’apoE et étre impliqués dans I’inhibition de la réplication du HCV. Le CD36 et
le P2Y13R pourraient étre de bons candidats. En effet, ces 2 récepteurs régulent le
métabolisme des HDL et peuvent se lier aux lipoprotéines (Fabre et al., 2010 ; Brundert et
al., 2011 ; Rohrl et Stangl, 2013 ; Goffinet ef al., 2014). Le rdle potentiel de ces deux

récepteurs dans I’inhibition apoE-dépendante du HCV pourrait étre étudié¢ dans la suite de
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ce travail. L’ existence d’un récepteur non canonique d’apoE a déja été suggérée (Ali et al.,
2008). En plus de son role de régulateur du métabolisme lipidique, apoE module d’autres
processus physiologiques comme 1’inflammation et ’immunité, le stress oxydatif et la
prolifération des cellules musculaires lisses endothéliales. En effet, une étude publiée en
2008 a décrit un mécanisme par lequel 1’apoE libre humaine régule la prolifération des
cellules musculaires via un récepteur distinct du LDLR, du LRPI et des HSPG. De
maniere intéressante, 1’apoE liée aux lipides ne peut pas réguler ce processus, indiquant
que les formes libres et liées de la protéine ne possedent pas les mémes propriétés (Ali et
al., 2008). Ces observations corroborent les résultats obtenus au cours de mon travail de

thése.

ApoE libre VS apoE lipidée

Au cours de notre étude, nous avons également déterminé que contrairement a 1’apoE
libre, 1I’apoE liée aux lipoprotéines comme les VLDL, ajoutée dans le milieu de culture de
cellules répliquant le virus, n’avait pas d’effet inhibiteur sur la réplication virale. Cette
différence s’explique probablement par le fait que la conformation des formes libres et
liées de la protéine est tres différente, comme illustré sur la figure 35. En effet, en présence
de phospholipides, comme a la surface d’une lipoprotéine, apoE adopte une structure
discoide, en forme de ceinture (« belt-like »), pour entourer la surface phospholipidique

(Lu et al., 2000 ; Saito et al., 2001, Hatters et al., 2005).
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Figure 35. Différence conformationnelle entre les deux formes libre et liée d’apoE. (A)
Conformation de I'apoE libre. Comme décrit précédemment, I'apoE libre posséde 2 domaines
distincts séparés par une région charniére: un domaine de liaison au récepteur en Nter (4
hélices représentées en jaune, vert, rouge et bleu) et un domaine de liaison aux lipides en
Cter (représenté en gris). Le domaine de liaison au LDLR se trouve dans I'hélice 4 (jaune) (B)
En présence de phospholipides, le domaine Nter adopte une conformation ouverte pour
exposer leurs parties hydrophobes vers la surface lipidique. (C) ApoE liée aux lipides adopte
une forme discoide entourant la surface lipidiqgue comme une ceinture. Figure adaptée de
Hatters et al., 2006.
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La conformation de I’apoE li¢e aux lipoprotéines lui permet de se lier avec une forte
affinit¢ au LDLR, contrairement a la forme libre d’apoE. Il s’agit d’une « sécurité » pour
les cellules productrices d’apoE, afin d’éviter une liaison précoce de 1’apoE libre au LDLR
en cours de synthése dans la cellule (Hatters et al., 2006). Si comme notre hypothese le
suggere, apoE libre se lie a un récepteur cellulaire non canonique, les différences
conformationnelles observées pour les deux formes d’apoE expliqueraient que 1’apoE liée
aux VLDL ne puisse pas se lier a un tel récepteur. Cette observation explique le fait
qu’apoE libre inhibe également la réplication virale en absence de sérum dans le milieu de

culture cellulaire.

L’inhibition de la réplication du HCV par apoE est induite par la forme sauvage
apoE3

A cours de nos travaux, nous avons €galement démontré que les isoformes mutantes
apoE2 et apoE4 n’avaient pas d’effet inhibiteur sur la réplication du HCV. Ces
observations démontrent d’une part que les effets sur la réplication virale sont spécifiques
de la forme sauvage apoE3, et d’autre part que la conformation de I’apoE libre semble
primordiale. Les isoformes d’apoE ne différent que par seul un acide aminé, qui change
néanmoins la structure et la fonction de la protéine (Figure 36). ApoE2 posséde une
substitution du résidu Argl58 par une cystéine qui perturbe la structure du domaine de
liaison au récepteur (Hatters et al., 2006). Une telle mutation pourrait expliquer qu’apoE2
ne puisse pas interagir avec le récepteur cellulaire impliqué dans le phénomeéne observé.
ApoE4 quant-a-elle posséde une substitution du résidu Cysl12 par une arginine, qui
déstabilise la structure et entraine la formation d’un domaine d’interaction supplémentaire
au sein de la protéine. Ce domaine d’interaction est responsable d’une liaison préférentielle
d’apoE4 sur les VLDL mais aussi d’un recyclage différent de la protéine par les
hépatocytes (Hatters et al., 2006 ; Heeren et al., 2007). Plusieurs études ont démontré
qu’apoE4 ne semble pas interagir avec les mémes composants cellulaires qu’apoE3. Par
exemple dans le cerveau, I’apoE4 libre est impliquée dans le développement de la maladie
d’Alzheimer car elle possede un défaut de liaison au peptide AP et ne peut donc pas
assurer son élimination par les neurones (Mahley, 2016). Dans les macrophages, apoE4
libre n’induit que faiblement la voie de signalisation PI3K-PKC-Spl causant ainsi une
dérégulation du métabolisme lipidique de la cellule (Zhao et al., 2011 ; Okoro et al., 2012).
Enfin, dans les hépatocytes et les macrophages apoE4 est associé¢e a une accumulation de

lipides car elle n’active que faiblement les mécanismes d’efflux de cholestérol (Heeren et
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al., 2007). Dans notre étude, il est donc possible qu’apoE4 ne puisse pas interagir avec les

¢léments induisant la réponse cellulaire responsable de I’efflux de cholestérol et conduisant

a ’inhibition de la réplication du HCV.
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Figure 36. Différences structurales entre les 3 principales isoformes d’apoE. (A) Dans la
forme apoE4, le résidu Cys112 est substitué par une arginine, avec pour conséquence la
formation un domaine d’interaction entre Arg61 et Glu255. La forme apoE4 a une
conformation différente de I'apoE3, beaucoup plus instable. (B) Dans la forme sauvage apoE3,
le résidu Arg158 interagit avec I'Arg154. La présence d’une cystéine dans la forme apoE2
affecte cette interaction clé en interagissant préférentiellement avec I'’Arg150, changeant ainsi
sa conformation et ses propriétés de liaison aux récepteurs. (Adapté de Hatters et al., 2006).

L’ importance d’ABCG1 dans I’inhibition de la réplication virale.

Les hépatocytes expriment deux transporteurs majeurs du cholestérol, qui sont ABCAI

et ABCGI1. Ils agissent trés souvent de concert pour induire un efflux de cholestérol vers

un accepteur extracellulaire permettant la formation d’HDL, mais également pour prévenir

une accumulation de cholestérol hépatotoxique. ABCAT induit un efflux de cholestérol sur

I’apoAl libre pour former des HDL naissantes discoides. Ces HDL sont ensuite enrichies

en cholestérol par ABCGI pour former des particules matures. Contrairement a ABCALI,

ABCGI1 ne peut pas induire d’efflux de cholestérol vers apoAl, mais uniquement vers des

HDL naissantes ou matures (Fitzgerald et al., 2010 ; Ailing et al., 2012).

Au cours de nos travaux, nous avons démontré qu’apoE libre inhibait la réplication

virale en induisant un efflux de cholestérol ABCG1-dépendant. ApoE ne pouvant pas

interagir directement avec ABCGI, ces résultats suggéraient qu’apoE agissait sur la

synthése des HDL. Cette hypothése a été vérifiée au cours de nos travaux. En effet nous

avons observé qu’apoE libre augmentait a la fois I’expression d’apoAl et la production

d’HDL. Cette observation correle avec une ¢tude démontrant qu’apoE prévient le

développement de 1’athérosclérose chez la souris en augmentant la production d’apoAl-
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HDL circulantes (Gaudreault et al., 2012). Cependant, nous n’avons pas observé de role
majeur d’ABCAT1 dans I’inhibition de la réplication du HCV. Plusieurs études ont montré
qu’apoAl pouvait étre lipidée par les hépatocytes par deux mécanismes : un mécanisme
ABCA1-dépendant qui a lieu a la surface de la cellule apres sécrétion d’apoAl, et un
mécanisme ABCAIl-indépendant ou apoAl interagit avec du cholestérol néosynthétisé
directement dans la cellule au niveau du RE (Kiss et al., 2003 ; Maric et al., 2005 ; Zheng
et al., 2005). Dans notre mod¢le, nous privilégions 1’hypotheése d’une lipidation d’apoAl
directement dans la cellule pour former des HDL naissantes, qui une fois sécrétées peuvent
interagir avec ABCG1. Un role d’ABCA1 ne peut pas étre totalement exclu dans notre
¢tude. Toutefois, I’inhibition de I’expression d’ABCA1 par ARN interférence ne suffit pas
a restaurer la réplication virale en présence d’apoE, indiquant que ce mécanisme n’est pas
majoritaire. En d’autres termes, un potentiel efflux de cholestérol ABCA1-dépendant n’est
pas suffisant pour induire une inhibition de la réplication virale. En accord avec notre
hypothése, une étude a démontré que la surexpression d’ABCA1 dans des cellules
infectées par HCV n’a pas d’effet sur la réplication virale (Bocchetta et al., 2014). L’effet
sur la réplication virale ne serait donc bien di qu’a I’efflux de cholestérol ABCGI1-
dépendant. En 2006, Wang et ses collaborateurs ont montré qu”’ABCG1 pouvait mobiliser
le cholestérol du RE vers la membrane plasmique, pour induire un efflux de cholestérol
vers les HDL (Wang et al., 2006). La réplication virale ayant lieu au niveau de membranes
dérivées du RE, plus précisément au niveau de microdomaines membranaires riches en
cholestérol, nous pouvons penser qu’ABCG1 mobilise le cholestérol de ces domaines,
inhibant ainsi la réplication du virus (Shi et al., 2003, Ferraris et al., 2010 ; Romero-Brey
etal., 2012).

Pour poursuivre ce travail, il serait intéressant de confirme le role d’ABCA1 et
d’ABCG1 dans le mécanisme étudié, en étudiant d’une part, 'impact du silencing
d’ABCAI dans la formation d’HDL apoE-dépendante et d’autre part en caractérisant le
role d’ABCG1 dans I’inhibition de la réplication virale. En effet, nous envisageons de
suivre I’impact d’un efflux de cholestérol ABCG1-dépendant sur la formation du complexe
de réplication. Par microscopie confocale, nous pourrions é¢galement imaginer déterminer
la localisation intracellulaire d’ABCG1 dans la cellule infectée par HCV et de suivre ses
mouvements intracellulaires lors d’un traitement avec I’apoE libre. En 2011, une étude a
montré qu’ABCG1 pouvait étre localisé dans plusieurs compartiments cellulaires dont les
endosomes tardifs (Tarling et al, 2011). D’autre études, ont rapporté qu’apres

internalisation par la cellule, apoE pouvait mobiliser le pool de cholestérol intracellulaire
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pour former des HDL (Heeren et al., 2007). Une hypothése intéressante serait qu’apres son
endocytose par un mécanisme [ipid-raft dépendant, apoE libre induise une activation
d’ABCGI1 au niveau des endosomes, menant au transport du cholestérol vers la membrane
plasmique. Cette hypothése pourrait étre rapidement confirmée ou infirmée par des

expériences de colocalisation par microscopie confocale.

Un mécanisme physiologique impactant la réplication virale

De maniére intéressante, nos travaux ont permis de mettre en évidence un nouveau role
d’apoE dans la régulation du métabolisme lipidique hépatique. En effet, nous avons
observé qu’apoE libre extracellulaire induisait un efflux de cholestérol ABCG1-dépendant
aussi bien en présence du HCV qu’en contexte non viral. Physiologiquement, nous
pouvons penser qu’apoE libre est fortement sécrétée par les hépatocytes en réponse a une
accumulation de lipides dans la cellule. Par exemple, aprés une prise alimentaire riche en
lipides, la formation de CM, de VLDL et de leur remnants peut induire une accumulation
de lipides a la fois dans les cellules périphériques et dans les hépatocytes. ApoE libre
sécrétée par les hépatocytes pourrait donc induire la formation d’HDL pour éliminer
I’exces de cholestérol de ces cellules.

En cas d’infection virale, le virus induit une accumulation de lipides intracellulaires. Ce
phénomene pourrait augmenter la production d’apoE par les hépatocytes ainsi que se
sécrétion sous forme libre. Nous pouvons alors imaginer 2 scenarii. Soit le virus détourne
I’apoE néosynthétisée a son profit pour produire des particules virales infectieuses, soit
I’apoE est fortement sécrétée sous forme libre et induit un efflux de cholestérol qui
baisserait le taux de réplication virale. Ce dernier mécanisme participerait au contrdle de la
réplication virale et a D’établissement de la chronicit¢é de D’infection. Ainsi, HCV
détournerait ce processus physiologique pour réguler sa propre réplication. Utiliser apoE
libre pour réguler la réplication virale représente une réelle opportunité pour développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques. L’administration d’apoE libre a des souris
xénogreffées par des PHH et infectées par HCV pourrait constituer une premicre piste pour

confirmer nos observations in vivo.

Pour aller plus loin : comprendre ou élucider la réponse cellulaire induite par apoE
Avant d’envisager le développement d’une nouvelle stratégie thérapeutique, nous
devons aller plus loin dans la compréhension du mécanisme moléculaire impliqué dans la

régulation de la réplication virale par apoE libre. Nous envisageons de caractériser la
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réponse cellulaire induite dans les hépatocytes par apoE libre. Plusieurs évidences nous
orientent vers 1’adenosine 5’ monophosphate activated protein kinase (AMPK). Il s’agit
d’une kinase cellulaire contrdlant le statut énergétique de la cellule en régulant a la fois le
métabolisme glucidique et lipidique de la cellule. Cette kinase est trés exprimée dans le
foie (Towler et Hardie, 2016). Plusieurs études ont montré que 1’activation de I’AMPK
inhibait la réplication du HCV. En effet, son activation induit une cascade de signalisation
cellulaire inhibant a la fois la synthése des lipides et stimulant 1’efflux de cholestérol
ABCGI-dépendant (Li et al, 2010 ; Mankouri et Harris, 2011). De plus, il a été décrit
qu’HCYV induisait des dérégulations du métabolisme lipidique hépatique en inhibant cette
protéine (Mankouri et al., 2010 ; Nakashima et al., 2011 ; Yu et al., 2013). L’AMPK est
donc une cible de choix pour inhiber la réplication du HCV. Nous avons donc réalisé des
expériences préliminaires pour analyser 1’effet de I’apoE libre sur I’AMPK. Nous avons pu
observé que I’apoE libre activait I’AMPK en induisant une phosphorylation de sa sous-
unité o.

De nombreux facteurs peuvent activer I’AMPK. De méme, cette kinase module en aval
I’expression de nombreux geénes du métabolisme lipidique (Mankouri et Harris, 2011 ;
Towler et Hardie, 2016). La figure 37 résume succinctement les pistes d’étude les plus
intéressantes pour la suite de ce travail. L’étude de I'impact de I’apoE libre extracellulaire
sur les voies de signalisation connues pour activer I’AMPK comme la voie PI3K/Akt et la
voie des MAPK ou encore la voie LKBI1 (/iver kinase BI), dont le role dans le foie est peu
documenté, nous permettra de mieux comprendre le mécanisme d’activation de I’AMPK
par apoE libre. L’activation de I’AMPK dans les hépatocytes augmente le catabolisme des
lipides a savoir la B oxydation. A I’opposé, I’AMPK réprime la synthése des lipides en
inhibant par exemple des enzymes-clés de la synthése du cholestérol comme I’HMG-CoA
réductase. L’AMPK peut aussi réprimer des facteurs de transcription importants de la
famille des LXR (liver X receptor) et de SREBP, contrdlant 1I’expression des genes de la
voie de synthese des lipides. Enfin, I’AMPK régule la capture et 1’efflux des lipides en
régulant I’expression des ATP binding cassette, du SR-BI, du CD36 ou encore du LDLR
(Mankouri et Harris, 2011 ; Li et al, 2011 ; Yap et al., 2011 ; Towler et Hardie, 2016). Au
vu de ces données, nous proposons d’étudier I’impact d’apoE libre sur I’expression de ces
genes clés du métabolisme lipidique régulés par I’AMPK et pouvant constituer des cibles

potentielles de I’apoE libre
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Figure 37. Les voies de signalisation de I'’AMPK dans les hépatocytes. Dans les
hépatocytes, 'AMPK peut étre activée par plusieurs stimuli, pouvant correspondre a
I'activation d'un récepteur cellulaire et/ou de voies de signalisation. LAMPK est aussi un
senseur de la quantité d’AMP dans la cellule pouvant varier lors d’'une privation en nutriments
ou un stress cellulaire. Nous avons également démontré que I'apoE libre pouvait activer
I’AMPK par un mécanisme encore inconnu. L’activation de 'AMPK a pour conséquence une
activation du catabolisme cellulaire et de l'efflux de lipides ainsi qu'une diminution de
I'anabolisme cellulaire et de I'entrée de lipides, visant a réduire la quantité de lipides dans la
cellule.

Pour aller plus loin : effet de I’apoE libre sur I’entrée virale

Nos travaux nous ont permis de comprendre les effets de 1’apoE libre exogene sur la
réplication virale. Par la suite, nous avons ¢galement voulu étudier les effets de I’apoE
libre sur I’étape d’entrée virale en utilisant le modéle HCVpp. Nous avons réalisé¢ une
expérience préliminaire démontrant que le traitement de cellules Huh7.5.1 avec 1’apoE
libre inhibait I’entrée des HCVpp dans les cellules. L’entrée des HCVpp n’étant pas
dépendante des composants de la LVP et du métabolisme des lipides, nous avons émis
I’hypotheése qu’apoE libre pourrait modifier 1’expression des facteurs d’entrée du virus.
Nous avons donc évalué 1’expression de plusieurs facteurs d’entrée par western blot. Les

résultats obtenus nous ont montré qu’apoE libre diminuait de maniére dose-dépendante la
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quantité¢ de CD81 et de LDLR dans les cellules Huh7.5.1. A I’opposé, apoE libre ne
modifie pas I’expression du SR-BI ou de CLDNI1. Ces expériences préliminaires doivent
néanmoins étre reproduites et confirmées.

