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NNIs inhibiteurs non nucléosidiques

nt nucléotide

OCLN occludine

OMS organisation mondiale pour la santé

ONNYV virus O’'nyong Nyong

ORF cadre ouvert de lecture, Open Reading Frame
ORUYV virus oropouche

PTB Pyrimidine Tract-Binding protein

RBV ribavirine

RARP ARN polymérase ARN dépendante, RNA-dependent RNA polymerase
RE  réticulum endoplasmique

RLR RIG-like helicase receptors

RVV  wvirus de la Ross River

scFv  single-chain Fv fragment

SFV virus de la Forest de Semliki; Semliki Forest virus
SHN  sérum humain normal

SPP  signal-peptide-peptidase, signal peptide peptidase
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SRBI High density lipoprotein scavenger receptor classe B type 1

TCR récepteur des cellules T

TLR récepteurs de type Toll, Toll-like receptors

TMV virus de la mosaique du tabac

UTR région non traduite, UnTranslated Region

VIH virus de 'immunodéficience humainel, Human immunodeficiency virus
VMFK virus de la Forét de Kyasanur

WNV virus du Nil occidental
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En guise de préface : Au-dela des chimeres

FIGURE 0.1.: Chimére d’Arezzo (Véme siécle — Ombrie Italie)

Le Virus de 'Hépatite C (HCV) figure parmi les virus pathogénes pour ’homme les plus difficiles
a comprendre et étudier a ’heure actuelle. En effet pour différentes raisons que nous allons énumérer
dans les lignes qui suivent et dans les chapitres de ce manuscrit, ce virus infectant 3% de la population
mondiale figure parmi les plus discrets a la fois sur le plan clinique (cf. La métaphore d’< épidémie
silencieuse >) et sur le plan cellulaire (le virus authentique n’a jamais pu étre cultivé et propagé
in vitro). Malgré cette < discrétion > étonnante, ce virus - reconnu comme non cytopathique - est
associé a des inflammations chroniques du foie susceptibles d’évoluer vers des complications a type de
cirrhose et de cancer. Un des rares éléments de HCV que 'on puisse expérimenter avec précision et
robustesse chez les sujets infectés est son génome ARN positif. C’est d’ailleurs par son ARN circulant
au niveau du sang périphérique d’un patient avec une hépatite non-A non-B que I’équipe de Michael
Houghton a découvert HCV pour la premiere fois apreés 15 années de traque [M Houghton., 2009].
Ce génome est toutefois extrémement variable et ’ARN viral détecté par RT-PCR n’est que I'espece
moléculaire prépondérante, espece qui masque les milliers de < quasiespéces > présentes chez un
méme sujet infecté en phase chronique. De nombreux points (épidémiologiques, cliniques), posent
probleme pour ceux qui s’intéressent & la compréhension subtile de ce virus :

Au niveau de son épidémiologie :

— Tout d’abord les modes de contaminations sont mal identifiés, et la transmission sanguine qui
est la régle dans les pays développés (transfusion, accidents d’exposition au sang) ne permet pas
d’expliquer la persistance viral au sein des populations humaines sur de longues périodes. Certains
auteurs ont suggéré une histoire de plus de 500 & 2000 ans [Pybus et al., 2007] (cf. chapitre 2)

— HCV est le seul virus & ARN (hormis les rétrovirus) a persister chez plus de 80% des individus
infectés. La persistance virale d’une part au niveau des tissus d’un sujet infecté et, d’autre part au
niveau de I’ensemble des individus de notre planete suggerent une circulation virale importante
au sein de ’ensemble de la population humaine et méme au niveau des populations de primates
(HCV est reconnu pour infecter les singes... cf chapitre 2). On peut ainsi raisonnablement poser
I’hypothése d’une transmission entre primates via les arthropodes vecteurs et placer HCV parmi
les virus a caractére endémique.
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Au niveau de la clinique :

— La primo-infection est exceptionnellement symptomatique, ce qui rend aléatoire la datation
d’une contamination et l'identification de son origine. Par ailleurs, quand I’hépatite se révele
cliniquement, la symptomatologie n’est pas tres spécifique. Hormis de trés rares observations,
les particules virales n’ont jamais été observées par microscopie électronique et quand elles I’ont
été pendant les phases chroniques de la maladie, notamment au niveau du sang périphérique
[André et al., 2002, Petit et al., 2005], la morphologie de ces particules s’est révélée extrémement
atypique : les virions sont « surenveloppés > par des lipides de I’h6te ce qui a donné naissance
a une nouvelle appellation, a savoir la notion de < virolipoparticules >, phénomene non décrit
pour d’autres virus (cf chapitre 2).

Au niveau de la biologie et de la réplication du virus :

— Bien qu’'une grande nombre de types cellulaires ait été testé, aucune équipe au monde n’a réussi
a cultiver HCV. Il a fallu attendre 2010 pour qu’une équipe lyonnaise [Petit et al., 2011] ar-
rive & établir une propagation sur le long terme de HCV, notamment en utilisant une lignée
hépatocytaire bipotente (la lignée HepaRG) (cf chapitre 2 et 7). En conséquence la plupart des
outils d’étude utilisés pour comprendre a la fois le cycle cellulaire de HCV et la réponse immuni-
taire spécifique (anticorps, réplicons) ont été établis & partir d’éléments viraux (protéines recom-
binantes, constructions subgénomiques et génomiques) que l'on peut qualifier de < chimeéres >.
A ce titre il faut rendre hommage a Wakita (2005) pour avoir réussi avec succes la construction
du premier réplicon susceptible de générer des particules virales apres transfection de cellules
hépatocytaires HuH7 (cf chapitre 2). A I'heure actuelle, il s’agit du seul outil de travail utilisant
HCV génotype 2a (réplicon < JFH1 » pour < Japanese Fulminant Hepatitis >) et sur lequel
reposent les résultats de milliers de chercheurs depuis une dizaine d’années afin de comprendre
la biologie intime de HCV. Ceci pose probleme car ce génotype n’est pas le plus fréquent - loin
s’en faut - par rapport aux génotypes la 1b qui représentent les souches de HCV épidémiques
prévalentes les plus virulentes dans les pays développés.

— Les modéles expérimentaux animaux se résument au modele de primates (chimpanzé) et ceux-
ci ont été mis a profit pour les essais vaccinaux, a l'’heure actuelle tres décevants. Il faut
également mentionner que, méme si le chimpanzé est capable de développer une infection HCV
productive, ce primate ne développe pas de maladie semblable (hépatite chronique) a celle
observée chez I'homme. Plusieurs équipes ont tenté de créer des modeles animaux, notam-
ment des souris chimériques (cf chapitre 2) susceptibles d’étre utilisés plus aisément notam-
ment pour reproduire l'infection pour des essais cliniques. Depuis une dizaine d’années nous
travaillons sur 1’établissement de nouveaux outils d’étude de HCV et de nouveaux modeles
d’infections expérimentales. Ces outils authentiques (souche HCV LAT, anticorps monoclonal
D32.10) nous permettent de nous affranchir des < chimeéres > utilisés par la quasi-totalité des
équipes académiques travaillant sur HCV. Ce manuscrit vous présentera une bibliographie des
connaissances sur HCV suivie des travaux expérimentaux que j’ai pu réaliser durant ces trois
années de thése en paralléle & mes activités d’enseignement comme moniteur UJF. Ces travaux
expérimentaux s’articulent sur deux axes : (i) un développement technologique sur un anticorps
monoclonal inédit (mAb D32.10 obtenu aprés immunisation avec des particules virales HCV
authentiques) et doué d’une activité neutralisante; cet anticorps conservé entre les différents
génotypes constitue une bonne sonde immunologique pour explorer 1'expression de HCV, et (ii)
la démonstration que les cellules de moustiques (Ae. aegypti, Ae albopictus) sont capables de
répliquer HCV apres une inoculation avec des particules HCV authentiques (souche LAT, Petit
et al., 2005). Ce travail fait suite a deux theses soutenues a UJF en 2002 (Raphaélle Germi) et
2009 (Yassine Rechoum). Les perspectives de ce travail sont mentionnées dans une conclusion
finale.
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Chapitre 1

Notions de virus, de réservoir, d’hote et d’arthropode

vecteur

Avant d’étudier le role que pourrait occuper le moustique en tant que vecteur dans la réplication
et la transmission du virus de I’hépatite C (HCV), il convient de définir I’entité virale mais aussi
les différents biotopes (réservoir) et étre vivants (vecteur, hote, réservoir) responsables de sa
persistance et de sa dissémination. Dans ce chapitre, des exemples de maladies virales transmises
par les arthropodes (arboviroses) et plus précisément par les moustisques seront utilisés afin
d’illustrer sa dynamique mais aussi 'importance de I’étude des populations vectorielles, du virus
et du changement climatique dans ’établissement d’un systeéme de veille sanitaire efficace.