L’expression du CD81 et du LDLR a la surface des hépatocytes peut étre contrdlée par
une protéine commune nommée PCSK9 (proprotein convertase subtilisin-kexin type 9). En
effet, PCSK9 peut se lier a ces deux récepteurs et induire leur endocytose et leur
dégradation dans les lysosomes (Le et al., 2015). Cette protéine possede un grand intérét
pour le développement d’une stratégie thérapeutique anti-HCV puisqu’il a été démontré
que PCSK9 pouvait inhiber I’infection par HCV (Labonté et al., 2009 ; Bridge et al., 2015).
Il serait donc intéressant d’étudier I’impact d’un traitement a 1’apoE libre sur 1’expression
de PSCK®9. De plus, I’expression de PSCK9 peut étre elle-méme controlée par I’AMPK,
renforcant le fait qu’apoE libre peut modifier I’expression de PCSK9 par une voie AMPK
dépendante (Yiet al, 2011).

En conclusion, nous avons démontré un nouveau role d’apoE sous forme libre a la fois
dans le métabolisme lipidique et dans le cycle viral du HCV. Ces travaux ouvrent de
nombreuses perspectives et pistes d’études qui seront exploitées dans notre laboratoire. Les
effets de I’apoE libre seront par la suite analysés in vivo en utilisant un modéle murin. Nos
travaux pourraient ¢galement a long terme, permettre 1’é¢laboration de nouvelles stratégies

thérapeutiques.
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Implication d’apoE dans le processus d’évasion aux anticorps

neutralisants par le HCV.

l. Contexte de I’étude

Dans une seconde partie de mes travaux de thése, nous nous sommes intéressés au role
d’apoE associée a la LVP infectieuse, dans le cadre de la physiopathologie de I’infection
par le HCV. A I’heure actuelle, I’élaboration d’un vaccin préventif contre HCV est
entravée par la capacité du HCV a échapper au systéme immunitaire de 1’hote et
notamment aux nAbs (Rehermann, 2009). Durant les premiéres phases de 1’infection par
HCV, les patients produisent des nAbs spécifiquement dirigés contre HCV, ces anticorps
permettant d’inhiber I’entrée du virus dans les hépatocytes. Les cibles principales de ces
nAbs sont les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2, en particulier leurs régions
hypervariables HVR (Fafi-Kremer et al, 2012 ; Park et Rehermann, 2014). HCV a
développé plusieurs mécanismes pour €chapper aux nAbs. Tout d’abord, la grande
variabilité des quasi-especes, notamment dans les régions HVR, leur permet de ne plus étre
reconnues par les nAbs. Ensuite, les nombreuses glycosylations de E1 et E2 rendent
difficile 1’acceés aux épitopes par les nAbs. Enfin, la transmission de cellule a cellule
permet au virus d’étre disséminé dans le foie sans entrer en contact avec les nAbs (Zeisel
et al., 2007 ; Fafi-Kremer et al., 2012). L’association du HCV avec les lipoprotéines a
¢galement été proposé comme un mécanisme d’échappement aux nAbs, ceci en masquant
les épitopes ciblés par ces derniers (Bartosch ef al., 2005 , Grove et al., 2008 ; Fafi-Kremer
et al., 2012). Cependant, le role des composants des lipoprotéines, en particulier le role des
apo, dans le processus d’échappement aux nAbs n’a jamais été décrit. ApoE étant un
composant majeur de la LVP essentiel a I’infectiosité du virus, notre étude a consisté a
déterminer le role d’apoE associée a la particule virale dans le mécanisme d’échappement
viral aux nAbs.

Nous avons voulu élargir cette étude a plusieurs génotypes ou sous-types viraux
différents, pour déterminer si apoE jouait un rdle dans I’échappement aux nAbs de manicre
pangénotypique. Nous avons pour cela utilisé des souches virales chimériques exprimant

les protéines non structurales du JFH1 et les protéines structurales des génotypes 2a (Jcl),
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la (H77) et 1b (Conl). Nous avons également utilisé le variant VL (1b) dont les protéines
structurales sont issues d’un variant sélectionné aprés TH chez un patient infecté. Le
variant VL est caractérisé par une meilleure entrée dans les hépatocytes que les variants
non sélectionnés apreés TH et une forte capacité d’échappement aux nAbs (Schvoerer et al.,
2007 ; Fafi-Kremer et al., 2010).

Afin de déterminer si apoE est impliquée dans 1’échappement du HCV aux nAbs, nous
avons diminué¢ I’expression d’apoE dans les cellules Huh7.5.1 répliquant les différentes
souches virales par D'utilisation de siRNA spécifiques (siApoE), pour produire des
particules virales déplétées d’apoE. En paralléle, nous avons produit des particules virales
contrdles issues des cellules Huh7.5.1 non transfectées ou transfectées avec un siRNA
contrdle. Nous avons ensuite testé¢ ’infectiosité et la neutralisation par les nAbs des
particules virales produites dans ces conditions.

Mon rdle dans cette étude a été de caractériser les particules virales Jcl et VL
produites dans des cellules Huh7.5.1 contrdles ou transfectées avec un siApoE. Pour cela,
j’ai utilis€ des virus Jcl et VL exprimant une étiquette FLAG en fusion avec la
glycoprotéine E2, cette étiquette me permettant d’immunoprécipiter les particules virales et
de les purifier. J’ai ensuite analysé la présence des protéines E2 et apoE présentes a leur
surface par western blot. En effet, nous devions nous assurer que les particules virales
issues de cellules transfectées avec un siApoE possédaient moins d’apoE a leur surface que
les particules contrdles, mais également que 1’absence d’apoE n’affectait pas la quantité
d’E2 présente a la surface du virus. Ces données s’avéraient cruciales pour comparer le
profil de neutralisation par les nAbs des différentes particules virales. En utilisant la méme
technique, j’ai également purifié¢ et caractérisé les particules virales de variants VL mutés
pour un résidu spécifique de la glycoprotéine E2 impliqué dans la résistance du VL aux
nAbs. Ces résultats sont présentés dans les figures 3 et 7 respectivement du manuscrit

suivant.

1. Résultats

Les résultats concernant cette ¢tude seront présentés sous forme d’un article scientifique

publié dans le journal Gastroenterology.

144



ANy JISve

RESULTATS DEUXIEME PARTIE

Gastroenterology 2016;150:206—217

Apolipoprotein E Mediates Evasion From Hepatitis

C Virus Neutralizing Antibodies

CrossMark

Catherine Fauvelle,'** Daniel J. Felmlee, *** Emilie Crouchet,’** JiYoung Lee,”

Laura Heydmann,'? Mathieu Lefévre,"” Andrea Magri,” Marie-Sophie Hiet,” Isabel Fofana, '~
Francois Habersetzer,*® Steven K. H. Foung,” Ross Milne,® Arvind H. Patel,”

Koen Vercauteren,? Philip Meuleman,’ Mirjam B. Zeisel,"** Ralf Bartenschlager,”

Catherine Schuster,’? and Thomas F. Baume

rt1 ,2,6

TInserm, U1110, Institut de Recherche sur les Maladies Virales et Hépatiques, Strasbourg, France; 2Université de Strasbourg,
Strasbourg, France; 3University of Plymouth, Centre for Biomedical Research, Plymouth, UK; *Department of Infectious
Diseases, Molecular Virology, Heidelberg University, Heidelberg, Germany; °MRC, University of Glasgow, Centre for Virus
Research, Glasgow, UK: ®institut Hospitalo-Universitaire, Pdle Hépato-digestif, Hopitaux Universitaires de Strasbourg,
Strasbourg, France; 7Department of Pathology, Stanford University School of Medicine, Stanford, California;

8Department of Pathology and Laboratory Medicine, University of Ottawa Heart Institute, Ottawa, Ontario, Canada; and
SCenter for Vaccinology, Ghent University, Ghent University Hospital, Ghent, Belgium

See Covering the Cover synopsis on page 2.

BACKGROUND & AIMS: Efforts to develop an effective vaccine
against hepatitis C virus (HCV) have been hindered by the pro-
pensity of the virus to evade host immune responses. HCV parti-
clesin serum and in cell culture associate with lipoproteins, which
contribute to viral entry. Lipoprotein association has also been
proposed to mediate viral evasion of the humoral immune
response, though the mechanisms are poorly defined. METHODS:
We used small interfering RNAs to reduce levels of apolipoprotein
E (apoE) in cell culture—derived HCV—producing Huh7.5-derived
hepatoma cells and confirmed its depletion by immunoblot ana-
lyses of purified viral particles. Before infection of naive hepatoma
cells, we exposed cell culture—derived HCV strains of different
genotypes, subtypes, and variants to serum and polyclonal and
monoclonal antibodies isolated from patients with chronic HCV
infection. We analyzed the interaction of apoE with viral envelope
glycoprotein E2 and HCV virions by immunoprecipitation.
RESULTS: Through loss-of-function studies on patient-derived
HCV variants of several genotypes and subtypes, we found that
the HCV particle apoE allows the virus to avoid neutralization by
patient-derived antibodies. Functional studies with human
monoclonal antiviral antibodies showed that conformational
epitopes of envelope glycoprotein E2 domains B and C were
exposed after depletion of apoE. The level and conformation of
virion-associated apoE affected the ability of the virus to escape
neutralization by antibodies. CONCLUSIONS: In cell-infection
studies, we found that HCV-associated apoE helps the virus
avoid neutralization by antibodies against HCV isolated from
chronically infected patients. This method of immune evasion
poses a challenge for the development of HCV vaccines.

Keywords: Lipoviral Particle; Vaccination; Viral Escape; Lipid.

I I epatitis C virus (HCV) is a major health problem
infecting approximately 130 million individuals
worldwide. HCV infection typically results in a chronic

infection that can lead to liver cirrhosis and hepatocellular
carcinoma." Direct-acting antivirals have markedly
improved the treatment efficacy, but limitations due to ac-
cess to screening and therapy persist, highlighting the need
for an effective vaccine for global control and eradication of
HCV infection. A consistent hallmark of vaccines against
pathogens is their reliance on immunogens that elicit
neutralizing antibodies (nAbs).” HCV vaccine development
has been impeded by the viral adaptations to host immunity
that enable chronic infection. Indeed, the host immune
system lags behind the continuous evolution of HCV,
allowing the virus to evade humoral immunity.>* However,
the escape mechanisms from nAbs during chronic HCV
infection are only partially understood. Clearly, the devel-
opment of an effective vaccine requires a detailed under-
standing of viral evasion from host immune responses,
including nAbs. Previous studies investigating the molecular
mechanisms of HCV liver graft infection identified a viral
variant termed VL>° with efficient escape from patient
nAbs.”° Functional genetics had identified phenylalanine at
HCV polyprotein residue 447 as being important for
neutralization escape.® This amino acid is widely conserved
among HCV isolates, as shown by its prevalence of 98.4% in
all genotypes (including Jc1, Japanese fulminant hepatitis
virus [JFH1], and H77) and 96.2% in genotype 1b strains
(including VL).° In addition, previous studies had shown

*Authors share co-first authorship.

Abbreviations used in this paper: apo, apolipoprotein; E2, envelope
glycoprotein E2; HCV, hepatitis C virus; HCVcc, cell culture —derived HCV;
Jc1E2(FLAG), J6-JFH1 chimera with FLAG epitope in E2; JFH1, Japanese
fulminant hepatitis virus; LDL, low-density lipoprotein; Luc-Jc1, J6-JFH1
chimera with luciferase reporter; mAb, monoclonal antibody; mRNA,
messenger RNA; nAb, neutralizing antibody; PCR, polymerase chain re-
action; siRNA, small interfering RNA; TRL, triglyceride-rich lipoprotein.
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that replacement of phenylalanine by leucine (F447L)
rendered HCV highly susceptible to neutralization.®

An interesting characteristic of HCV particles is their
association with triglyceride-rich lipoproteins (TRL) and
low-density lipoproteins (LDL) forming hybrid lipoviral
particles, which results in a population of virions that are
heterogenous in buoyant density.””” Apolipoprotein (apo) B,
E, Al, and CI have been described as lipoviral particles
components.'” ApoE is important for both HCV infection of
hepatocytes and hepatic uptake of TRL remnants, while the
role of apoB, the structural protein of TRL and LDL, in the
HCV life cycle is less clear. ApoCI may be involved in viral
fusion,* and apoAl can affect HCV replication and produc-
tion. Although association with TRL and LDL has been hy-
pothesized to contribute to viral evasion,”'? the role of
specific apolipoproteins in HCV persistence is unknown.
Given that apoE is a host protein incorporated into the HCV

ApoE Protects HCV From nAbs 207

particle and is required for virion production, we sought to
determine its functional role in viral evasion from host
nAbs. Our findings reveal a previously undiscovered mech-
anism of viral escape specific to apoE, independent of TRL
binding, and identify a residue in envelope glycoprotein E2
(E2) that contributes to this phenotype. These results define
a novel challenge for the development of vaccines and
immunopreventive approaches.

Materials and Methods

Patient Samples

Serum samples from patients with chronic HCV infection
were obtained with informed consent and approval from the
Strasbourg University Hospital’s Institutional Review Board
(CPP 10-17). Sera termed 1, 2, and 4 came from patients
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Figure 2. (A) Trans-complementation of apoE expression in producer cells restores viral evasion from nAbs. Huh7.5.1 cells were
electroporated with Luc-Jc1 RNA alone, or co-electroporated with either scrambled siRNA (siCtrl) or siRNA targeting apoE mRNA
(siApoE). ApoE expression was then rescued using adenoviral apoE expression vectors transducing apoE knockdown cells.
Neutralization experiments of viruses were performed using HCV-infected patient serum 1 at dilution 1/200. Infection was
determined by quantification of luciferase activity. Results are expressed as fold increase of neutralization relative to control
serum. ApoE knockdown was confirmed 72 hours post electroporation by immunoblotting (lower panel); actin was detected as
loading control. Means + SEM from 3 experiments are shown. *P < .01. (B, C) ApoE-depletion results in enhanced neutralization
by purified IgG from patient sera and human monoclonal antibodies. Huh7.5.1 cells were electroporated with Luc-Jc1 RNA alone,
or co-electroporated with either scrambled siRNA (siCtrl) or siRNA targeting apoE mRNA (siApoE). Viruses produced from these
cells were incubated with (B) purified IgG (25 ug/mL) from HCV-infected patient serum 2 and 3 or (C) human monoclonal anti-E2
antibodies CBH-23 and HC-1 (10 ng/mL). Infection was determined as described in (A). Results are expressed as fold increase of
neutralization relative to control IgG. Means + SEM from 3 experiments are shown. *P < .01.
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infected by HCV genotype 1 and serum 3 from a genotype 2
patient.

Cells and Reagents

Huh?7.5.1 and Huh7.5 green fluorescent protein cells were
cultured as described previously."”®> Small interfering RNAs
(siRNAs) targeting apoE 3’ untranslated region (siApoE)
(5'CUGCAGCGGGAGACCCUGU 3') or apoB and control siRNAs
were from Dharmacon (Lafayette, CO). Mouse anti-apoE
(ab8226) monoclonal antibody (mAb) and anti—g-actin
(ab1906) for immunoblot were obtained from Abcam (Cam-
bridge, MA). Mouse anti-apoE (1D7, 3H1, 6C5), rat anti-CD81
(QV-6A8-F2-C4), mouse anti-E2 (AP33),""'® and human

anti-E2 (CBH-23 and HC-1)"” mAbs have been described. Sheep
anti-NS5A serum was a kind gift from M. Harris.'"® Human
anti-E2 antibody AR3B was a kind gift from M. Law.'® Anti-
bodies and peptides for FLAG purification and detection were
obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Purification of IgG
from patient serum was performed using MAbTrap kit from
Amersham (Little Chalfont, UK).

Cell Culture—Derived Hepatitis C Virus
Production, Infection, and Neutralization
Plasmids for cell culture—derived HCV (HCVcc) production

of Jc1 (J6:JFH1 chimera), Jc1 chimera with luciferase reporter
(Luc-Jcl), Je1E2FLAG (all genotype 2a/2a), H77R2a (genotype
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1la/2a), VL:JFH1, and VL:JFH1FLAG (genotype 1b/2a) have Silencing of Apolipoproteins in Hepatitis

been described previously.®?*°"** HCVcc were produced in C Virus Producer Cells

Huh7.5.1 as described previously.?’ Infectivity was quantified

by luciferase activity or tissue culture infectious dose 50% Silencing of apoE and apoB expression and immunoblotting
using anti-NS5A antibody.”> HCVcc neutralization using pa- in Huh7.5.1 cells were performed as described previously.**
tient serum, IgG, and mAbs was analyzed as described Huh?7.5.1 cells were either electroporated with HCV RNA co-
previously.° electroporated with 200 pmol of either scrambled siRNA
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Figure 4. Depletion of apoB in HCV producer cells has no effect on HCV neutralization. Huh7.5.1 cells were either electroporated
with VL:JFH1 or Luc-Jc1 RNA alone, or co-electroporated with either scrambled siRNA (siCtrl) or siRNA targeting apoB mRNA
(siApoB). Neutralization experiments on viruses produced from these cells were performed using patient serum 1 at the indicated
dilutions. Infection was determined by (A) end-point dilution assay, and (B) quantification of luciferase activity. Results are
expressed as fold increase of neutralization relative to control serum. ApoB knockdown was confirmed 72 hours post electropo-
ration by immunoblotting (Jower panel); actin was detected as loading control. Means + SEM from 3 experiments are shown.

(siCtrl) or siRNA targeting apoE messenger RNA (mRNA)
(siApoE) or apoB mRNA (siApoB) according to the manufac-
turer’s instructions. Supernatants and cells were harvested 72
hours post electroporation. Protein expression was analyzed by
immunoblotting as described previously.**

Recombinant Adenoviruses and Rescue

of Gene Silencing

The recombinant adenoviral genomes were generated as
described previously.”> Recombinant adenoviruses Ad-apoE
were generated by transfection of these plasmids into the
293T packaging cell line after Pacl digestion.”” Huh7.5.1 cells
were electroporated with HCV RNA and siApoE or a scrambled
siRNA (siCtrl). Twenty-four hours post electroporation, cells
were transduced with adenoviruses expressing apoE. After 72
hours, viruses were harvested and tested in neutralization ex-
periments and both silencing and rescue of protein expression
was confirmed by immunoblotting.

Generation and Purification of E2-FLAG
Tagged Viruses

The VL:JFH1 derivatives encoding a E2(FLAG) fusion
protein were generated using overlap polymerase chain
reaction (PCR) with 2 sets of primers: S_E1_Agel Conl
(5’ATAGTGGTCTGCGGAACCGGT3') and A_E1_FLAG (5'CCCTT
GTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCCCGTCAACGCCGGCAAAA3'); S_E1
_FLAG (5'GGACGACGATGACAAGGGATCAGGAGCATCCACCTACA

CGACGGGGGG3'); and A_E2_Alel (5'TGTATGGATAGTCAACCAT3').
Amplicons were amplified by PCR from VL:JFH1 derivates
(VL:JFH1 or F447L or F447A), then combined by overlap PCR
using S_E1_Agel_Conl and A_E2_Alel before insertion of the
resulting fragments into the VL:JFH1 construct. E2(FLAG)
encoding HCV viruses were purified using anti-FLAG M2
affinity gel, as described previously.” Virion-associated apoE
was detected by immunoblotting using mouse anti-apoE mAb
(ab8226; Abcam), while virion E2(FLAG) was detected by
anti-FLAG M2 mAb (Sigma-Aldrich). Quantification of apokE,
E2(FLAG), and actin protein expression was analyzed
using Image] software (National Institutes of Health, Bethesda,
MD).