1.1. Préambule

Le mot < virus > vient du latin virus signifiant < jus >, < poison >, < écoulement >, < puanteur >.
Les premiéres traces manuscrites du mot < virus » date du premier sieécle avant Jésus-Christ.
Aulus Cornelius Celsus (¢f Figure 1.1), médecin et écrivain sous 'empire romain, fut le premier a
souligner l'intérét thérapeutique de I’élimination du poison autrement dit < virus ». Ce concept
évolua avec I'amélioration des techniques et des connaissances : 'observation des micro-organismes
et I’étude de leur diversité (Antonie Van Leeuwenhoek, Louis Pasteur, Robert Koch). Les pre-
miers a démontrer 'existence d’un agent infectieux ultra-filtrable, responsable de la Mosaique du
tabac (TMV), non bactérien et n’étant pas une toxine, furent Dimitri Ivanowsky en 1892 suivi
de Martinus Beijerinck en 1899. Cette découverte engendra l'identification d’autres agents infec-
tieux chez ’'Homme. Ainsi, le terme généralement employé pour décrire les poisons fut donc dédié
a un agent infectieux ultra filtrable. La définition la plus utilisée fut proposée par André Lwoff en 1962.

< Ce sont des entités biologiques caractérisées par une structure nucléoprotéique simple
et des propriétés fonctionnelles particuliéres. Le génome de ces agents est constitué d’un
seul type d’acides nucléiques (ADN ou ARN), associé a une structure protéique protec-
trice, la capside, et parfois a4 une enveloppe lipidique. Ce sont des « parasites > intra-
cellulaires absolus, car ils ne contiennent pas de systéme métabolique et de synthése
capables d’assurer une réplication autonome. >

FIGURE 1.1.: Portrait d’Aulus Cornelius Celsus [Celsus et al., 1766].
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1.2. Notions de réservoir et d’hotes

Un virus étant une entité biologique, on ne peut pas parler de reproduction virale. Cette entité a

donc besoin d’un environnement favorable a sa persistance, a sa réplication et a sa dissémination. Afin
d’étudier celui-ci, les termes de réservoir et d’hote sont utilisés (¢f Figure 1.2).
Un réservoir est décrit comme < un systéme écologique (biotope et biocénose) dans lequel un agent
(zoonotique) survit indéfiniment. Il comprend donc I’ensemble des populations hétes ainsi que les hotes
intermédiaires ou vecteurs et leurs biotopes > [Savey and Dufour, 2004]. Contrairement au réservoir,
I’hote est un étre vivant qui héberge et entretient dans des conditions naturelles un agent pathogene.
Ashord définit trois types d’hotes parmi les hotes vertébrés [Ashford, 2001] : les hotes réservoirs, les
incidents et les messagers. Les hotes réservoirs, aussi appelés hotes primaires, permettent la survie de
I’agent infectieux contrairement aux hotes incidents. Les hotes incidents sont infectés au contact du
réservoir mais ne sont pas essentiels au maintien de 'agent infectieux. Les hdtes messagers ou hotes
de liaison sont définis comme des hotes incidents qui transmettent ’agent d’un réservoir a un hote. 11
est donc commun d’attribuer & un méme organisme plusieurs fonctions d’hotes.

FIGURE 1.2.: Relation entre les concepts de réservoir (1 et 2) et d’hotes (2 et 3).
Le réservoir comprend des vertébrés réservoirs (2), des invertébrés (1) et le milieu (1).
Les haotes peuvent jouer un réle de réservoir (2) ou étre des hotes incidents (3) [Savey
and Dufour, 2004].

1.3. Transmission

L’étude des modes de transmission entre hotes, réservoirs et vecteurs est indispensable dans
I’établissement d’un protocole de veille sanitaire efficace. La transmission est définie comme étant
soit horizontale/verticale et/ou directe/indirecte (¢f Figure 1.3).

La transmission verticale est décrite lorsque le pathogene est transmis & la descendance. Quatre
types de transmission verticale existent : prénatale (par le biais du placenta), périnatale (transmission
pendant I’accouchement), postnatale (par la nourriture ou par contact direct) et par transmission du
matériel génétique (le virus est dans le génome de la mere ou du pére). Lorsqu’un agent infectieux
passe d’un individu a un autre, la transmission est dite horizontale. Dans ce cas, le pathogéne peut
étre transmis de fagon directe ou bien indirecte. La propagation directe d’un agent infectieux se
réalise par contact entre des personnes infectées et non infectées. Elle a lieu lors d’un échange tel que
le toucher, un baiser ou lors d’une relation sexuelle... La transmission indirecte se fait par le biais
de < transporteurs > tels que les animaux (zoonose) ou a l'aide de vecteurs.

Les vecteurs sont définis comme des organismes pouvant transporter un ou plusieurs agents infectieux
d’un héte a un autre. Ils sont souvent associés a une espece réservoir ou bien étre eux-mémes réservoirs.
Leur role n’est pas uniquement de < transporter > l'infection mais aussi d’assurer un réle dans le
cycle du pathogene. Dans une transmission biologique, il y a obligatoirement multiplication et/ou
développement du pathogéne au sein du vecteur. On distingue alors, selon les cas, trois types de
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FiGURE 1.3.: Exemple de transmission verticale et horizontale d’un agent infectieux chez
I’homme [Dockrell et al., 2012].

transmission biologique :

e Cyclo-developpementale : la transmission d’un pathogeéne aprés qu’il ait eu une période de
développement au sein du vecteur (ex. les helminthes causant la filariose de Bancroft).

e Propagatrice : il n’y a pas de stade de développement, mais le pathogene doit se multiplier
avant d’étre transmis (ex. transmission de la bactérie de la peste Yersinia pestis par les puces).

e Cyclo-propagatrice : le pathogene subit d’abord un stade de développement suivi d’une période
de multiplication. (ex. transmission de l'agent de la malaria Plasmodium par les moustiques du
genre Anopheles).

Pour étre efficace dans la propagation d’un agent infectieux, le vecteur doit non seulement étre
compétent mais aussi étre dans un écosysteme favorable a la transmission du pathogene. Cette effi-
cacité ou capacité vectorielle est importante lorsque le vecteur est abondant, qu’il posséde une
longévité suffisante et qu’il entretient des liens entre hotes et réservoirs. L’embranchement des arthro-
podes est composé de nombreuses espéces ayant une capacité vectorielle élevée.

1.4. Arthropodes et maladies vectorielles

1.4.1. Généralités sur les arthropodes et les arboviroses

Le phylum des arthropodes est le nom donné aux animaux ayant un squelette externe (exosque-
lette), un corps segmenté et comprenant des pattes ou appendices articulés. D’apres la classification
classique, cet embranchement est divisé en cing sous-embranchements : Chélicerata, Crustacea, Hezxa-
poda, Myriapoda et Trilobita. Il regroupe a lui tout seul plus de 85% du régne animal [Borror et al.,
1989] et est responsable de la vectorisation de nombreux agents infectieux (virus, bactéries, parasites).
Les principales pathologies transmises par les arthropodes sont des parasitoses (la leishmaniose ; Leish-
mania, le paludisme; Plasmodium), des infections bactériennes (les rickettsioses; Rickettsia) et des
arboviroses (dengue; Arbovirus).
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Le terme Arbovirus provient de la contraction de arthropod-borne viruses. Il est décrit par ’OMS
comme regroupant les « virus qui subsistent dans la nature essentiellement ou en grande partie grace
a la transmission biologique entre hotes vertébrés sensibles par des vecteurs hématophages. Ils se
multiplient et provoquent une virémie chez le vertébré, se multiplient dans les tissus des arthropodes
et sont transmis a un nouveau vertébré par l'arthropode piqueur apreés une période d’incubation
extrinseque. >[OMS, 1967]