Quantification of Hepatitis C Virus Particle
Buoyant Density Distribution

VL:JFH1 HCVcc virus was concentrated 10-fold using a
Vivaspin column (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Density
distributions of infectious HCVcc were determined by over-
laying 0.5 mL culture media on a 5-mL, 4%—40% iodixanol
step gradient, and ultracentrifuging samples for 16 hours at
40,000 rpm on a SW-55 rotor (Beckman Coulter, Brea, CA). Six
hundred and twenty-five microliter fractions were carefully
harvested from the top of each tube, and density was deter-
mined by weighing 0.5 mL of each fraction. Infectivity of each
fraction was quantified by luciferase activity or by tissue cul-
ture infectious dose 50%.
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Figure 5. ApoE depletion in HCV producer cells does not modulate the buoyant density profile of virions. Huh7.5.1 cells were
either electroporated with VL:JFH1 RNA or Luc-Jc1 alone (black squares and black circles, respectively), or co-electroporated
with either scrambled siRNA (siCtrl) (dark gray squares and dark gray circles) or siRNA targeting apoE mRNA (siApoE) (light gray
squares and light gray circles). HCVcc produced from these cells were fractionated using 4% —40% iodixanol density gradient
ultracentrifugation. Each fraction was assayed for infectivity by (A) end-point dilution assay (log, tissue culture infectious dose
50%/mL) for VL:JFH1 or (B) quantification of luciferase activity (log;o RLU) for Luc-Jc1. Means + SEM from 3 experiments are
shown. The light gray circles on the density plot show the mean density for each fraction and the error bars indicate the SD of
the density of the respective fraction from 6 independent experiments. ApoE knockdown was confirmed 72 hours post-
electroporation by immunoblotting (lower panels); actin was detected as loading control.

Hepatitis C Virus Cell-to-Cell Transmission

HCV cell-to-cell transmission was assessed as described
previously.”® Producer Huh7.5.1 cells were electroporated with
Jc1 RNA or VL:JFH1 RNA. Medium was exchanged 4 hours and
again 24 hours post electroporation, and naive target Huh7.5
green fluorescent protein cells were added concomitantly with
mouse nAb AP33 (10 ug/mL) to block cell-free transmission.
For analysis of the role of virus and host cell factors, cells were
incubated with 10 ug/mL of either control IgG, anti-CD81 (QV-
6A8-F2-C4),"" or anti-apoE (1D7)'® antibodies. Seventy-two
hours post electroporation, cells were fixed with para-
formaldehyde, stained with a human anti-E2 (AR3B)"? antibody
and analyzed via flow cytometry.

Immunoprecipitation, RNA Extraction, and
Reverse Transcription Quantitative Polymerase
Chain Reaction

VL:JFH1 HCVcc virus was concentrated 10-fold from cell
supernatants using a Vivaspin column (GE Healthcare) and
immunoprecipitations were performed using Protein A/G
PLUS-agarose beads according to the manufacturer instructions
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). HCV RNA from
immunoprecipitated viruses was isolated using RNeasy

extraction (Qiagen, Valencia, CA) and quantified using reverse
transcription quantitative PCR as described previously.'***
E2-apoE co-immunoprecipitation using lysates of Huh7/
LunetCD81H cells stably expressing ApoEY" or ApoE™ and
transfected with VL:JFH1 or the 447 mutant were performed as
described elsewhere.”® Immunoprecipitation of apoE from
Huh7.5.1 cells was performed as described previously.”®

Statistics
Datasets were analyzed using the Mann—Whitney test.

Results

Because apoE has been shown to be part of the HCV in-
fectious virion mediating viral attachment, we investigated
whether particle-associated apoE influences viral evasion
from host nAbs. To experimentally probe this question, we
used 3 different HCV strains comprising genotypes 1a, 1b, and
2a. We first studied HCV strain JFH1 carrying the structural
genes of a patient-derived viral variant termed VL. We had
previously shown that this genotype 1b variant is selected
during liver graft infection due to envelope-mediated
enhanced viral entry and broad escape from patient-derived
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Figure 6. ApoE and cell-to-cell transmission of HCV. (A) Interference of cell-to-cell transmission of Jc1 and VL:JFH1 by anti-
apoE antibody 1D7, nonspecific IgG as a negative control (Ctrl), or anti-CD81 antibody as a positive control was tested. For
cell-to-cell transmission, green fluorescent protein—expressing naive target cells were co-cultured with cells containing HCV
with neutralizing mouse anti-E2 antibody AP33. Representative results of fluorescence-activated cell sorting analysis are
shown. The quantity of positively stained cells for HCV E2 (y-axis), and green fluorescent protein—labeled target cells (x-axis)
are represented. (B) Histograms of cell-to-cell transmission for Jc1 and VL:JFH1 summarized from 3 independent experiments
performed in duplicate are shown. Values represent percentage of cell-to-cell transmission relative to control. (C) The capacity
of antibodies to inhibit infection was tested by inoculation of naive Huh7.5.1 cells with HCV in the presence of antibodies
specified below the plot. Values were normalized to those obtained with nonspecific IgG (Ctrl). Means + SD from 3 experi-

ments are shown. *P < .05.

autologous and heterologous nAbs.”® Thus, it represents a
prototype variant that may be largely refractory to immu-
nopreventive approaches or vaccines. We first generated
VL:JFH1 HCVcc by cotransfecting HCV RNA alone, with a
scrambled nucleotide control (siCtrl), or with siRNA that
targets apoE expression (siApoE). Similar to the range re-
ported previously,”**”*® silencing of apoE expression in
Huh7.5.1 producer cells resulted in a marked (50%—70%)

and significant decrease (P < .001) in infectivity of viruses
relative to viruses with unchanged apoE expression. Expo-
sure of VL:JFH1 HCVcc produced from apoE-depleted cells to
multiple patient sera with chronic HCV infection modified
these HCVcc to be highly sensitive to nAbs (Figure 1A4).
Depending on the patient serum and the dilution used, viruses
produced from apoE-depleted cells were 4-17 times more
sensitive to neutralization by patient sera than viruses from
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Figure 7. Envelope glycoprotein E2 residue 447 and apoE-HCV interactions. (A) Residue 447 is relevant for inhibition of HCV
infection by anti-apoE antibodies. VL:JFH1 and 447 variant HCVcc were incubated with control IgG (Ctrl) or 1D7 antibody prior
to infection of Huh7.5.1 cells. Infectivity was assessed by tissue culture infectious dose 50%. Results are expressed as
percentage infectivity relative to Ctrl. Means + SEM from 4 experiments are shown. *P < .05. (B) Residue 447 modulates
immunoprecipitation of virions by anti-apoE antibodies. VL:JFH1 and 447 mutants HCVcc were immunoprecipitated using
nonspecific mouse IgG (Ctrl), or 3 different anti-apoE antibodies (1D7, 3H1, 6C5). HCV RNA was extracted from precipitates
and quantified by reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR). Results are expressed as fold in-
crease of HCV RNA immunoprecipitated relative to control IgG. Means + SEMs from 2 experiments are shown. The viral input
was quantified by immunoblot evaluating the amount of core protein in the culture media (Jower panel). (C) ApoE depletion in
HCV producer cells impairs immunoprecipitation of virions by anti-apoE antibody. After immunoprecipitation of virions in HCV
producer cells using control IgG or anti-apoE antibody (1D7), HCV RNA was quantified by RT-gPCR. Results are expressed as
normalized HCV RNA. Means + SEM from three experiments are shown. *P < .01. (D) Intracellular interaction of apoE and E2.
Huh7-derived cells stably expressing ApoE"" or ApoEH were electroporated with RNA genomes of VL:JFH1 or the F447L
mutant and lysed 72 hours later. Inmunoprecipitation was performed with a hemagglutinin-specific antibody and captured
complexes were analyzed by immunoblotting using anti-E2 antibodies. To determine capture efficiency, 0.5% of total cell
lysates used for immunoprecipiation were analyzed in parallel (input). One representative immunoblot is shown. (E) ApoE and
E2 associations in purified virions of wild-type and mutant viruses. Virions were immunopurified from supernatants of HCV
producer cells using an anti-FLAG antibody. Virion-associated proteins were analyzed by immunoblots using FLAG and apoE-
specific antibodies. Results of 2 independent purifications and immunoblots are shown.
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control cells with unchanged apoE expression (Figure 14). To
corroborate these findings, we studied the phenotype of 2
additional variants, H77R2a*! expressing the structural
genes of the HCV strain H77 (genotype 1a) and ]6:JFH1 pro-
totype Luc-Jc1?? expressing the structural genes of the ge-
notype 2 HCV strain J6. Similar to findings obtained for
VL:JFH1 viruses, apoE depletion resulted in enhanced sensi-
tivity to neutralization by patient sera (Figure 1B and ().
H77R2a and Luc-Jcl viruses produced from apoE-depleted
cells were 2 to 10 times and 1.5 to 2 times more sensitive to
neutralization than control viruses, respectively (Figure 1B
and (). Luc-Jc1 derived from apoE-deficient cells were more
sensitive to nAbs regardless of their viral infectivity titers
(Supplementary Figure 1). In addition, similar neutralization
results were obtained upon adjustment of input virus titers
between viruses produced from control and apoE-depleted
cells (Supplementary Figure 2), ruling out that altered
sensitivity was due to a difference in molar ratios between
nAbs and HCVcc.

To further explore the role of apoE in viral evasion, we
next performed trans-complementation assays using
adenoviral apoE expression vectors transducing apoE
knockdown cells. Ectopic apoE expression restored the HCV
nAb escape to the same level as HCV produced in control
cells (Figure 24), excluding off-target effects caused by the
siRNA. In addition, to determine that this observation was
antibody mediated, we confirmed our results using IgG
purified from sera of patients with chronic HCV infection
(Figure 2B). Similar to the experiments with patient sera, we
observed that Luc-Jc1 viruses produced from apoE-depleted
cells were 2 times more sensitive to neutralization by pu-
rified IgG than control viruses. These findings specifically
point to serum IgG and exclude other serum factors in
determining the sensitivity of HCV from apoE-silenced cells
(Figure 2B). In addition, we used 2 human mAbs targeting
HCV E2 domain B (HC-1) or domain C (CBH-23) and tested
their efficacy to neutralize viruses produced from control
and apoE-silenced cells (Figure 2C). Consistent with the
results obtained with patient sera and anti-HCV polyclonal
IgG, we found that apoE silencing markedly (3- to 4-fold)
and significantly (P < .01) increased sensitivity to neutral-
ization compared with controls. These results clearly indi-
cate that apoE plays a key role in mediating viral escape
from nAbs and suggest that conformational epitopes of E2
domain B and domain C are exposed to nAbs after apoE
depletion (Figure 2C).

To confirm the hypothesis that apoE modulation affected
virion composition, we utilized J6-JFH1 chimera with FLAG
epitope in E2 (Jc1E2[FLAG])” and VL:JFH1E2(FLAG) HCVcc
purified from nonassociated serum component contami-
nants. Immune-purification of  JclE2(FLAG) and
VL:JFH1E2(FLAG) using an antibody targeting the FLAG-tag
of the virion E2 revealed that silencing of cellular apoE
resulted in an approximate 50% and 80% decrease of
virion-E2  associated apoE for Jc1E2(FLAG) and
VL:JFH1E2(FLAG) compared with controls, respectively
(Figure 3). Intracellular levels of apoE were decreased by
75% and 85%, respectively (Figure 3). Furthermore, virions
produced from apoE-depleted cells appeared to have a

Gastroenterology Vol. 150, No. 1

decreased inhibition of infection by anti-apoE antibodies
(Supplementary Figure 3). These findings highlight virion-
associated apoE’s critical role in mediating escape from
nAbs.

To test if apoB, another component of HCV, plays a role
similar to apoE’s in mediating escape, we silenced apoB
expression in HCV-producing cells. Silencing of either apoli-
poprotein had no detectable effect on the level of the other
apoliprotein (Supplementary Figure 4) ensuring absence of
the interfering effects of apoE/B silencing. Interestingly,
while apoB knockdown was effective (Figure 44 and B), it did
not alter the production of VL:JFH1 and Luc-Jcl. Further-
more, neither VL:JFH1 nor Luc-Jcl viruses produced from
apoB-silenced cells were altered in sensitivity to nAbs
(Figure 4A and B). These results point directly to apoE as a
key apolipoprotein mediating nAb escape and do not support
a major functional role of apoB in nAb evasion.

ApoE expression is an important regulator of HCV pro-
duction, and a key component of TRLs. TRL association,
measured by buoyant density distribution, could shield HCV
glycoproteins from nAbs."* Two distinct models have been
proposed regarding HCV—apoE interaction and lipoviral
particle formation: a 1-particle model presenting the virion
inextricably fused to the lipoprotein with apoE on its sur-
face, and a 2-particle model where HCV glycoproteins
interact with apoE directly, which may mediate lipoprotein
attachment.” In addition, the envelope glycoprotein, and
the transmembrane domain of E2 specifically is critical for
apoE association.”**" If apoE protects HCV glycoproteins
from nAbs directly, then our observations regarding the
nAb-sensitivity of HCV generated from apoE knockdown
cells will not be mediated by a marked difference in buoyant
density distribution. To test this hypothesis, we analyzed the
buoyant density distribution of infectious particles using
isopycnic density gradient ultracentrifugation. Interestingly,
the density distribution of VL:JFH1 and Luc-Jc1 was unal-
tered after apoE knockdown, though infectivity was dimin-
ished approximately equally in each density fraction in both
VL:JFH1 and Luc-Jc1 viruses (Figure 54 and B). These data
suggest that apoE knockdown does not modulate HCV-TRL
association, and apoE directly associated with the virion
accounts for nAb evasion.

Cell-to-cell transmission is another mechanism to avoid
nAbs.>* To investigate whether apoE association is relevant
in cell-to-cell transmission, we used an anti-apoE antibody
(1D7) that binds the low-density lipoprotein recep-
tor—binding domain of apoE'® and inhibits HCV infection
(Figure 7A4). Jcl demonstrated an approximately 3-fold
higher capacity to spread by direct cell-to-cell trans-
mission than VL:JFH1 in this assay (Figure 64). While 1D7
did not affect cell-to-cell spread, despite its capacity to
strongly inhibit extracellular transmission, antibodies
recognizing HCV entry factor CD81'* inhibited 70%—80%
of cell-to-cell transmission of both Jcl1 and VL:JFH1
(Figure 64, B, and C). These data indicate that cell-cell
transmission is not mediated by apoE domains targeted by
anti-apoE antibody 1D7.

Recently, two studies demonstrated that apoE interacts
with HCV E2.°°*' To define E2 domains relevant for
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association with apoE and neutralization escape, we took
advantage of a mutation identified in variant A (VA), a pre-
transplant variant that was selected against in the same
transplant recipient that contained the predominant VL
variant.” Indeed, replacing phenylalanine with the leucine
encoded in VA rendered the virus both sensitive to
neutralization and less dependent on CD81 for cell entry.®
To determine whether this residue is involved in the dif-
ferential utilization of apoE, we used the previously
described mutant restoring neutralization escape (F447L),
as well as an additional mutant where phenylalanine is
replaced by alanine (F447A), a smaller amino acid residue
than leucine. Interestingly, the wild-type VL:JFH1 escape
variant was efficiently neutralized by anti-apoE 1D7, while
the 447L and 447A mutants were at least 3-fold less sen-
sitive to neutralization by this antibody, indicating that the
wild-type virus is more dependent on apoE for infection
(Figure 7A). In contrast, 2 other apoE-specific antibodies
(3H1 and 6C5) that bind the N- and C-terminal regions of
apoE, respectively,'® did not inhibit HCV infection to the
same degree (data not shown) despite their capacity to
immunoprecipitate apoE from cell lysates (Supplementary
Figure 5). To determine if this modulation might be due to
altered apoE association with virus particles, we immuno-
precipitated VL:JFH1 with either nonspecific mouse IgG or
with each of the three apoE-specific antibodies 1D7, 3H1, or
6C5."° Interestingly, all 3 anti-apoE antibodies were at least
2.5-fold more efficient at precipitating the VL:JFH1 than the
447 mutants (Figure 7B), suggesting a more robust associ-
ation of the escape variant with apoE or a different E2-apoE
conformation with different exposure of these epitopes on
this variant. The functional relevance of apoE for immuno-
precipitation of virions was confirmed by less efficient
immunoprecipitation of HCV RNA by anti-apoE using
VL:JFH1 and Jcl viruses produced in apoE-depleted cells
(Figure 7C and data not shown).

To investigate whether the difference in sensitivity and
pull-down of VL:JFH1 447 mutants by anti-apoE antibodies
was due to an altered association of apoE and virion E2 or
mediated by a different conformation of the apoE-E2 com-
plex, we performed co-immunoprecipitation analyses in cell
lysates of HCV producer cells. We observed similar intra-
cellular apoE-E2 binding in wild-type and mutant viruses
(Figure 7D). Next, we determined the amount of apoE
incorporated into virions by using immunopurified E2F“A¢-
tagged viruses. We found that FLAG-tagged wild-type and
F447L mutant viruses contained similar levels of apoE
(Figure 7E). These data indicate that residue 447 alters the
conformation of the virion E2-apoE complex without
changing apoE content of the particles. Collectively, our data
indicate that both the level (Figures 1-3), as well as the
conformation (Figure 7) of virion apoE are relevant for the
evasion from nAbs.

Discussion

Here we present experimental evidence indicating that
apoE levels in HCV-producing cells determine HCV’s ca-
pacity to avoid the effect of nAbs through modifying
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incorporation of apoE into the viral particle. These results
were obtained using structural genes from 3 different viral
strains from genotypes 1a, 1b, and 2a, sera from multiple
patients as well as patient-derived purified IgG and mAbs,
indicating that utilization of the host factor apoE as a
mechanism to escape from nAbs is pan-genotypic. While the
utilization of apoE is consistently employed, it was most
prominently observed in both genotype 1 variants H77 and
VL, a clinically derived variant previously characterized as
effective at nAb escape, highlighting that apoE “shielding”
may be employed by the most difficult to neutralize vari-
ants. These differences of neutralization profiles between
H77 or VL:JFH1 and Jcl may be partially explained by a
more efficient depletion of apoE in VL:JFH1 compared to Jcl
as shown in Figure 3. Alternatively, these results may point
to genotype- or isolate-dependent differences in utilization
of apoE and neutralization escape. Finally, the differences
may be due to different cross-reactivity of the patient sera
used.