Il existe actuellement plus de 500 arbovirus pouvant entrainer chez 'homme dans certain cas, des
infections légeres voir graves appelées arboviroses. Quatre grandes familles (Bunyaviridae, Flaviviri-
dae, Reoviridae, Togaviridae) regroupent I'ensemble des arbovirus (¢f Figure 1.4) et sont responsables
de trois syndromes principaux :

e Le syndrome aigu fébrile (dengue-like) regroupant les symptémes de la fievre, éruption
maculo-papuleuse, douleurs musculo-articulaires, céphalées, douleurs rétro-orbitaires, signes di-
gestifs, asthénie. Ces symptdmes sont observés avec les virus suivant :

1. les Alphavirus : virus du Chikungunya (CHIKV), virus O’nyong Nyong (ONNYV), virus
de la Ross River (RVV), virus de '’encéphalite de la Murray Valley (MVEV), virus Kunjin
(KUNV)

2. les Flavivirus : virus de la dengue (DENV), virus du Nil occidental (WNV), virus de la
Forét de Kyasanur (VMFK)

3. les Bunyawvirus : virus Bunyamwera (BUNV), Virus Tataguine (ICTV), virus Oropouche,
virus Orungo (ORUV)

4. les Phlébovirus : virus de la Fievre de la vallée du Rift (FVR)

5. les Orbivirus : ORUV

e Le syndrome hémorragique regroupant les symptomes de la fievre maningo-encéphalite mais
aussi entrainant une atteinte du systéme nerveux central. Ces symptomes sont retrouvés dans
différents cas :

1. les Alphavirus : virus des encéphalites équines américaines (EEEV)
2. les Flavivirus : virus de ’encéphalite japonaise, WNV
e le syndrome encéphalique regroupant les symptomes fievre avec signes d’hémorragies (pur-
pura, hématome, hématémese, hématurie,...), que 'on observe pour :
1. les Flavivirus : DENV, virus de la Fievre Jaune, VMFK
2. les Phlébovirus

3. les Lesnairovirus : virus de Crimée, virus Congo

Ces symptomes se développent généralement apres l'injection de salive due a la piqiire d’un arthro-
pode infecté. Le virus ayant passé les premieres barrieres physiques va pouvoir se répliquer a proximité
du point d’entrée et des ganglions lymphatiques, entrainant la phase de virémie. Suite & cela, le vi-
rus va circuler dans l'organisme jusqu’a atteindre les organes et les cellules cibles. Les arthropodes
hématophages comme le moustique, la tique ou bien les phléotomes sont responsables de la transmis-
sion horizontale des arbovirus. Ils peuvent rester infectés et donc infectants toute leur vie mais aussi
transmettre 'agent infectieux & leur descendance (transmission verticale). Ces points leur conférent
une importance primordiale dans les études épidémiologiques et dans la gestion des risques dus aux
arboviroses.

1.4.2. Les moustiques en tant qu’arthropodes vecteurs
1.4.2.1. Cycle de vie du moustique

Apparus il y a plus de 170 millions d’années, les moustiques ou Culicidae, comptent plus de 3500
especes réparties majoritairement en trois genres principaux : Aedes, Anopheles et Culex [Resh and

22



CHAPITRE 1. NOTION DE VIRUS, DE RESERVOIR. ..

1.4. ARTHROPODES ET MALADIES VECTORIELLES

Virus
= amaril

» dengue (1 &4

= encéphalite japonaise

= encéphalite de Saint
Louis

= Murray Fallep
evcephalifls

= West Mile

= fick-borne encephalifis
(Europe centrale et
vertin-estivale russe)

= tralacdie de laforét de
Korasarnar

= fiévre hémorragioque
d'Omsk

= encéphalites équities
américaines (EEE, VEE,
WEE)

= Chikungunya

= 0N yong ryong

= Ross river

= California encephalifis
= flévre de la vallée du
Rift

= 3F Naples

= 3F Gicile

= CHF Congo

= Colorado Hek fever

Genre (famille)
Fleawivirus
(Flaviviridae)
Flawiviris
(Flaviviridae)

Fleawivirus
(Flavivitidae)
Flawiviris
(Flavivitidae)
Fleawivirus
(Flaviviridae)
Flawivirs
(Flaviviridae)

Fleawivirus
{Flaviviridae)