We further confirmed the role of apoE through
observing altered apoE:E2 ratios on purified virions after
silencing (Figure 3) and trans-complementing apoE
expression after knockdown, which rescued HCV’s capacity
to avoid inhibition of HCV entry by nAbs present in serum of
chronically infected patients (Figure 2A4). However, down-
regulation of apoE expression did not affect HCV-TRL as-
sociation (Figure 5), indicating that the apoE-mediated
mechanism of nAb escape is distinct from the previously
described role of TRL in escape.'”

Using an anti-apoE antibody that blocks extracellular
transmission, we did not detect a role of apoE in cell-to-cell
transmission of Jc1, VL:JFH1, as well as the 2 VL:JFH1 var-
iants (Supplementary Figure 6). This is consistent with the
report from Barretto et al.”* Engineering nonhepatic cells to
produce HCV through ectopic apoE expression can confer
cell-to-cell transmission capacity, albeit to a limited degree
relative to the levels observed in the current study.”* We
thus cannot exclude that epitopes not recognized by the
utilized anti-apoE antibody play a role in cell-to-cell trans-
mission or that this antibody may have limited access to the
virus during this process.

In variants that were selected during liver trans-
plantation, replacement of phenylalanine at E2 residue 447
appeared to alter the immunoprecipitation of virions by
anti-apoE antibodies (Figure 7B). Given the comparable
level of intracellular E2-apoE association (Figure 7D) and
apoE incorporation into virions (Figure 7E) of the wild-type
and the mutant, mutations of E2 residue 447 appear to
induce conformational changes in the E2-apoE complex
affecting the sensitivity to neutralization by both apoE- and
E2-specific nAbs (Figures 1, 2, and 7). Collectively our data
indicate that virion apoE levels (Figures 1-3) and confor-
mation (Figure 7) are relevant for the evasion from nAbs.

ApoE plays a key role in viral attachment to heparan
sulfate proteoglycans,””*” whereas subsequent steps of
viral entry require E2-SR-BI and E2-CD81 interactions
(reviewed in Zeisel et al.*®). Thus, dissociation of apoE and/
or alteration of the apoE-E2 complex might be required for
envelope-SR-BI and CD81 interactions occurring post

154

a
E
2
@
a

-3
s
=
=
2
-




ANV JISve

-y
g
&
=
g
3
A
=

RESULTATS DEUXIEME PARTIE

216 Fauvelle et al

binding. Supporting this model, our results demonstrate
that conformational human mAbs CBH-23 and HC-1, which
impair HCV entry by interfering with E2—CD81 interactions
and act at a post-binding step,® more effectively neutralize
apoE-depleted HCV.

HCV association with very-low-density lipoprotein dur-
ing viral production was hypothesized to block nAbs-
envelope glycoprotein binding and confer viral resistance
to nAbs. Our findings point to apoE shielding of E2 from
neutralization, independently from association with lipo-
proteins as measured by density distribution. This new role
of apoE is consistent with our previous observations
showing that nonhepatic cell lines lacking very-low-density
lipoprotein—producing components and engineered to ex-
press apoE can sustain the entire HCV life cycle and produce
viruses with buoyant density profiles similar to virus pro-
duced in hepatoma cells.*’

Collectively, we demonstrate that apart from lipoprotein
association, apoE mediates escape from nAbs. This finding
reveals a novel strategy contributing to HCV’s remarkable
capacity to establish chronic infection. According to the core
crystal structure of E2,°%?” residue 447 that appears to alter
the conformation of the E2-apoE complex resides on the
periphery of a nonstructured E2 region and thus, would be
an ideal candidate for association with exposed apoE re-
gions. This finding might be relevant for vaccine design and
we assume that immunogens that mimic epitopes at the E2/
apoE interface might help to achieve a broadly neutralizing
humoral immune response.

Supplementary Material

Note: To access the supplementary material accompanying
this article, visit the online version of Gastroenterology at
www.gastrojournal.org, and at http://dx.doi.org/10.1053/
j-gastro.2015.09.014.
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Supplementary Figure 1. Increased nAb sensitivity of apoE-
depleted HCV is not due to decreased virus quantity or the
ratio of infectious virions and nAbs. Huh7.5.1 cells were
electroporated with Luc-dc1 RNA alone, or co-electroporated
with either scrambled siRNA (siCtrl) or siRNA targeting apoE
mRNA (siApoE). Two experiments using different HCV viral
titers (high viral titer vs low viral titer) were performed to study
the impact of virus quantity on the sensitivity to patient
serum. Results of neutralization assay of HCV produced from
these cells using serum from a patient without HCV infection
(Ctrl) or indicated dilution of serum from a patient with ge-
notype 1 HCV infection was determined by quantification of
luciferase activity (log1g RLU). Means + SEM of both experi-
ments performed in triplicate are shown.
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Supplementary Figure 2. Adjustment of input virus titers of viruses produced from control and apoE-depleted cells confirms
association of virion apoE content and sensitivity to antibody-mediated neutralization. Huh7.5.1 cells were electroporated with
H77R2a (A-C) or Luc-Jc1 (D-F) RNA alone, or co-electroporated with either scrambled siRNA (siCtrl) or siRNA targeting apoE
mRNA (siApoE). (A, D). ApoE depletion in producer cells was confirmed 72 hours post electroporation by immunoblotting of
cell lysates; actin was detected as loading control (right panels). (B, E) Titers of viruses produced in supernatants of transfected
Huh7.5.1 cells (72 hours post electroporation) were determined by tissue culture infectious dose 50% (TCID5g) using infection
of naive Huh7.5.1 for 72 hours as described in the Materials and Methods. After quantification of viral titers, titers were
adjusted by dilution in cell culture medium. Titers of viruses from apoE-depleted cells served as the reference. Viral titers
before and after dilution are shown as TCIDsq of a representative titration analysis. (C, F) Neutralization experiments using
viruses with adjusted titers shown in (B, E) were performed using sera from 4 different HCV-infected patients (1, 2, 3 or 4) as
described in Figure 1. Means + SDs from one representative experiment performed in duplicate are shown. Results are
expressed as fold increase of neutralization relative to control serum.
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Supplementary Figure 3. Inhibition of viruses produced from
apoE-silenced producer cells by anti-apoE or anti-CD81 an-
tibodies. Huh7.5.1 cells were electroporated with VL:JFH1
alone, or co-electroporated with either scrambled siRNA
(siCtrl) or siRNA targeting apoE mRNA (siApoE). To assess
the role of CD81, cells were pretreated with 10 ug/mL anti-
CD81 antibody for 30 minutes before HCVcc infection of
Huh7.5.1 cells. To assess the role of apoE, HCVcc were
preincubated with 10 ug/mL anti-apoE antibody (1D7) for 1
hour before infection of Huh7.5.1 cells. Infection was deter-
mined by end-point dilution assay and expressed as per-
centage of infection relative to control antibodies. Means +
SEM from 4 independent experiments are shown. P < .05.
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Supplementary Figure 4. Silencing of apoE expression in
HCV producer cells has no effect on apoB expression and
vice versa. Huh7.5.1 cells were electroporated with Luc-Jc1
RNA alone, or co-electroporated with either scrambled
siRNA (siCtrl) or siRNA targeting either apoE mRNA (siApoE)
or apoB mRNA (siApoB). After 72 hours, apoB and apoE
expression was quantified using immunoblots of cell lysates
and anti-apoE and apoB specific antibodies; actin expression
was analyzed as control. A representative immunoblot is
shown.
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Supplementary Figure 5. Inmunoprecipitation of apoE using
anti-apoE antibodies 1D7, 3H1 and 6C5 in Huh7.5.1 cell ly-
sates. ApoE was immunoprecipitated from cell lysates as
described in Materials and Methods and apoE on immuno-
precipitated beads was subjected to immunoblot using anti-
apoE antibody (Abcam). Isotype IgG served as negative
control for immunoprecipitation. Two independent experi-
ments have been performed. A representative immunoblot is
shown.
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Supplementary Figure 6. Absent effect of anti-apoE anti-
body 1D7 on the cell-to-cell transmission of VL:JFH1 F447L
and F447A mutants. Interference of cell-to-cell transmission
of VL:JFH1 F447L and F447A by anti-apoE antibody 1D7,
nonspecific IgG as a negative control (Ctrl), or anti-CD81
antibody as a positive control was tested. For cell-to-cell
transmission, green fluorescent protein—expressing naive
target cells were co-cultured with cells containing HCV with
neutralizing antibody AP33. Histograms of cell-to-cell trans-
mission summarized from 2 independent experiments per-
formed in duplicate are shown. Values represent percentage
of cell-to-cell transmission relative to control. P < .05.
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I11. Discussion et perspectives

Dans cette étude, nous avons mis en évidence un nouveau réle d’apoE dans la
pathogenese du HCV. En effet, nous avons démontré qu’apoE contribue a 1’échappement

du HCV aux nAbs, en masquant les épitopes de la glycoprotéine d’enveloppe E2.

ApoE masque les épitopes ciblés par les nAbs en s’associant a E2

Nous avons démontré que le silencing d’apoE dans les cellules répliquant HCV induit la
formation de particules virales portant moins d’apoE a leur surface. Ces particules sont a la
fois beaucoup moins infectieuses et plus sensibles a la neutralisation par les nAbs que les
particules virales controles. Ce résultat a été observé pour toutes les souches virales
utilisées dans cette étude (1a, 1b, 2a), démontrant un mécanisme pangénotypique. De plus,
la déplétion d’apoE permet également d’obtenir un profil sensible aux nAbs pour le variant
VL, possédant une forte capacité d’échappement aux nAbs chez les patients infectés
(Schvoerer et al., 2007 ; Fafi-Kremer et al., 2010). Les épitopes ciblés par les nAbs sont
majoritairement situés dans les régions hypervariables HVR1 et HVR2 de la glycoprotéine
E2. Deux études récentes ont de plus démontré qu’apoE interagissait directement avec E2
(Boyer et al., 2014 ; Lee et al., 2014). Au vu de nos résultats, nous proposons qu’en
interagissant avec E2, apoE masque les épitopes ciblés par les nAbs. Une déplétion d’apoE
a la surface des particules virales restaure donc une sensibilité des virions aux nAbs.

Les régions HVR peuvent varier jusqu’a 80% entre les différents génotypes et sous-
types du HCV. Par conséquent, les nAbs ciblant ces régions n’ont que rarement une
activité neutralisante croisée (Von Hahn et al,, 2007 ; Prentoe et al., 2011 ; Vieyres et al.,
2011). Or, les particules virales produites au cours de cette étude possédant peu d’apoE a
leur surface, sont efficacement neutralisées par les nAbs issus de différents patients,
infectés par une méme souche virale, ou par une souche différente. Au vu de nos résultats,
il est probable que la déplétion d’apoE permette de démasquer des épitopes plus conservés
ciblés par les nAbs, comme par exemple les épitopes situés sur le domaine de liaison au
CD81 (Keck et al., 2008 ; Law et al., 2008). En accord avec ces études, nous avons
démontré que les anticorps CBH-23 et HC-1, ciblant I’interaction E2-CD81, neutralisent
plus efficacement les particules virales déplétées d’apoE que les particules virales
contrdles. Plusieurs études ont montré que les virus mutants délétés des régions HVR sont
beaucoup plus sensibles aux nAbs que les virus sauvages. Les régions HVR, comme leur

nom I’indique, sont trés variables et contribuent a I’échappement aux nAbs. Ces études
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suggerent donc que les régions HVR jouent un role de leurre pour le systéme immunitaire
en masquant les épitopes plus conservés qui seraient efficacement reconnus par les nAbs
(Forns et al., 2000 ; Mondelli et al., 2001 ; Prentoe et al., 2011). Cette observation a été
appuyée par une étude trés récente démontrant que les anticorps ciblant la région HVR1
d’E2 empéchaient la fixation de nAbs ciblant des régions plus conservées (Keck et al.,
2016). Au vu de ces travaux et de nos résultats, il est plus que probable que 1’association
entre apoE et E2 permette de masquer les régions conservées et au contraire, d’exposer les
régions HVR pour leurrer le systéme immunitaire. Cette hypothése est confortée par le fait
qu’au cours de I’entrée virale, un changement de conformation d’E2 est nécessaire apres la
liaison de SR-BI aux régions HVR1 d’E2 pour démasquer les sites de liaison au CD81, tres

conservés et sensibles aux nAbs (Scarselli et al., 2002 ; Dao et al., 2012).

Des résidus spécifiques de la glycoprotéine E2 du variant VL permet I’échappement
aux nAbs

En 2012, une étude réalisée dans notre laboratoire a démontré que le variant VL portait
des mutations de certains des résidus de la glycoprotéine E2, responsables de la forte
capacité d’échappement aux nAbs de ce variant. En effet, les résidus 447, 458 et 478 ont
¢été incriminés (Fofana et al., 2012). En accord avec le modéle proposé en 2010 par Krey et
al. et les données plus récentes sur la structure d’E2 (Krey et al., 2010 ; Kong et al., 2013 ;
Khan et al., 2014), ces résidus se trouvent a proximité des domaines de liaison connus au
CDS81 (Fofana et al, 2012). 1l a ét¢ démontré que la mutation de ces résidus affecte les
capacités de liaison d’E2 au CD8I1. Cette ¢tude a donc identifi¢ des mutations dans la
structure d’E2 issue du variant VL, qui permettent au virus d’échapper aux nAbs et
d’entrer plus efficacement dans les hépatocytes en modulant 1’utilisation du CD81.

Dans notre étude, nous avons réalisé des substitutions du résidu Phe447 de la
glycoprotéine E2 par une alanine ou une leucine. Nous avons observé que les variants VL
mutants sont moins sensibles a la neutralisation par des anticorps dirigés contre apoE que
les variants sauvages. De plus, nous avons observé que les quantités d’apoE et d’E2 étaient
comparables entre les variants mutants et sauvages. Au vu de ces résultats, nous proposons
que la mutation du résidu 447 induit un changement de conformation d’E2 et une moins
bonne association avec apoE a la surface de la particule virale. L association apoE-E2 est
donc dépendante du résidu 447. La forte capacité d’échappement aux nAbs du variant VL
peut donc s’expliquer par une meilleure association d’E2 avec apoE par rapport aux

variants non sélectionnés durant la TH. Tout comme pour I’utilisation du CD81, le variant
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VL s’est adapté a apoE pour améliorer sa dissémination dans les hépatocytes. Pour aller
plus loin dans cette étude, il serait intéressant de comparer 1’association d’apoE avec les
glycoprotéines E2 des variants sélectionnés par rapport aux variants non sélectionnés

durant la TH.

Adaptation du HCV aux facteurs de I’hote

Il a été démontré que les LVP ¢étaient considérablement enrichies en apoE par rapport
aux VLDL. En effet, alors que les VLDL ne contiennent qu’environ 5 a 7 molécules
d’apoE par particule, les LVP en contiennent prés de 300 (Tomiyasu et al., 2001 ; Merz et
al., 2011). Il est ainsi probable que le virus ait détourné les fonctions d’apoE au sein de la
lipoprotéine et se soit adapté a I’hote en limitant sa reconnaissance par le systéme
immunitaire. Un tel mécanisme a été décrit en 2013 pour un autre virus hépatotrope, le
HAV. Le HAV est un virus non enveloppé. Cependant, il semblerait que ce virus ait acquis
la capacité d’utiliser des composants membranaires de la cellule pour former ses propres
particules virales, afin d’échapper a la reconnaissance par les nAbs (Feng et al., 2013). La
coévolution de I’utilisation des facteurs de I’hdte comme le CD81 et apoE ainsi que
I’échappement aux nAbs a également permis au variant VL d’optimiser I’infection des
hépatocytes et de favoriser sa persistance. Ce mécanisme joue probablement un rdle

important dans 1I’échappement viral au systéme immunitaire cours de la TH.

Perspectives : implications pour les stratégies vaccinales et I'immunothérapie

La découverte des interactions apoE-E2 dans 1’échappement aux nAbs a des
implications majeures a la fois pour la compréhension de la pathogenése virale et pour le
développement d’immunothérapies et de stratégies vaccinales futures. En effet, le
développement de plusieurs vaccins repose sur la production efficace de nAbs. Deux
publications récentes ont démontré que I'immunisation d’animaux par des
pseudoparticules portant les glycoprotéines du HCV a leur surface ou des HCVcc
inactivées permet une forte production de nAbs chez la souris et le macaque. Les nAbs
issus de ces animaux permettent une neutralisation croisée de plusieurs génotypes viraux in
vitro (Garrone et al, 2011 ; Akazawa et al, 2013). Cependant, la conformation des
glycoprotéines présentes a la surface des pseudoparticules ou des HCVce peut s’avérer
différente de celles observée pour les LVP produites dans 1’organisme, due d’une part, a
I’absence d’association aux lipoprotéines pour les pseudoparticules, et d’autre part, a

’association a des particules VLDL-like en culture cellulaire pour les HCVcc (Ball et al,
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2014). L’efficacité des nAbs, issus de I’immunisation par les HCVpp ou HCVcc, a
neutraliser des LVP in vivo doit encore étre évaluée.

L’immunisation par les glycoprotéines El et E2 a également été envisagée comme une
stratégie vaccinale intéressante pour induire la production de nAbs. En effet, il a été
démontré que la vaccination de volontaires sains par E1 et E2 permettait la production de
nAbs (Law et al., 2013). Cependant, I’efficacité de ces nAbs a été testée in vitro sur des
virus produits en culture cellulaire. Leur capacité a prévenir une infection par HCV in vivo
doit encore étre évaluée. De plus, la production de glycoprotéines correctement repliées in
vitro s’avere difficile et nécessite plusieurs protéines chaperonnes (Khan et al., 2015). Les
glycoprotéines doivent également subir plusieurs maturations et glycosylations pour étre
fonctionnelles. Par conséquent, la structure des protéines exprimées en contexte non viral
sont différentes des glycoprotéines retrouvées a la surface des LVP naturelles (Cocquerel
et al., 2002 ; Voisset et Dubuisson, 2004).

Pour le développement d’un vaccin efficace, il faudrait donc tenir compte des
interactions entre les glycoprotéines virales et les composants des LVP. Notre étude a
permis une meilleure compréhension de ces interactions en démontrant I’importance des
interactions entre apoE et E2 dans I’échappement aux nAbs. Il serait donc intéressant
d’approfondir nos connaissances sur les interactions entre apoE et E2 au sein de la LVP
pour le développement d’une nouvelle stratégie vaccinale. En effet, il serait intéressant de
développer des peptides dérivés d’E2 couvrant les zones d’interactions avec apoE.
L’ immunisation d’animaux avec ces peptides permettrait d’obtenir des anticorps capables
de reconnaitre I’interaction E2-apoE dans la LVP. De plus, comme 1’association d’E2 avec
apoE semble conservée parmi les génotypes et sous-types viraux, ces anticorps pourraient
avoir une activit¢ neutralisante croisée. Enfin, plusieurs études ont démontré que
I’administration passive d’anticorps polyclonaux ou de nAbs dirigés contre HCV prévenait
I’infection par HCV dans un modéle murin (Law et al., 2008 ; Meuleman et al., 2011).
L’utilisation de nAbs peut donc s’avérer utile lors de la TH. Ainsi, les peptides dérivés
d’E2 pourraient étre utilisés pour produire des nAbs a grande échelle afin de traiter les
patients subissant une TH pour éviter la réinfection du greffon.

Pour conclure, nous avons mis en évidence un nouveau rdéle d’apoE dans
I’échappement du HCV au nAbs. Cette découverte et la caractérisation des interactions
entre apoE et le virus au sein de la LVP pourraient, a long terme, permettre 1’élaboration

de nouvelles stratégies vaccinales.
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CONCLUSION GENERALE

ApoE : Docteur Jekyll ou Mister Hyde ?

En conclusion, mon travail de thése a permis d’élargir les connaissances sur le role

d’apoE, au cours du cycle viral, du métabolisme lipidique et de la pathogenése du HCV.

Dans notre premicre étude, nous avons pu mettre en évidence que 1’apoE libre inhibe la
réplication virale grace a son role régulateur du métabolisme lipidique. En effet, nous
avons démontré qu’apoE libre extracellulaire induit un efflux de cholestérol ABCGI-
dépendant afin de promouvoir la synthése d’HDL, diminuant ainsi la quantit¢ de

cholestérol intracellulaire disponible pour la réplication virale.

Dans une seconde ¢étude, nous avons mis en évidence qu’en plus d’étre impliquée dans
I’infection des hépatocytes et la production de particules virales infectieuses, apoE
participait a I’échappement du virus au systéme immunitaire en masquant les épitopes de la

glycoprotéine E2 reconnus par les nAbs.

Ces deux études montrent que les deux formes de la protéine, liée et libre possédent des
roles opposés au sein du cycle viral du HCV. D’une part, I’apoE libre extracellulaire
(Docteur Jekyll) controdle la réplication du virus et peut éviter sa dissémination. Cependant,
les propriétés de la forme libre pourraient étre détournée par le virus pour favoriser la
chronicité de I’infection (Mister Hyde). D’autre part, les propriétés physiologiques d’apoE
liée aux lipoprotéines (Docteur Jekyll) ont été mises a profit par le virus pour favoriser sa
dissémination. En effet, ’apoE associée a la LVP (Mister Hyde) promeut le cycle viral et
la pathogenese. Ces études permettent de clore un nouveau chapitre sur la compréhension
des relations entre HCV et sa cellule hote, démontrant le détournement astucicux des
facteurs cellulaires par le virus. Ces travaux contribueront peut étre a [’avenir a

1’¢laboration de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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RNA interference (RNAi)-based gene therapies emerged recently as promising tools to treat viral chronic infection. In

this study, we tested a nanovector-based approach for siRNA delivery in human hepatic cells. We designed an original

composite nanoparticle by coating calcium phosphate core with two different siRNAs and pyridine- polyethyleneimine

(nPEIl). As a proof-of-concept, we tested these nanoparticles on a hepatitis C virus (HCV) chronic infection model. Using

combinations of different siRNAs, we observed an efficient and prolonged reduction of HCV replication in hepatic cells.

Moreover, we show that the layer-by-layer technique of coating applied triggers a sequential release of the siRNAs that

acts on different steps of the HCV life cycle. Together, our results demonstrate the efficacy of these nanoparticles for

siRNA delivery and open new perspectives for antiviral therapy.

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is a major cause of chronic
hepatitis worldwide. While recently clinically licensed direct-
acting antivirals are expected to cure the large majority of
infected patients, some challenges remain for difficult-to-treat
patient subgroups. RNA (RNAi)-based gene
therapies, using siRNA or shRNA, had recently emerged as a
promising tool to treat chronic viral infection™™>. However,
considering the high mutation rates and the number of
genotypes and sub-genotypes of RNA viruses such as hepatitis
C virus (HCV), targeting viral sequences remains challenging.
The recent development of host targeting antivirals (HTA),
factors required for propagation
interesting alternative to overcome viral

interference

targeting host viral

constitutes an
mutation, viral resistance to treatment and chronicity4.
Delivery of HTAs using nanoparticle technology constitutes
thus an innovative and challenging development that deserves
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to be addressed.

From a biomaterial point of view, the advantage of (RNAi)-
based gene therapy is that it allows modification of the siRNA
sequence and consequently a huge diversity of the targets,
without modifying the overall chemistry of the molecule. This
results in a very versatile molecule targeting different
intracellular pathways for which delivery strategy remains
unchanged >® Previous studies on the use of siRNA have put
emphasis on several advantages when working with such
molecules. Firstly, using cocktails of different siRNA targeting
the same gene allows to increase the siRNA concentration
without reaching the threshold of off target effects”®.
Secondly, in antiviral therapy, it helps to treat multiple viral
strains and sub-types. Chandra et al. show, in a model of HCV,
that repeated treatments with two siRNA were better than
single siRNA treatment at minimizing the development of
rapid
replicationg’lo. Targeting various molecules is of paramount

escape mutants, resulting in a inhibition of viral
importance in helping control the different phases of viral
infection, . Finally,

from viral re-infection™.
previous studies have demonstrated that, in contrast to siRNA

entry to cell
technology, the overexpression of exogenously introduced
shRNA competes with endogenous miRNA and thus leads to
saturation of the endogenous miRNA pathway, resulting in
serious toxicity in mouse liver and, in some instances, death®.
Taking into account all these informations help to determine
specifications for future nanovectors that could be used for

J. Name., 202%)20, 1-3 |1
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various applications requiring delivery of multiple siRNA in a
controlled manner.

Several attempts have been made using different approaches
of vector formulation. Studies have been done on siRNA
modification as well as on nanovector formulation. Tripodal
RNA has been used in complexation with PolyEthylene Imine-
Galactose (PEI-Gal), to target asialoglycoprtotein receptor on
hepatocytes, with three different siRNA targeting
apolipoprotein B (ApoB)B. They showed that using tripodal
siRNA leads to double mRNA silencing efficacy (65% drop of
ApoB mRNA quantity) comparing to the use of single siRNA (33
% drop of ApoB mRNA quantity) in the mouse liver after a
single intravenous injection. Subsequently they record, at 48h
post injection, a diminution in LDL serum concentration.
Coating the surface of nanoparticles by alternative adsorption
of polycations and siRNA was also a successful strategy to
obtain a sustained release with prolonged action™.

We previously developed a composite nanoparticle model
based on the same approach. Calcium phosphate
nanoparticles were successfully coated with siRNA and PEI-
Tyrosine by alternative adsorption, showing a high gene
silencing efficacy in vitro and in vivo on a murine model of
xenograft tumour > Here, we tested similar composite
nanoparticles coated with siRNA and pyridylthiourea-grafted
polyethylenimine (PEl), in a chronic HCV infection model. The
decision to change the stabilizing polymer was led by the lower
toxicity of TPElI compared to PEI-Tyr although similar results in

,17

siRNA complexation16 Using host and viral targets, we
demonstrate a long-term efficient reduction of HCV replication
(over 10 days). Moreover, we demonstrate that the layer-by-
layer technique of coating proposed here causes a delayed
delivery of the different siRNA. Altogether, these results pave
the way to a more comprehensive use of such nanodevices in

antiviral therapy.

Results and discussion
Particle formulation and characterization

The particle formulation (CPNp(rtPEI/siRNA),s) has been done
as previously described, using a technique of alternate
deposition of ©PEIl and siRNA directly after calcium phosphate
particles (CPNp) precipitationls. The morphology of the core
particles is the same before and after coating (figure S1). The
average hydrodynamic diameter after coating is 83 + 1 nm
(Figure S1). The diameter of the particles remains stable over
time for at least 8 days in an acetate buffer (Figure S2).
Moreover, there is no detectable siRNA release when the
particles are incubated in water or in complete serum (Figure
S3). Altogether, these results demonstrate that the particles
remain stable over time. It has been determined that there is
no difference in encapsulation ratio between our previous
formulation using PEI-Tyr and the current formulation using
TPEI *°,

2| J. Name., 2012, 00, 1-3

In vitro particle internalisation

Particle internalisation is of paramount importance for the delivery
and efficacy of siRNA. The overall charge of nPEI causes non-specific
interactions with the cytoplasmic membrane and promotes non-
specific internalisation. Moreover, the presence of tertiary amines
in the polymer structure helps overcome particle endocytosis by
the so-called proton sponge effect. It leads to an osmotic choc in
endolysosome vesicles triggering the release of the particles in the
cytoplasm where gene silencing takes place. Although there is no
doubt that the particles are internalised, their intracellular
localisation and fate are unclear. To address this question, we used
TEM and confocal laser scan microscopy imaging (CLSM). Huh7.5.1
human hepatoma cells were maintained in presence of

nanoparticles for 4h. After thorough washing to discard all non-

L .L.--."’v b - %ﬁﬁéﬁ s at’ i &
Figure 1: TEM micrograph of Huh7.5.1 cell after 24h (upper panels) or 48 h (lower
panels) incubation with CPNp(rtPEI/siRNA); 5.

siGLO green Core - red Composite

o

siGLO green Core - red

Figure 2: CLSM images of Huh7.5.1 cells after incubation with CPNp(pPEI/siRNA), s
showing the localisation of Calcium phosphate core particle (red) and siRNA (green).
Images were taken at 63X magnification.

This journal is © The Royal Society omgnistry 20xx
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internalised particles, cells were grown for an additional 24 or 48h.
TEM imaging of cells, 24h and 48h after particle endocytosis, shows
that the particles are evenly distributed in the cytoplasm mainly as
aggregates (fig 1). As expected, the particles were neither included
in vesicles nor associated to membrane. The calcium phosphate
core is the only part of the particles that can be visualised by TEM.
In order to follow the presence of siRNA, confocal laser scanning
microscopy (CLSM) experiments were performed on Huh7.5.1 cells
after incubation with nanoparticles containing alizarine complexone
in the calcium phosphate core, and FITC labelled siRNA coating. As
shown in Figure 2, the core of the particles (red) as well as the
siRNA (green) are evenly distributed in the cell cytoplasm, partially
co-localised, and can be visualised for at least 7 days. This
demonstrates that the siRNA coating of the particle is not released
in the cell at once, since fluorescent-labelled siRNA is observed co-
localized with the core particle until 7 days post-administration.
However, as of now, it is not known if the siRNA complexed with
nPEl is still available and/or released over a long period of time.

SiRNA delivery and particle toxicity

Intracellular siRNA delivery by composite nanoparticles has been
evaluated by quantitative RT-PCR. As shown in Figure 3, a major
release of siRNA is detected the first two days after particle
internalisation by cells, followed by a decrease of the siRNA
concentration detected. SiRNA delivery by our particle is related to
a burst release following particle entry. When cells are incubated
with 200 ng of siRNA none is detected after three days. However by
increasing the siRNA concentration to 400 ng about the fourth of
siRNA is still detected. Taking into account that this method only
detects released siRNA, not siRNA complexed with wPEl, and that
siRNA release mechanism should be related to the acidification
process in the endolysosome, remaining siRNA detected could be
related to the non-complete destruction of siRNA release in first
instance. Increasing particle concentration could lead to increasing
the time gene silencing could take place. However, this result has to
be place in parallel with the results obtained by CLSM. In these
experiments, du to CLSM resolution, we can detect only FITC
labelled siRNA that is still complexed with ©PEl on the calcium
phosphate nanoparticles. Even particle aggregates are more easily
detected instead of isolate ones (Fig.2). Increasing particle
concentration is so for limited by this aspect as particle or polymer
complexes stuck into cell could have some toxicity. The toxicity of
the particles was assessed via prestoblue® tests. The results are
presented in function of the quantity and the sequence targeted by
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Figure 5: Intracellular siRNA quantification in Huh7.5.1 after 24h incubation
with 400ng CPNp(mtPEl/siLuc),s (black diamonds), 200ng CPNp(rtPEI/siLuc), s
(open diamonds) and 400ng CPNp(mPEl/siGenl),s (triangles), siGenl is a
non targeting control siRNA. Quantification was performed by qRT-PCR
using TagMan® Small RNA assays (Life Technologies).

the siRNA in figure 3. No toxicity was ever detected at any
concentration tested neither siRNA target. Toxicity in such
composite nanoparticle can be driven either by the nPEl itself or by
the siRNA. By testing the toxicity of nPEl alone at the highest
concentration use afterward, we demonstrate that it is innocuous.
We did test in parallel different siRNA to evaluate how a potential
off target effect could lead to some cytotoxicity. Indeed, one side
effect of gene silencing technology is non-specific interactions
between siRNA and non-targeted mRNA. This effect is directly
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Figure 3: Quantification of Huh7.5.1 cell viability using a PrestoBlue test after 24h
incubation at various concentrations of CPNp(rtPEI/siRNA), s comparing various siRNA :
siCD81 (grey diamond), siRackl (black square) and siapoE (white triangle)

correlated to the sequence and the intracellular concentration of
the siRNA. As the consequences of the off-target effect are
unpredictable, toxicity can be observed at high doses. Fortunately,
this problem can easily be overcome by the use of a mix of siRNA
targeting the same gene but with different sequences and at lower
doses. With the different siRNA we used in our study, no toxicity
was recorded over the time period and the concentrations tested.

Effect of composite nanoparticles on chronic HCV infection in
human hepatoma cells

Efficacy of the nanoparticles was tested in vitro using cell culture-
derived HCV particles (HCVcc). Huh7.5.1 replicating since several
days HCV were used to mimic a chronic HCV infection in vitro. Three
siRNA targeting different molecules were used: one targeting the
HCV viral RNA and two targeting host proteins involved in cellular
entry or translation/replication steps of the virus life cycle. SIHCV
targets the viral RNA IRES sequence, leading to direct destruction of
the viral RNA. SiCD81 targets a major actor of viral entry and
therefore is an important target to limit the reinfection process
1819 1819 giRACK1 targets RACK1 that has recently been proven to
play a critical role in viral translation and replication, and is
therefore highlighted as a major target for antiviral therapy 2 First,
we assessed nanoparticle efficacy in our model using particles
coated with a single siRNA (figure S4). We used the chimeric virus
Luc-Jc1 that carries the firefly luciferase reporter gene, as a marker
of viral inhibition. This allows to easily detect viral replication, as
luciferase expression is proportional to viral replication 18
Transfection of cells with nanoparticles lead to a decrease in HCV
replication in a dose dependant manner at three days after
transfection regardless of the molecule targeted. siHCV and siRackl

J. Name., 2%16,490, 1-3 |3
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were the most effident, with a decrease of up to 95% (+1.2%) and
89% (47.7%) of viral replication respectively, at the highest siRNA
concentration (650ng). Higher doses of partides were not tested as
they have been shown to be toxic. In all conditions tested, the
highest concentrations were equivalent in efficacy to a transfection
with a commerdal transfection reagent (Dharmafect) used as a
positive control. More interestingdy, the use of nPEl alone as a
delivery platform turned out to be less effective as the
nanopartides. The presence of the caldum phosphate structure
increases the inhibition of HCV replication. Smilar observations
have already been made by Sokolova et al. and our results are in
acoordance with those 2. Indeed, they show that complexation of
polyethyleneimine with caldum phosphate partide increase siRNA
delivery.

As combining siBNA has been proven to be an interesting way to
increase the efficacy of gene silencing methods during antiviral
treatment of infected cells, we prepared nanoparticles coated with
a suspension containing two different siRNA instead of a single one.
We assodated siRACK! with either siCD81 and recorded an
increased efficacy, espedally at lower doses (Figure 5). Moreover,
using this siRNA combination allows us to target two independent
steps of the HCV lifecyde (respectively viral transation and viral
reinfection and entry™). For a final quantity of 130 ng of SIRNA, the
luciferase signal decreases up to 67% (£18.7%) for siCD81/RACK1
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mixture, instead of only 42% (+8.5%) with sIRACK1 alone and 10%
(+17,1%) with siCD81 alone. OLSM experiments suggested that
some siRNA could be trapped on the partide. To understand if
alternate layering changes the SIRNA release sequence, we
modified partide coating by alternative deposition of both siRNA,
instead of using a mixture of siRNA. We formulated partides coated
with five different combinations of siRNA, all containing sSiRACK1:

QoNP(rPE/siRack1/nPE/siCD81/nPHE),
QoNP(rPE /siCD81/nPHI/siRack1/nPHE),
OoNP(rPEl/siRack1/mPEl/SICTRL/nPE),
OoNP(rPE/siICTRL/nPEl/siRack1/nPE),
QoNP(rPE /siRack1siCD81/nPEl/siRack1siCD81/nPHE). All five types
of partides were tested as previously. Huh7.5.1 HCV replicating
cells were transfected with the partides at various concentrations.
Two main parameters were recorded at 3, 6 and 10 days after
transfection: Luciferase activity as marker of HCV replication
(Fig.bA, 5C, 5E) and RACK! expression by Western blot analysis
(Figure 5B, 5D, 5F).

As observed previously, with a mixture of two siRNA, a decrease of
80% (42.1%) (D3), 89% (#4.6%) (D6) and 90% (33.7%) (D10) of HCV
replication is observed at the highest siRNA concentration (650ng)
(Fig.bA). For the lowest siRNA concentration (130ng), the sequential
ocoated particles present higher inhibition effidency than the
mixture-coated partides (compare Fig.5A and Fig.5E), meaning that
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Figure 6: Effect of composite nanopartides on HCOV infection in Huh7.5.1 cells: HCV replicating cells were propagated in complete medium supplemented
with 1% DMS0 and transfected with various types of partides coated by alternate deposition of siCD81, siRackl or a non-targeting CTRL. Different
combinations of siRNA were tested: siCD81/siRack1 or siRack1/siCD81 (A), siCTRL/siRack! or siRack1/siCTRL (C) and siCD81siRack1/siCD81siRack (B).
Partides were transfected to obtain 650; 390 or 130 ng of siRNA (final quantity). For each experiment, a control transfection was performed using
Lipofectamine RNAIMax transfection protocol, purchased from Life Technologies™ (Carlsbad, CA, USA). Viral replication was assessed at 3, 6 and 10 days
post-transfection by measuring ludiferase activity. Results are presented as percentage of ludiferase activity relative to non-transfected HCV replicatingyy
cells (Mock = 100%). Means £3D from three independent experiments performed in triplicate are shown. In parallel, silending efficacy was assessed by
Western blot analysis on Rack1 protein (B, D and F). Relative quantifications (Image Jsoftware) are expressed as a ratio apoE/actin (fold).