Flawiviris
(Flavivitidae)
Fleawivirus
(Flaviviridae)
Alphavirus
(Togavitidas)

Alphavirus
(Togaviridas)
Alphavirus
(Togaviridae)
Alphavirus
(Togavitidas)
Buvpaviris
(Butsras dag)
Philebovirus
(Butrraviidae)
Philebovirus
(Butsra dag)
Fhlehavirus
(Butrraviidae)
MNerovirus
(Butsras dag)
Colfivirus (Reoviridag)

Pathobgie
fléwre jaune

syt o e fébirile
algicue, patfods fAévre
hémorragioque
encéphalite
eticéphalite
encéphalite

fiéwre, parfois
eticéphalite

encéphalite

fléwre hémorragique
fléwre hémorragique

eticéphalite

syt ome fébrile
algicue

sk ome fébirile
algicue

syt ome fébrile
algicue
eticéphalite

syt ome fébrile
fiéwre dphlébotomes
figwre Aphléhotomes

fléwre hémorragique de
Crim ée-Congo

Vecteur
Aedes ap.

Aedes s

moustigques
houstigues
moustigues

Crdex sp.

Irodidas

tgues
Irodidae

houstigues

Crdex sp.

Arcpheles sp.

moustigues
houstigues
moustigques
phlébotom es
phléhotom es
tiques

tgues

Répartition géograp higue

Afrigque intertropicale, Américue dudud tropicale

Afrigque, Asie, Pacificque, Amérigques

Agiede UEsat et duBud-ea, [nde
Etats-Unis

Australie

Afrigque, Bassinm éditerranéen,
Inde, &sie du Sud-est, EtateTris
Europe, Asie(3ibérie)

Inde

Bibérie

Amérigques

Afrigque, Ade

Afrigue

Hustralie

Amérigque duMord
Afrigue

Bazsin méditerranéen, Asie
Bassinméditerranéen, Asie
Europe, Afrigque, Asie

Amérigque duMord

FIGURE 1.4.: Principaux arbovirus pathogénes pour ’homme [Chippaux, 2003].
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Cardé, 2003]. Présents dans le monde entier sauf en Antarctique, leurs niches écologiques sont situées
au niveau des régions tropicales et tempérées. Ils sont décrits comme des insectes holométaboles (cf
Figure 1.5) c’est-a-dire dont le stade larvaire differe radicalement de l’adulte. Leur développement
est donc cyclique et passe par une phase larvaire puis par une courte phase nymphale pour finir
par un stade adulte aérien [Clements, 1992]. Selon les genres, les femelles moustiques pondent leurs
ceufs de différentes manieres, sous différentes formes et dans des lieux différents (¢f Figure 1.5 [1]).
Plusieurs parametres comme la couleur, I'humidité ou la présence de certains composés chimiques
volatils peuvent jouer un réle important pour le choix du site d’oviposition ! [Maire, 1983, Sérandour
et al., 2010]. Les oeufs d’Aedes sont généralement déposés sur un substrat humide a l'interface air/eau
(entre 100 et 200 par femelle). Pour le genre Culex, les oeufs sont pondus par centaine sous forme de
barquette a la surface de ’eau contrairement au genre Anopheles ou les ceufs sont pondus individuelle-
ment. Les lieux propices a la ponte sont variables selon 'espéce. En effet, certaines espéces d’ Anopheles
et de Culex préferent les eaux stagnantes alors qu’Aedes verans préferent les terres humides inondées
a répétition. Par ailleurs, Aedes albopictus et Aedes aegypti pondent dans les eaux retenues dans des
contenants naturels tels que les cavités d’arbres, les coquilles ou dans des réceptacles artificiels (déchets
plastiques). En fonction des conditions environnantes ainsi que de I’espece, les oeufs peuvent éclore au
bout de 2 a 4 jours (cf Figure 1.5 [2]). Dans la plupart des cas, une diminution de la teneur en oxygene
de 'eau, liée en partie a la présence importante de matieres organiques est 1’élément déclencheur de
Péclosion. Apres cela, la phase larvaire se divise en quatre stades distincts séparés par trois mues
successives (cf Figure 1.5 [3]). La durée de cette phase larvaire varie selon les especes de Culicidae,
la température du milieu, la densité larvaire ainsi que la disponibilité en nourriture. Dans les zones
tropicales, elle ne dure que quelques jours pour des especes telles-que Aedes aegypti et Aedes albopictus
alors qu’en zone tempérée, elle peut durer plusieurs mois chez le moustique Aedes rusticus [Clements,
1992]