ANNEXE N°1

sequential coating presents a functional advantage.

Interestingly, a decrease of RACK1 protein expression was observed
by Western blot for all types of particles. The silencing is maintained
up to 10 days after transfection with the two highest
concentrations. These results suggest a constant release of siRNA
over time. However, the sequence of the coating is important. By
comparing RACK1 Western blot profiles, we observe a difference in
RACK1 silencing between CpNP(mPEI/siRACK1/mPEI/siCD81/mPEI)
and CpNP(rmPEI/siCD81/mPEI/siRACK1/mPEl). When siRACK1 is at
the surface of the particle, we observe a decrease of RACK1 three
days after transfection for all concentrations, followed by a relapse
from day 6, whereas when siRACK1 is close to the core of the
particle, we observe a significant decrease of RACK1 expression up
to day 10. This is particularly obvious at the intermediate
concentration of 390 ng (compare siCD81/siRACK1 and
siRACK1/siCD81 in Fig.5B). Such results seem to indirectly prove
that the coating process is important to adjust siRNA delivery, and
were confirmed with an other set of experiment using siRACK1 and
siCTRL (compare siCTRL/siRACK1 and siRACK1/siCTRL in Fig.5D). This
observation indicates that siRNA concentration might be decreased
in such type of therapy by adapting the protocols. Biological
relevance of this observation was further assessed by following HCV
infection in the same experimental setting. Interestingly, the
activity profiles of CpNP(mPEI/siRACK1/mPEIl/siCD81/mPEI) and
CpNP(mPEI/siRACK1siCD81/m PEI/siRACK1siCD81/mPEI) over time
are quite CpNP(mPEI/siCD81/m PEl/siRackl/m PEI)
nanoparticles, however, show lower efficiency to reduce HCV
infection.

similar.

Experimental
Cell line

Human Huh7.5.1 cells were propagated in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium supplemented with 10% of decomplemented fetal
bovine serum, gentamycine (50ug/mL) and non-essential amino
acids.

RNA interference assays.

Specific siRNA targeting CD81 (siCD81, L-017257-00) and non-
targeting control siRNA (siCTRL, D-001810-10-05) were
purchased from Dharmacon Inc (Chicago, Il, USA). Specific
siRNA targeting CLDN1, siCLDN804, is a mix of 3 siRNA (5’-
UGAAGUGUAUGAAGUGCUU-3’; 5’-
CACCAAGGCCCUAUCCAAA-3’; 5-UAACAUUAGGACCUUAGAA-
3’). siRNA targeting HCV IRES sequence (siHCV331) was
designed by Yokota et al (5'-GGUCUCGUAGACCGUGCACTT-3").
Specific siRNA targeting Rackl (GNB2L1 silencer select, Cat#
4392421, ID: Life
technologies™ (Carlsbad, CA, USA). Target gene expression

was verified by Western blot analysis as described previously
22

s20340) was purchased from Ambion,

Antibodies.

Mouse monoclonal anti-Bactin (ab1906) was obtained from
Abcam (Paris, France). Mouse monoclonal anti-core (MA1-080)
Scientific

antibody was obtained from ThermoFisher

(Waltham, MA, USA). Mouse monoclonal anti-RACK1 (sc-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

17754) was obtained from Santa Cruz Biotechnology Inc (Santa
Cruz, CA 95060, USA). Secondary antibody anti-mouse IgG
(NXA931) coupled with HRP was obtained from Amersham, GE
Healthcare

HCV production and infectivity.

Plasmid pFK-Luc-Jcl (Luc-Jcl) construct has been previously
described %%, Luc-Jc1 HCV RNA was obtained following T7 in
vitro transcription of plasmid pFK-Luc-JC1. Luc-Jc1 is a chimeric
HCV genome, which consists of J6CF structural proteins
segment and JFH1 (Japanese fulminant hepatitis 1) non-
structural proteins segment, and carrying the firefly-luciferase
reporter gene.

To obtain HCV replicating cells, Huh7.5.1 cells
electroporated with viral Luc-Jcl virus RNA as described
previously Three days post-electroporation, Luc-Jcl
replication was assessed in cell lysates using luciferase activity,
as previously described -,

were

Preparation of calcium phosphate nanoparticles.

CPnps were prepared by a wet chemical process using calcium
acetate ((CH3COO),Ca) (AR Aldrich) and sodium di-hydrogen
phosphate (NaH,PO4) (AR, Aldrich). For the precipitation process, 50
mL of NaH,P0O, solution at 2 mM, heated at 60,2°C, were added
dropwise, at a rate of 2.5 mL min 1, to 60 mL of (CH;COO0),Ca (2
mM) and the pH was adjusted to 5.15 by adding sodium acetate 5
mM/acetic acid, heated at 60 + 2 °C under constant stirring. After
precipitation the CPnp suspension was cooled down to 4 °C for
conservation until use.

siRNA and nPEI multilayer coating on nanoparticles.

CPnps were coated by alternated depositions of siRNA and
pPElleading to a polyelectrolyte multilayer (nPEI/siRNA),s. The
CPnp suspension was kept at 4 + 2 °C during the coating process.
Before coating, the pH of the CP nanoparticle suspension was
adjusted to 5.15. Under constant stirring, 11 mL of ©PEI (10 mM N)
per 1 mL of suspension was added. CPnps were incubated for 1 h in
the presence of PEl. Then 1.3 mg of siRNA (1 mg.mL’l) per mL of
CPnp suspension (0.02% p/v) was added. CPnps were incubated for
1 hin the presence of siRNA. These steps were repeated 2 times to
obtain a typical (mPEIY/siRNA),s coating at the surface of the
nanoparticles. After completion of the coating,
CPnp(mPEIY/siRNA), s were kept at 4 °C until use.

DLS and zeta potential measurements.

The apparent size and surface charges of the various coated
nanoparticles were determined via dynamic light scattering (DLS)
measurements using a NanoZS apparatus (Malvern instruments,
Paris, France) with the following specifications: sampling time 90 s;
refractive index of the medium 1.3402; refractive index of particles
1.47; medium viscosity 1.145 cP and temperature 25 °C. Data were
analyzed using the multimodal
included with the instrument.

number distribution software
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Electron microscopy

Huh7.5.1, seeded at 1.10° cells per cm on glass coverslips (14mm
diameter) 12 h prior the experiment, were incubated with
CPnp(nPEI/siRNA),s at a concentration of 400 ng per well. At
various time, cells were fixed in 2% PFA-2% glutaraldehyde in 50
mM cacodylate buffer at pH 7.4 for 2 h. Cells were fixed in 1%
osmium tetroxide in 125 mM cacodylate for 30 min. Samples were
dehydrated in solutions with gradually increasing concentration of
ethanol content (50, 70, 95, and 100% three times) for 15 min each.
Cells were included in epoxy resin (48.2% epon 812, 34% anhydride
nadic methyl, 16.4% anhydride [2-dodecenyl] succinic, and 1.5%
2,4,6-tris dimethylaminoethyl] phenol) for 48 h at 60° C. After resin
polymerization, in order to be able to cut them, a heat shock was
first performed to remove glass coverslips. To obtain sagittal
sections of cells, the cutting surface was reoriented with preparing
small block using circular saw (Bronwill Scientific, USA) and sticks
them on new ones. Ultra-thin cross sections (100 nm) were
performed using an automatic ultramicrotome (Ultracut-E
Ultramicrotome, Reichert Jung, USA). Sections were stained by 5%
uranyl acetate for 20 min and 4% lead citrate. The specimens were
observed with a transmission electron microscope EM208 (FEI
Compagny, Philips, Netherlands) operating with an accelerating
voltage of 70 kV. Images were captured on argentic SO163 Kodak
films.

Confocal laser scanning microscopy

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) observations were
carried out with a Zeiss LSM 510 microscope using a 63x (Zeiss
Achroplan) objective and with 0.4 um z-section intervals. FITC
fluorescence was detected after excitation at A = 488 nm with a cut-
off dichroic mirror of 488 nm and an emission band-pass filter of
505-530 nm (green emission). Alizarin complexone fluorescence
was detected after excitation at A = 543 nm, dichroic mirror of 543
nm, and an emission long pass filter of 585 nm (red emission).

Nanoparticles transfection

e  HCV replicating cells transfection
Huh7.5.1 chronically replicating HCV were propagated in
complete medium. CPnp were diluted in fresh medium to
obtain 650 ng, 520 ng, 390 ng, 260 ng and 130 ng of siRNA
(final quantity) and added to the HCV replicating cells. Cells
were lysed 3 days later and viral infection was assessed by
measuring luciferase activity. For each experiment,
transfection controls were performed using a mix of 12 nmol
of nPEl polymer and 650 ng of siRNA (nPEl) and by transfecting
cells with the different siRNA with a commercially available
transfection

Dharmacon Inc.).

reagent (DF = Dharmafect, purchased from

e  Kinetic
HCV replicating Huh7.5.1 cells were propagated in complete
medium supplemented with 1% of DMSO to decrease cell
proliferation. CPnp were diluted in medium plus DMSO to
obtain 650 ng, 390 ng or 130 ng of siRNA (final quantity) and
added to the HCV replicating cells. Cells were lysed at 3, 6 or

6 | J. Name., 2012, 00, 1-3

10 days after CPnp transfection to measure HCV replication by
luciferase assay.

For each experiment, a negative control was performed using
12 nmol of pPEl polymer added in the culture medium of
Huh7.5.1 cells and a control of transfection was performed by
transfecting siRNAs with a commercially available transfection
reagent (Lipofectamine, purchased from Life Technologies™
(Carlsbad, CA, USA).

Cell viability assay

CPnp toxicity was assessed using PrestoBlue® Cell Viability
Reagent purchased from Life Technologies™ (Carlsbad, CA,
USA), according to manufacturer’s instructions. Briefly,
PrestoBlue® reagent was added volume-to-volume in cell
culture medium of transfected or control Huh7.5.1. After 1h at
37°C,
(reference wavelength) using a microplate reader (Mithras LB
940, Berthold Technologies).

absorbance was measured at 570 nm and 600nm

Statistics

Data sets were analyzed using the Mann-Whitney test. p <
0.05 and 0.01 were considered statistically
Significant p values are indicated by asterisks in the individual
figures: * = p < 0.05; ** =< 0.01.

significant.

Conclusions

Our composite nanoparticles made by alternate deposition of
siRNA and mPEIl proved to be efficient in controlling HCV
replication with up to 90 % reduction over 10 days. Efficacy is
directly related both to the type of siRNA, therefore the
intracellular pathway targeted, and more interestingly the
design of the deposition. Here we show that the use of calcium
phosphate particles improve transfection efficacy of =PEI and
we confirm the works previously done by other teams using
PEI. It thus pave the way to a better understanding of PEI
transfection that is still believe to be the best candidate for
synthetic transfection in the frame of therapeutic approaches.
Moreover the results presented here show that sequential
siRNA deposition leads to sequential release. Then, aside the
use in antiviral therapy, this type of particle could be useful for
screening of various pathways in the viral cycle in a time
dependant assay to decipher potent targets for future HCV, or
other chronic viral infection (i.e. Hepatitis B), as well as cell
circuits leading to cancer.
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Abstract: Chronic hepatitis C virus (HCV) infection is a major cause of liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (HCC) which are leading indications of liver transplantation (LT). To date,
there is no vaccine to prevent HCV infection and LT is invariably followed by infection of the
liver graft. Within the past years, direct-acting antivirals (DAAs) have had a major impact on
the management of chronic hepatitis C, which has become a curable disease in the majority of
DAA-treated patients. In contrast to DAAs that target viral proteins, host-targeting agents (HTAs)
interfere with cellular factors involved in the viral life cycle. By acting through a complementary
mechanism of action and by exhibiting a generally higher barrier to resistance, HTAs offer a
prospective option to prevent and treat viral resistance. Indeed, given their complementary
mechanism of action, HTAs and DAAs can act in a synergistic manner to reduce viral loads. This
review summarizes the different classes of HTAs against HCV infection that are in preclinical or
clinical development and highlights their potential to prevent HCV infection, e.g., following LT, and
to tailor combination treatments to cure chronic HCV infection.

Keywords: hepatitis C virus; host-targeting agent; direct-acting antiviral; viral resistance

1. Introduction

Hepatitis C virus (HCV) is a hepatotropic enveloped RNA virus of the Flaviviridae family.
It is a highly variable virus that has been classified into six major genotypes [1]. Approximately
170 million individuals worldwide are infected by HCV. Chronically HCV-infected individuals are
at risk for developing cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) which are major indications
for liver transplantation (LT). There is no vaccine to prevent HCV infection and, until recently,
antiviral therapy (based on pegylated (PEG) interferon (IFN) alpha and ribavirin) only enabled a
cure for less than half of the patients, with strong differences in treatment outcome depending on
the genotype. Within the past years, with the sequential approval of novel antivirals specifically
targeting viral proteins (direct-acting antivirals (DAAs)), chronic hepatitis C has become a curable
disease in the majority of treated patients and the most recent DAAs act in a pan-genotypic manner
(reviewed in [2]). Several novel antivirals are in late-stage clinical development and will further
broaden the therapeutic arsenal against HCV and enable the tailoring of combination treatments for
distinct patient groups.

Antivirals can be classified into two distinct categories depending on whether they target viral
proteins, i.e., DAAs, or interfere with cellular factors involved in viral infection, i.e., host-targeting
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agents (HTAs). For many years, HCV-host interactions have remained largely elusive due to the
lack of robust model systems, and anti-HCV drug development has paralleled discoveries about the
molecular mechanisms of viral replication. Indeed, the establishment of increasingly sophisticated
model systems to study HCV infection (reviewed in [3-5]) has enabled researchers to characterize the
molecular mechanisms underlying the HCV life cycle in great detail (reviewed in [6-9]) and to design
a wide variety of antivirals targeting various steps of the viral replication cycle (reviewed in [8,10]).
While several HTAs had been developed to characterize the HCV replication cycle and corroborate
the importance of defined host factors for distinct steps of viral infection, others have been uncovered
through functional screening approaches aimed at repurposing existing small molecules/approved
drugs [11-13]. This review summarizes the different classes of HTAs against HCV infection and
highlights their potential for antiviral therapy to prevent viral resistance.

2. HTAs to Inhibit Various Steps of the HCV Life Cycle

The HCV life cycle can be subdivided into five different steps, including viral entry, viral
translation, viral replication, viral assembly, and release of new virions. Each of these steps requires
defined virus-host interactions to ultimately enable the virus to establish chronic infection. Given the
amount of host factors involved in the HCV life cycle, this review solely focuses on some of these host
factors that have been suggested to represent potential targets for HTAs during distinct steps of the
HCV life cycle within hepatocytes (Figure 1). Other compounds exhibiting a broader mechanism
of action by modulating the host’s immune responses, also termed biological response modifiers
(Table 1), such as IENs, Toll-like receptor (TLR) 7, or TLR9 agonists [14-17], are not reviewed in
detail here.

Entry LVP
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Figure 1. Schematic representation of the hepatitis C virus (HCV) life cycle and targets for antiviral
therapy. HCV interacts with the basolateral membrane of hepatocytes, resulting in viral entry into
the host cell. The virus is internalized via endocytosis and translation of the HCV RNA occurs in the
cytoplasm following viral fusion and uncoating. Viral replication takes place within the cytoplasm
in perinuclear endoplasmic reticulum (ER)-derived membranes called the “membranous web”.
Progeny virions are assembled on cytosolic lipid droplets and subsequently transported along the
secretory pathway and maturated in the Golgi before their release through microtubular transport
and endocytic recycling compartment. Targets for antiviral therapy are highlighted in red.
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Table 1. Stage of development of host-targeting agents (HTAs) for prevention and/or treatment of

HCV infection. Only HTAs having at least reached in vivo preclinical development are listed.

Category Target Compounds Stage of Development References
CD81 mAbs Mouse model [18]
mAbs Mouse model [19-21]
SR-BI ITX-5061 Phase 1 [22,23]
Entry CLDN1 mAbs Mouse model [24]
inhibitors EGFR Erlotinib Phase 1/2 NCT01835938
NPCI1L1 Ezetimide Mouse model [25]
Silymarin/silibinin Phase 2/3 [26,27]
Endocytosis/ fusion Chloroquine Phase 4 NCT02058173
Tlﬁ‘l‘l‘fblf;;’s“ miR-122 Miravirsen Phase 2 [28,29]
miR-122 Miravirsen Phase 2 [28,29]
HMGCOoA reductase Statins Phase 3 [30,31]
Iiﬁﬂgﬁz:: Alisporivir Phase 2/3 [32]
Cyclophilin SCY-635 Phase 2 [33]
NIMS811 Phase 2 [34]
o-glucosidase 1 Celgosivir Phase 2 [35]
DGAT-1 LCQY08 Phase 2 NCT01387958
ﬁflff;““g]rz Cyclophilin NIMS11 Phase 2 (34]
PPARa Naringenin Phase 1 [36]
HNF4x Bezafibrate Phase 4 [37]
IFN-co FDA-approved www.hcvguidelines.org
IFN-A Phase 3 NCT01795911
Biological. . Immune responses TLR7 agonist Phase 1 [15,16]
response modifiers TLR9 agonist Phase 3 [17]
Thymosin «1 Phase 3 [38]
Nitazoxanide Phase 2 [39,40]

mAbs: monoclonal antibodies, EGFR: epidermal growth factor receptor; IFN : interferon; TLR : Toll-like receptor;
CLDN1: claudin 1; CD81 : cluster of differentiation 81; SR-BI: scavenger receptor class B type I; NPC1L1:

Niemann-Pick Cl1-Like 1; HMGCoA: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A; DGAT-1: diacylglycerol
O-acyltransferase 1; PPARo : peroxisome proliferator-activated receptor alpha; HNF4« : hepatocyte nuclear
factor 4 alpha. FDA: Food and Drug Administration; miR-122: microRNA-122

2.1. Entry Inhibitors to Prevent Initiation of Viral Infection and Viral Dissemination

The HCV entry process has been particularly well characterized within the past years
(for a review see [6]). The initial viral attachment on the hepatocyte cell surface is believed to
involve the interaction of the viral particle with heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) [41-46],
particularly with syndecan 1 (SDC1) [47] and syndecan 4 (SDC4) [48], low density lipoprotein
receptor (LDLR) [49-53], and scavenger receptor class B type I (SR-BI) [54-59]. Interestingly, both
viral (HCV envelope glycoproteins) and host-derived (apolipoproteins) factors within the viral
particle appear to mediate this process (reviewed in [6,60]). Thus, the very first steps of viral
interaction with the host cell surface can be inhibited by targeting host factors expressed either on
the viral particle or on the host cell membrane (Figure 2). Indeed, it has been shown that synthetic
anti-lipopolysaccharide peptides that bind to heparan sulfate moieties on the cell surface as well as
antibodies directed against SR-BI or LDLR inhibit HCV attachment/infection [53,59,61]. Likewise,
peptides that mimic the receptor binding domain and the HSPG binding domain of apolipoprotein
E (apoE) inhibit HCV infection [45,48] and antibodies directed against apoE [45,62,63] as well as
preincubation of recombinant cell culture-derived HCV (HCVcc) with soluble LDLR have also been
shown to neutralize HCV infection, likely at the attachment/entry level [53,64]. Recently, it has been
suggested that low-molecular-weight lignin, a component of Lentinula edodes mycelia solid culture
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extract, that has been reported to exhibit hepatoprotective activity, might inhibit HCV attachment
through binding to apoE on the viral particle [65] given the structural similarity between lignin
sulfate and heparan sulfate [66]. Interestingly, lipoprotein lipase (LPL) increases HCV attachment
to the target cell by bridging virus-associated lipoproteins and cell surface heparan sulfate, whereas
antibodies as well as a small molecule inhibitor-targeting LDLR have been shown to decrease HCV
uptake [67,68]. In addition to its bridging function, LPL has been shown to inhibit viral entry
by immobilizing the virus at the cell surface [64,69]. Most recently, it has been shown that very
low-density lipoprotein (VLDL) is a serum component that inhibits HCV attachment [70].
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Figure 2. Schematic representation of HCV entry. The initial viral attachment on the basolateral
membrane of hepatocytes is believed to involve the interaction of the viral particle—both
viral (HCV envelope glycoproteins) and host-derived (apolipoproteins) factors—with HSPGs
(heparan sulfate proteoglycans), LDLR (low density lipoprotein receptor) and SR-BI (scavenger
receptor class B type I). Following interaction between the virus and different host factors expressed
at the hepatocyte cell surface, including CD81 (cluster of differentiation 81) and CLDNT1 (claudin 1),
as well as rearrangement of cell surface proteins, the virus is ultimately internalized into its host
cell via clathrin-mediated endocytosis. Additional host factors, including EGFR (epidermal growth
factor receptor), NPC1L1 (Niemann-Pick Cl-like 1) and TfR1 (transferrin receptor 1), contribute to
the HCV entry process, for example by modulating intracellular signaling pathways or endocytosis.
Following acidification of the endosome and subsequent fusion of viral and endosomal membranes,
the viral genome is released into the cytoplasm. In addition to cell-free virus entry, HCV has also
been described to transmit between hepatocytes through direct cell-to-cell transmission involving
CD81, SR-BI, CLDN1, OCLN (occludin), EGFR, EphA2 (ephrin receptor A2) and NPC1L1. HTAs can
interfere with different steps of the HCV entry process as highlighted in red.

Following initial attachment to the hepatocyte basolateral membrane, the virus interacts with
additional host factors expressed at the hepatocyte cell surface to ultimately enter its host cell via
clathrin-mediated endocytosis. It is believed that the interaction of the HCV envelope glycoproteins
El and E2 with SR-BI, CD81, CLDN1 and potentially OCLN plays a major role in this process and
some of these host factors have thus been suggested to play the role of “HCV receptors” [54,71-75].
Cluster of differentiation 63 (CD63) may also directly interact with HCV E2 and contribute to
HCV entry [76]. Of note, additional host factors, termed “co-factors”, including various kinases,
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e.g., epidermal growth factor receptor (EGFR), ephrin receptor A2 (EphA2), AP-2-associated protein
kinase 1 and cyclin G-associated kinase (GAK), as well as Niemann-Pick Cl-like 1 (NPC1L1) and
transferrin receptor 1 (TfR1), also contribute to the HCV entry process, for example by modulating
intracellular signaling pathways or endocytosis [25,77-79]. Indeed, downstream EGFR signaling
pathways including the GTPase Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog (HRas) have been
shown to be required for HCV entry, particularly for the formation of the CD81-CLDN1 co-receptor
complex that is essential for this process (reviewed in [80]). Thus, HCV entry can be efficiently
inhibited using antibodies, peptides or other molecules binding to SR-BI, CD81, CLDN1, EGFR and
TfR1 as well as small molecule inhibitors of EGFR, EphA2, GAK, NPC1L1 and HRas [25,77,78,81-96]
(Figure 2). Furthermore, host antiviral immune responses may also contribute to inhibiting HCV
entry by interfering with the viral entry process as demonstrated by the inhibition of the EGFR kinase
activity and, consequently, CD81-CLDN1 co-receptor formation via induction of IFN-« inducible
protein 6 (IFI6), an IFN-stimulated gene (ISG) [97].

Following internalization via clathrin-mediated endocytosis, the viral genome is released into the
cytoplasm after fusion of viral and endosomal membranes. In addition to some of the compounds
described above, HCV endocytosis and/or fusion can be efficiently perturbed using amphipathic
DNA polymers and small molecules including two anti-malaria drugs (chloroquine, ferroquine),
arbidol and sylimarin/silibinin [98-103] (Figure 2). Of note, in addition to its interference with HCV
entry, silymarin/silibinin-derived compounds and chloroquine have also been reported to interfere
with viral replication [100,104,105].

In addition to cell-free virus entry, HCV has been shown to also directly infect neighboring
hepatocytes via a process called cell-to-cell transmission [106-108]. In contrast to the cell-free
HCV entry described above, HCV cell-to-cell transmission is resistant to most of the neutralizing
antibodies described so far and is thus believed to play a major role in the maintenance of chronic
infection. Although the detailed molecular mechanisms remain to be uncovered, it has been
reported that the HCV envelope glycoproteins and apoE on the virus particle as well as CD81,
SR-BI, CLDN1, OCLN, EGFR, EphA2 and NPCIL1 on the host cell play an important role for
cell-to-cell transmission [19,24,25,77,92,106-108] (Figure 2). Of note, it has been described that HCV
can circumvent CD81 and SR-BI for this process [108,109]. However, the potential consequences for
antiviral therapy targeting entry factors remain unknown (also see Section 3 below). Notably, viral
variants that appear not to require SR-BI for their in vitro infectivity remain sensitive to SR-Bl-specific
antibodies i1 vivo, as demonstrated using the human liver-chimeric uPA-SCID mouse model [20].

Host-targeting entry inhibitors (HTEIs) including antibodies directed against host entry factors
or co-factors as well as small molecule inhibitors have proven to efficiently prevent/delay HCV
infection in the human liver-chimeric uPA-SCID mouse model [18,24,25,99,110,111], and, thus,
may represent a valuable strategy to prevent liver graft infection following LT. Furthermore, they
may also contribute to treatment of chronic hepatitis C since an antibody targeting CLDN1 has
recently been shown to cure chronic HCV infection in human liver-chimeric uPA-SCID mice in the
absence of detectable toxicity [24]. Finally, their combination with other HTAs and/or DAAs can
result in a synergistic antiviral activity [21], which provides perspectives for novel combination
therapies for the cure of chronic hepatitis C (also see Section 3 below). Collectively, these data
highlight the potential of HTEIs not only for prevention of HCV infection, e.g., during LT, but
also for treatment of chronic hepatitis C. Of note, a phase 1/2 clinical trial evaluating erlotinib,
a clinically licensed EGFR inhibitor used in cancer therapy, has been initiated in chronic HCV patients
(https:/ /clinicaltrials.gov/; Identifier: NCT01835938). Furthermore, silymarin/silibinin-derived
compounds have been evaluated in phase 2/3 clinical trials and (case) reports suggest their efficacy
in decreasing viral loads in chronic HCV patients and prevention of hepatitis C recurrence after
LT, although other studies reported viral rebounds [26,112-115]. Whether this potential effect is
(partially) due to silymarin/silibinin’s interference with viral entry remains to be defined. While the
efficacy of chloroquine for treatment of non-response HCV patients is currently being evaluated
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in a phase 4 clinical trial (https://clinicaltrials.gov/; Identifier: NCT02058173), no clinical trial of
ferroquine in hepatitis C patients has been registered so far.

2.2. Translation Inhibitors to Prevent Subsequent Viral Replication

Following viral endocytosis and fusion, HCV RNA is translated in an internal ribosome entry site
(IRES)-mediated manner. The highly conserved IRES is located in the 5’-untranslated region (5'-UTR)
of the viral genome [116,117]. HCV can thus directly recruit the translation initiation complex to
the viral RNA to trigger viral protein translation via a cap-independent mechanism. The HCV IRES
binding to the 40S ribosomal subunit is independent of canonical or non-canonical initiation factors.
Moreover, HCV translation initiation only requires eukaryotic initiation factors (elF) elF2, elF3 and
elF5 [118,119]. In contrast, optimal IRES activity is supported by the recruitment of several host
proteins named IRES transacting factors (ITAFs) (for a review, see [7]), which represent a novel
target for therapeutic intervention. Indeed, a synthetic peptide corresponding to the N-terminal 18
amino acids of the La antigen (efficiently blocks HCV translation by binding and sequestering other
ITAFs [120].

IRES-ribosome interaction has been shown to be mediated through the binding of the 40S
subunit to the stem loop III, domain e and f (SLIIIef), of the HCV IRES. A recent study demonstrated
that a small RNA mimicking the SLIIlef domain (SLRef) selectively inhibits HCV translation by
retaining the ability to interact with the 40S subunit. Interestingly, in line with previous studies,
it was shown that the anti-HCV activity of SLRef could be mainly due to interaction and sequestration
of the La antigen [121]. Ribosome-HCV IRES association can also be disturbed by prostaglandin
Al (PGA1) which exhibits dose-dependent inhibitory effects on HCV translation [122]. Indeed, its
antiviral effect occurs through PGA1/elF3-40S subunit/HCV IRES RNA complex formation which
inhibits HCV IRES-mediated translation. Furthermore, repetitive PGA1 treatment appears to be safe
in cell culture [122]. The in vivo efficacy of molecules interfering with HCV IRES-ribosome association
remains to be determined.

Furthermore, microRNA-122 (miR-122) plays an important role in HCV translation. MiR-122,
one of the most abundant liver-expressed miRNAs, binds to the HCV genome and enhances viral
translation and replication [123,124]. Sequestering miR-122 using miravirsen, a locked nucleic
acid-modified oligonucleotide complementary to the 5-end of miR-122, showed prolonged and
dose-dependent reduction in HCV viremia in patients without evidence of long-term safety
issues [28,29] (also see Section 2.4 below).

Recently, the receptor for activated C kinase 1 (RACK1), a component of the ribosomal 40S
subunit [125,126], was identified as an essential factor for HCV IRES-mediated translation [127].
Interestingly, RACKT1 is not required for the classical cap-dependent translation and inhibition of
RACKTI expression in cell culture models did not reveal major toxicity [127]. Thus, the development
of RACK1 inhibitors may be an attractive perspective for future anti-HCV therapy.

2.3. Replication Inhibitors to Inhibit Viral Genome Amplification

Following translation and cleavage of the HCV polyprotein, the viral replicase complex,
composed of HCV non-structural (NS) proteins, NS3, NS4A, NS4B, NS5A and NS5B, is assembled.
HCYV replication is a highly coordinated process involving host factors in addition to the replicase
complex. Several functional small interfering RNA (siRNA) and chemical screens have been
performed to uncover host factors involved in HCV replication and have provided useful insights
into this process [128-135].

HCV has been demonstrated to remodel intracellular membranes, including endoplasmic
reticulum (ER) membranes, for its replication and this process takes place at the so-called
“membranous web” [136]. Indeed, HCV NS proteins induce the formation of double-membrane
vesicles [136-139]. It has been suggested that this process may be linked to the activation of the
autophagy pathway [140], a cellular catabolic process where protein aggregates and damaged
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organelles are removed for recycling. Indeed, several studies suggested that HCV activates the
autophagic pathway to support its replication (reviewed in [141,142]). Moreover, HCV replication
has been reported to occur on autophagosomal membranes [140,143]. This may enable the virus
to conceal its RNA and evade double-stranded RNA-triggered host antiviral responses [140].
Chloroquine has been described as an inhibitor of autophagic protein degradation and, in addition
to inhibiting HCV entry by modulating endosomal acidification [98], chloroquine has been shown to
reduce HCV replication [105]. Host proteins have also been reported to contribute to the formation
of double-membrane vesicles (reviewed in [144]), e.g., cyclophilin A (CypA), which interacts with
NS5A, and proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 2 (PSTPIP2), which interacts
with NS4B and NS5A [145,146]. The importance of CypA for the HCV life cycle has recently been
underscored in a humanized mouse model of HCV infection in which the Ppia gene had been
knocked out [147]. In addition to CypA, several other cyclophilins (Cyps) have been reported
to also contribute to HCV replication [128,148-150]. Cyclosporines are classical Cyp inhibitors;
however, their immunosuppressive properties preclude their use as antivirals. Within the past years,
several alternative Cyp inhibitors have been generated: cyclosporine A (CsA) derivatives without
immunosuppressive properties and new molecules structurally unrelated to CsA (reviewed in [151]).
Cyp inhibitors were the first class of HTAs against HCV reaching clinical development. Three
non-immunosuppressive Cyp inhibitors have so far demonstrated clinical efficacy in chronic hepatitis
C patients in IFN-based as well as IFN-free treatment regimens [32,151]. These Cyp inhibitors have
been shown to disrupt/prevent the formation of CypA-NS5A complexes and thereby inhibit HCV
replication [33,151-154]. In addition, the anti-HCV activity of CypA inhibitors may be increased
since they appear to restore the host innate immune responses to HCV [33].

NS5A is a central player within the membranous web as it interacts with a plethora of host
factors, thereby orchestrating viral replication. The lipid kinase phosphatidyl-inositol-4-kinase III
alpha (PI4KIIlx) is one of the major NS5A partners in this process [155]. Indeed, NS5A binds to and
activates PI4KIIl and this, in turn, regulates the phosphorylation status of NS5A [156]. PI4KIIl«x
activity leads to phosphatidyl-inositol-4-phosphate (PI4P) accumulation within the membranous
web and likely the subsequent recruitment of cellular lipid transporters leading to the modulation
of its lipid content (reviewed in [144]). In the absence of PI4KIllx activity or through alteration
of its interaction with NS5A, changes in the ultrastructural morphology of the membranous HCV
replication complex were observed [132,155,156]. PI4KIII has also been reported to contribute
to the replication of HCV genotype 1 but not genotype 2 [157,158]. PI4KIII inhibitors able to
reduce HCV replication in vitro have been developed, but their in vivo toxicity as well as the
lethal phenotype of transgenic mice exhibiting kinase-defective PI4KIllox preclude their further
clinical development as antivirals [134,158-161]. As stated above, the host cell lipid metabolism
plays an important role in the HCV replication complex [162]. Particularly elements of cholesterol
and fatty acid synthesis and geranylgeranylation of host proteins have been shown to modulate
viral replication. Indeed, several genes involved in lipid metabolism have been reported to be
modulated during acute HCV infection of chimpanzees [163]. HCV replication can be disrupted
in vitro by treatment with inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA (HMGCoA) reductase or
with an inhibitor of protein geranylgeranyl transferase I [164,165]. Notably, not all HMGCoA
reductase inhibitors affect HCV replication, suggesting the existence of a different structure-activity
relationship between the anti-HMGCoA reductase activity and the antiviral activity [166]. Fluvastatin
is a statin that has been reported to increase the efficacy of IFN-based treatment in chronic
HCV-infected patients [30,31,167,168]. Recent in vitro studies have provided novel insights into
the mechanism of action of fluvastatin. The anti-HCV effect of fluvastatin has been suggested to
be due to the induction of microtubule bundling and a decrease of expression of the microtubule
binding partner doublecortin-like kinase 1 (DCLK1) [169]. Furthermore, fluvastatin and other
statins exhibiting an antiviral effect against HCV induce the expression of heme oxygenase-1 (HO-1),
which has been reported to reduce HCV replication [170-173]. HMGCoA reductase activity can
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also be inhibited using SKI-1/S1P inhibitors [174,175]. In addition to inhibiting HCV replication,
SKI-1/S1P inhibitors may also reduce the production of new virions [174]. Interestingly, it has
also been reported that antibody-mediated blocking of the LDLR leads to an increase in the
ratio of phosphatidylethanolamine to phosphatidylcholine in host cells and a decrease in HCV
replication [64], further strengthening the link between lipid metabolism and HCV replication.
Moreover, a functional chemical compound screen identified the estrogen receptor alpha (ESR«)
as an interaction partner of NS5B within lipid rafts on ER membranes [176]. Indeed, tamoxifen,
a partial ESR agonist and prototype selective estrogen-receptor modulator, as well as a decoy
peptide against ESRx-NS5B interaction inhibited HCV replication and ESRa-NS5B interaction
in the replicase complex [176]. ESR« may thus also represent a potential target for anti-HCV
therapy. Finally, it has been recently reported that HCV replication can also be inhibited by
cholesterol-25-hydroxylase (CH25H) whose expression is increased upon HCV infection [177-179].
CH25H synthesizes 25-hydroxycholesterol (25HC) which displays antiviral activities against different
enveloped viruses and may thus represent a broad-spectrum antiviral [163,180]. The anti-HCV
activity of CH25H appears to be mediated through 25HC-dependent and independent events
including the interaction with NS5A that prevents NS5A dimerization required for viral replication,
the inhibition of the formation of the membranous web, and the disruption of the function of the
transcription factors sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs), thereby perturbing the host
lipid metabolism [177,179].

In addition to its role in HCV genome translation as described above, miR-122 is a
hepatocyte-specific host factor essential for HCV replication. Indeed, HCV cannot replicate in
cells lacking miR-122 or in which miR-122 has been sequestered [123,181-185]. The viral RNA
contains two adjacent miR-122 sites in its 5 UTR and miR-122 binding to the HCV genome promotes
viral replication [186,187]. MiR-122 thus represents an interesting target for antiviral therapy
(reviewed in [188]) and the miR-122 inhibitor miravirsen has proven its efficacy in reducing viral
loads in chronic hepatitis C patients in phase 1/2 clinical trials [28,29]. The antiviral activity of
miravirsen may be due to two complementary mechanisms: the hybridizing to mature miR-122
that blocks its interaction with HCV RNA, and the binding to the stem-loop structure of pri- and
pre-miR-122 that inhibits processing of miR-122 precursors [189].

Besides inhibiting host factors required for viral replication, HCV replication may also be
inhibited by modulating host factors that restrict HCV replication, e.g., the elongation factor Tu
GTP binding domain containing 2 (EFTUD2) and the human cytidine deaminase APOBEC3G
(hA3G) [190-192]. Interestingly, hA3G stabilizers exhibit antiviral activity against HCV as hA3G
binds to NS3, thereby inhibiting its helicase activity required for viral replication [190,193]. Given
their original mechanism of action, this class of HTAs may deserve further research to optimize
their activity.

Interestingly, compounds inhibiting histone deacetylase 6 (HDAC6) have also been reported to
inhibit HCV replication [194,195]. The mechanism of action appears to involve hyperacetylation of
a-tubulin [194]. Finally, a signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) inhibitor with
anti-HCV effect has recently been uncovered in a high-throughput screen [135]. Indeed, STAT3
has been reported to be activated by HCV core and NS5A and to act as a proviral factor for
HCV replication [196-198].

2.4. Assembly/Release Inhibitors to Prevent Generation and Release of New Virions

A remarkable hallmark of HCV is its association with VLDL/low density lipoprotein (LDL) to
form an infectious lipoviroparticle (LVP) [199]. Intracellular assembly and egress of LVP depend
on numerous factors involved in lipid metabolism (reviewed in [162,200]) and are closely linked
to the VLDL production machinery [201]. Among the main factors involved in this process are
lipid droplets (LDs), intracellular organelles that originate from triglyceride (TG) and cholesterol
ester (CE) accumulation between the two leaflets of the ER bilayer [202]. This microenvironment
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represents the “platform” for HCV particle assembly. Several host factors involved in TG biosynthesis
and LD biogenesis have been demonstrated to contribute to this process and thus represent targets
for HTAs (Figure 3). Indeed, HCV morphogenesis is triggered by the recruitment of the viral core
protein from the ER to LDs [203], a process mediated by the diacylglycerol acyltransferase-1 (DGAT-1)
(Figure 3). Interestingly, a DGAT-1 chemical inhibitor, currently in clinical trials for metabolic diseases
(reviewed in [204]), might serve as an antiviral against HCV infection [205]. Notably, since in
hepatocytes DGAT-2 has redundant functions in LD morphogenesis, this DGAT-1-specific inhibitor
did not impair LD homeostasis in vitro [205]. The safety of DGAT-1 inhibitor LCQ908 has already
been evaluated in HCV-infected patients (https://clinicaltrials.gov/; Identifier: NCT01387958),
but additional studies are needed to assess its antiviral efficacy in patients.

Core recruitment to LDs also depends on the composition and the fluidity of ER lipid
bilayers that is regulated by the cytosolic phospholipase A2, group 4A, (PLA2G4A) and upstream
mitogen-activated protein kinases-extracellular signal regulated kinases (MAPK/ERK). PLA2G4A
has been shown to contribute to HCV assembly since pyrrolidine-2 (Py-2), a chemical inhibitor
of PLA2G4A, induces aberrant HCV particle production [206]. Furthermore, selective inhibitors
of the MAPK/ERK pathway can block infectious HCV production [206,207]. However, opposite
studies demonstrated that inhibition of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway enhances HCV
translation/replication, and disturbs IFN signaling [208-210]. The potential of MAPK inhibitors
as antivirals thus remains to be further investigated. The cytosolic phospholipase A2, group 4C,
(PLA2G4C) is another enzyme involved in LD homeostasis that can be targeted by HTAs to inhibit
assembly. Indeed, the “methyl arachidonyl fluorophosphonate” molecule (MAFP) significantly
reduced HCV assembly by sequestering viral proteins to the ER prior to virion assembly [211].
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Figure 3. Schematic representation of HCV assembly. Virion assembly is triggered by core
recruitment on cytosolic lipid droplets (cLDs) by the diacylglycerol acyltransferase-1 (DGAT-1).
In turn, replication complexes are recruited through core-NS5A interactions. Nucleocapsid formation
is mediated by viral budding into the ER lumen, at the site of VLDL production. The immature
viral particles fuse or attach to a luminal LD (LuLD) through apoE-E1E2 and apoE-NS5A interactions.
During VLDL synthesis, apolipoprotein B (apoB) is directly produced in the ER lumen and enriched
in lipids by the microsomal triglyceride transfer protein (MTP) to generate VLDL precursors. Viral
particles merge with these nascent VLDLs to generate mature lipoviroparticles (LVPs). LVPs enter the
VLDL maturation and secretion pathway to be released from hepatocytes. HCV assembly and egress
can be impaired by targeting different steps of these processes as highlighted in red.
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Directly targeting core trafficking in hepatocytes also represents an interesting antiviral strategy
given the numerous host factors involved in this process (Figure 3). These include AP2M1, the
w subunit of the clathrin adaptor protein complex 2 (AP-2) that interacts with the core protein
through a process involving the adaptor-associated kinase 1 (AAK1) and the cyclin-associated
kinase (GAK) [79,96,212]. Approved anticancer kinase inhibitors, such as erlotinib or dasatinib
targeting GAK and sunitinib or PKC-412 targeting AAK1, can disrupt core-AP2M1 interaction
and, thus, HCV assembly [79,96,213]. However, it has to be pointed out that these compounds
were initially designed to target other kinases—some of which are involved in HCV entry
(see Section 2.1 above)—and thus lack selectivity for GAK and AAKI. The recently reported GAK
inhibitor isothiazolo[5,4-b]pyridine that displays limited off-target binding to other kinases efficiently
inhibits HCV entry and assembly, and may thus be further developed as a potential antiviral [96].

Other HTAs interfering with host cell lipid metabolism have been reported to display antiviral
activity against HCV. Indeed, resveratrol that increases the expression of PPAR«, a nuclear
transcription factor that activates fatty acid oxidation and is decreased by the core protein [214,215],
impairs HCV assembly and secretion by enhancing consumption of fatty acids [216]. Moreover,
recent screens identified pterostilbene, a methylated form of resveratrol, toremifene, an estrogen
receptor modulator similar to tamoxifen, and quinidine, an antiarrhythmic drug, as potential
antivirals against HCV [11,12]. Naringenin was also shown to block production of infectious HCV
particles through the activation of PPAR«x [36]. Interestingly, HCV can also repress PPAR«x activity
and lipid accumulation by inducing up-regulation of miR-27b and bezafibrate, a PPARx agonist,
which reverses miR-27b-induced lipid accumulation [217]. This indicates the potential of additional
strategies to design novel HTAs against HCV.

Besides core, NS5A is another major player within the HCV replication cycle that connects
replication and assembly. NS5A-core interaction on LDs is a crucial step for viral assembly [203,218-220].
Assembly competence of NS5A is mediated by the Caseine Kinase (CK)-mediated phosphorylation
of multiple serine and threonine residues [221,222]. Indeed, the specific CKII inhibitor,
2-dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazole (DMAT), was shown to dramatically
disrupt virion biogenesis [221] (Figure 3). However, HCV genotype 1la virus production did not
appear to be affected by DMAT [223]. Thus, genotype-specific differences might have to be taken into
account for potential future clinical application of such inhibitors. To date, one chemical inhibitor of
CKIlI, CX-4945, has entered clinical trials for its antitumor activity, but the potential antiviral effect
against HCV remains to be determined [224].

HCYV particle assembly and egress appear to share several host factors with VLDL assembly and
secretion pathways [201,225] (Figure 3). The early step of VLDL synthesis consists of lipidation of the
newly synthetized apolipoprotein B (apoB) across the ER membrane by the microsomal triglyceride
transfer protein (MTP). In the second step, the VLDL precursors are enriched in lipids via fusion
with resident apoE containing LDs (for a review, see [226]). Accumulating evidence demonstrates
the crucial role of apoE in HCV assembly [62,63,227-231], while the role of apoB and MTP still
remains unclear and controversial [62,63,201,225,232]. Nevertheless, a recent study demonstrated
the ability of amiodarone, a cationic amphipathic drug that inhibits MTP activity, to down-regulate
HCV assembly and release in cell culture [233] (Figure 3). Several other MTP inhibitors are in clinical
trials for the treatment of hyperlipidemia (reviewed in [234]). However, whether amiodarone and
other MTP inhibitors display an antiviral effect against HCV in vivo remains to be determined.

The VLDL secretory pathway is also hijacked to facilitate HCV egress from infected
hepatocytes [201,225] (Figure 3). VLDL secretion is regulated by the hepatocyte nuclear factor 4o
(HNF4«x), the most abundant transcription factor in the liver. Interestingly, HNF4« also regulates
expression of phospholipase A2 GXIIB (PLA2GXIIB), a crucial host factor for HCV production [235].
HNF4o0 down-regulation by bezafibrate dramatically reduced HCV secretion [235]. In line with
this study, a meta-analysis showed that bezafibrate is associated with a reduction of viral load in
chronically HCV-infected patients [168]. Moreover, in association with IFN and ribavirin, bezafibrate

5668
220



ANNEXE N°2

Viruses 2015, 7, 5659-5685

has been reported to reduce serum HCV RNA titers and to improve liver dysfunction [37]. Cyps
have also been reported to contribute to HCV virion secretion in addition to their role in viral
replication [150]. The Cyp inhibitor NIM811 alters lipid trafficking and decreases apoB secretion
through the VLDL pathway, thereby blocking HCV production [236]. The combination of NIM811
with PEG-IFN« showed significant antiviral activity compared to IFN alone in chronically infected
HCYV patients [34]. This synergistic effect may be due to the inhibition of both HCV replication and
assembly by NIM811.

To counteract HCV proliferation, several studies reported a novel antiviral strategy that uses
the human heat shock cognate protein 70 (Hsc70) as an antiviral target [237-240]. Hsc70 was
identified as a part of the viral particle that modulates virion capsid assembly and LD-dependent
virus release [241]. IMB-DM122 [237] and N-substituted benzyl matrinic acid [239] inhibit Hsc70
expression through destabilization of Hsc70 mRNA. Treatment of HCV-infected hepatocytes with
these components reduced the incorporation of Hsc70 into viral nucleocapsids, and therefore
disrupted HCV production. Moreover, both compounds demonstrated good oral pharmacokinetic
profiles and high safety invivo, making these molecules promising candidates for clinical
trials [237,239]. Recently, it has been reported that (+)-lycoricidine exhibits anti-HCV activity through
its inhibitory effect on the expression of Hsc70 [238]. However, the significant cytotoxicity of this
compound precluded further development and new phenanthridines with reduced toxicity have
been designed [240]. Their potential as antivirals remains to be determined.

Finally, a promising strategy developed to inhibit virion assembly is to interfere with
glucosidases that ensure N-glycosylation and folding of HCV envelope glycoproteins E1 and E2 [242]
(Figure 3). It was shown that celgosivir, an x-glucosidase I inhibitor, leads to reduced viral production
and infectivity in vitro. Moreover, celgosivir administration in combination with PEG-IFN o« and
ribavirin displayed a clinical benefit in genotype 1 chronically infected patients (reviewed in [35]).
Long-term studies are needed to confirm its safety in humans.

3. HTAs to Prevent HCV Resistance

Given that they target a highly variable virus, the main limitation of DAAs is viral resistance.
Viral resistance may be prevented using different strategies including (i) targeting conserved viral
sequences less prone to mutation; (ii) using a combination of drugs exhibiting distinct targets and
mechanisms of action; and (iii) increasing host antiviral responses. In contrast to the first DAAs,
the emergence of viral resistance with recently approved DAAs, such as sofosbuvir, is less frequent
but has nevertheless been described [2,243-245]. Given the generally lower barrier to resistance
of DAAs as compared to HTAs, the emergence of treatment-resistant viral variants during DAA
therapy remains a challenge. By acting through a complementary mechanism of action and by
exhibiting a generally higher barrier to resistance, HTAs can be associated with DAAs to prevent
viral resistance. Indeed, given their complementary mechanism of action, HTAs and DAAs can
act in a synergistic manner to reduce viral loads [13,21,103] (Figure 4). Interestingly, various HTAs
may also be combined to synergistically inhibit HCV infection, as demonstrated for combinations
of a HTEI and host-targeting replication inhibitor, i.e., a Cyp inhibitor [21]. Furthermore, HTEIs
have been demonstrated to prolong viral suppression by DAAs and to prevent viral dissemination
of DAA-resistant strains in vitro [21,246,247]. Indeed, although treatment of HCV-infected cells
with DAAs rapidly results in a dramatic reduction of viral load in vitro, viral rebound is usually
observed following withdrawal of the drug. However, the addition of an HTEI to the cell culture at
the time of DAA withdrawal allows the further decrease of the viral load, indicating that HTEIs
limit viral rebound from DAA therapy [21,246]. Furthermore, as many HTEIs inhibit cell-to-cell
transmission that has been shown to represent the major route of transmission of wild type and
DAA-resistant viruses, HTEIs have been demonstrated to limit dissemination of DAA-resistant
strains and consequently prevent antiviral resistance [247]. In line with these in vitro data, the
Cyp inhibitor alisporivir, currently in phase 2/3 clinical trials, has been shown to efficiently reduce
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viral loads in chronic hepatitis C patients in combination with ribavirin [32] and future clinical
trials evaluating its antiviral effect in combination with DAAs will provide further insights into the
potential of this HTA.

Thus far, no viral resistance to HTAs was observed in preclinical or clinical studies [24,28,248].
However, some resistant viral variants could be selected by viral passaging in vitro [75,103]. This
has been first evidenced and most extensively studied with Cyp inhibitors [249-252]. Of note,
it was difficult to generate variants exhibiting Cyp inhibitor resistance and the time required to
select resistance against these HTAs was significantly longer as compared to DAAs; furthermore,
the resistance level was lower [249,250]. These data suggested that these viral variants were less
dependent on CypA-dependent isomerization of NS5A for their replication [250]. Moreover, while
prolonged administration of miravirsen (a miR-122 inhibitor) did not result in the emergence of
viral variants exhibiting mutations within the miR-122 binding regions in preclinical and clinical
trials [28,248], viral variants exhibiting a single nucleotide change in the 5UTR between the miR-122
binding sites and requiring less miR-122 for their replication could be identified in vitro [253].
Whether the emergence of such variants could be avoided by combining miravirsen with other HTAs
and/or DAAs with anti-HCV activity remains to be determined. Collectively, these studies indicate
that HCV may become less dependent on defined host factors under selection pressure in vitro. While
most mutants were still dependent on Cyp and/or miR-122, specific mutations in NS5A eliminated
the dependence of HCV RNA replication on the expression of host CypA [152]. Notably, a recent
study reported that HCV is able to change its host factor dependency under selection pressure.
Indeed, in CLDN1 knock-out cells, a CLDN1-dependent strain was able to evolve to use CLDN6
or CLDNO as a receptor [75]. Whether this may occur in vivo where CLDNI1 is expressed at much
higher levels than CLDN6 and CLDN9 remains to be determined (reviewed in [254]).
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Figure 4. Synergy between HTAs and DAAs to inhibit HCV infection at different steps of the viral
life cycle. Given their complementary mechanism of action, HTAs and DAAs can act in a synergistic
manner to reduce viral loads and to prevent viral resistance. Different classes of HTAs and DAAs that
have been evaluated in combination are highlighted in red.
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4. Conclusions and Perspectives

During the last decade, the development of new DAAs considerably improved anti-HCV
therapy, displaying high cure rates in treated patients. However, treatment failure and resistance
in a subset of patients remain a challenge. Alternative approaches targeting host factors involved in
HCV pathogenesis offer new treatment opportunities. Due to low genetic variability of host factors,
HTAs exhibit a high genetic barrier to resistance and display a pan-genotypic antiviral activity.

Several HTAs are currently in development in preclinical or clinical trials (Table 1).
Proof-of-concept studies on alisporivir and miravirsen have already shown very high cure rates in
phase 2 and 3 clinical trials when used in monotherapy. Preclinical studies have also demonstrated the
potential synergistic activity of HTA/DAA combinations to cure HCV infection (Figure 4). Synergy
between DAAs and HTAs offers a prospective option for combination therapies for treatment failure
to licensed therapies. Furthermore, entry inhibitors, such as anti-receptor antibodies, could offer
prevention for HCV graft infection during LT. Indeed, it has been shown that such inhibitors impair
cell infection of highly variable quasispecies isolated from individual patients as well as escape
variants resistant to host neutralizing antibodies [25,77,78,81-96]. However, their clinical efficacy
remains to be demonstrated. To conclude, HTAs may widen the therapeutic arsenal against chronic
HCV infection and simplify HCV therapy.
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NOUVEAUX ROLES DE L’APOLIPOPROTEINE E DANS

LE CYCLE DU VIRUS DE L'HEPATITE C:

DOCTEUR JEKYLL OU MISTER HYDE ?

RESUME : L’infection par le virus de I'hépatite C (HCV) est une cause majeure
d’hépatite chronique, de cirrhose hépatique et ce carcinome hépatocellulaire dans
le monde. La compréhension des relations entre le virus et sa cellule héte,
I'hépatocyte, est indispensable pour le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques et d’'un vaccin préventif. La particularité de ce virus est son lien
etroit avec le métabolisme lipidique. Le virus circule dans le sang associé aux
lipoprotéines, formant une lipo-viro-particule (LVP) infectieuse. L’apolipoprotéine E
(apoE) est une protéine cellulaire faisant intégralement partie de la LVP. Elle joue
un roéle majeur dans l'infection et a la production des particules virales. Durant ce
travail de thése, j'ai pu approfondir les connaissances sur le réle d’apoE dans le
cycle viral du HCV sous deux aspects tres différents. D’une part, jai démontré que
la forme libre d’apoE, non liée aux lipoprotéines, inhibe la réplication du HCV en
régulant du métabolisme lipidique hépatique et en induisant un efflux de
cholestérol ABCG1-dépendant. D’autre part, j'ai participé a une étude démontrant
que l'apoE liée a la LVP contribue a l'échappement du virus au systéme
immunitaire, en masquant les épitopes de la protéine virale E2 aux anticorps
neutralisants. Ces études ont mis en évidence deux nouveaux roles d’apoE dans
la pathogenése du HCV.

Mots-clés : Virus de I'hépatite C, apolipoprotéine E, HDL, ABCG1, métabolisme
lipidique, anticorps neutralisants

ABSTRACT: Hepatitis C virus (HCV) infection is a major cause of chronic
hepatitis, liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma worldwide. Understanding
virus-host interactions in hepatocytes will contribute towards the development of
new therapeutic strategies and a protective vaccine. HCV life cycle and the lipid
metabolism are inextricably intertwined. A particular feature of this virus is that, in
the blood, HCV virions are associated with lipoproteins, forming an infectious
lipoviroparticle (LVP). Apolipoprotein E (apoE) is a key component of LVPs that
plays an essential role in HCV entry and virions production. My PhD project
entailed a more detailed dissection of apoE’s role in the HCV life cycle. |
demonstrated that lipid-free apoE inhibits HCV replication by regulating the hepatic
lipid metabolism via an ABCG1-dependent cholesterol efflux. Furthermore, |
contributed to a study demonstrating that LVP-associated apoE helps the virus
escape host immunity by blocking access of neutralizing antibodies to the viral
glycoprotein E2. The work presented highlights two new roles of apoE in HCV
pathogenesis

Key words: Hepatitis C virus, apolipoprotein E, HDL, ABCG1, lipid metabolism,
neutralizing antibodies
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