Les larves de moustiques sont généralement considérées comme détritivores bien qu’elles se nour-
rissent aussi de micro-organismes vivants tels que les bactéries et les algues [Clements, 1992] La
nourriture passe le canal alimentaire des larves par l'intermédiaire d’une paire de brosses buccales.
Les Anopheles ont tendance & rester en surface et a filtrer les fines particules & interface air/eau
(filtreurs de surface) tandis que les larves d’Aedes se positionnent plus en profondeur pour s’alimenter
de sédiments et collecter des particules plus grosses grice a leurs pieces buccales de type < brouteurs-
collecteurs . Enfin, les larves de Culex se nourrissent de fagon intermédiaire en filtrant I’eau et en
collectant les fines particules présentes dans la colonne d’eau (< filtreurs-collecteurs ») [Clements,
1992].

Apres le stade larvaire, de profonds changements permettent & l'insecte de passer de I’état aquatique
a I’état aérien. Au cours du stade nymphal ou pupal qui dure en moyenne 1 & 3 jours, l'insecte ne se
nourrit pas (cf Figure 1.5 [4-5]).

Une fois la métamorphose accomplie, les moustiques males émergent en premier a la surface de
I'eau, suivis des femelles 24 a 48 heures apres. Les adultes se nourrissent de saccharides la plupart
du temps trouvés dans les nectars végétaux. Apres l'accouplement, les femelles ont besoin pour le
développement et la maturation de leurs ceufs d’'un apport important de protéines qu’elles obtiennent
par Uintermédiaire d’un repas de sang sur un hote vertébré (cf Figure 1.5 [6-7]). Elles peuvent alors
absorber 1’équivalent de leur poids en sang. Selon les espéces de moustiques, les hdtes ciblés pour
le repas de sang peuvent étre plus ou moins spécifiques. Par exemple, les femelles de Culer pipiens
se nourrissent essentiellement sur des oiseaux (ornithophiles) tandis que d’autres espéces comme Ae.
albopictus ou bien An. gambiae se nourrissent sur les étres humains et sont donc considérées comme
anthropophiles [Salvan and Mouchet, 1994, Takken and Knols, 1999]. La fécondation des ceufs se
produit lors de la ponte grace au stockage du sperme du male par la femelle dans une spermatheque.

1. Fait de déposer les ceufs a un certain endroit.
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FiGURE 1.5.: Représentation du cycle de vie du moustique
La numérotation (1-7) renvoie auz différentes étapes qui sont décrites dans le paragraphe
cycle de vie du moustique [Guillaumot, 2009].

1.4.2.2. Principales arboviroses transmsises par les moustiques

Il existe de nombreux arbovirus transmis essentiellement par les moustiques, pathogénes pour
I’'Homme. Les plus importants au point de vue sanitaire sont le virus de la dengue, le virus de
I’encéphalite japonaise, le virus du Nil occidental et le virus du Chikungunya.

1.4.2.2.a. La dengue

La dengue est une des arboviroses la plus importante en terme de morbidité ? et mortalité. Environ
2 millions de personnes par an sont touchées par la forme sévere de la dengue et plus de 20 000 en
décedent. Le virus de la dengue est divisé en 4 sérotypes (DEN1 & DEN4), répandus dans toutes les
régions tropicales et subtropicales, ou il provoque chaque année d’importantes épidémies. Il occassionne
plusieurs formes de cas clinique : la dengue asymptomatique, la dengue classique (DC) et les formes
plus graves qui sont la dengue hémorragique (DH) et la dengue avec syndrome de choc (DSC) souvent
mortelle pour les enfants. La mortalité est de 'orde de 1 a 5% lors d’'une DH et peut aller jusqu’a 20%
en moins de 24 heures pour une DSC. Son réservoir est humain et les vecteurs sont les moustiques
du genre Aedes. Comme Aedes aegypti qui est le vecteur principal de la dengue. Néanmoins Aedes
albopictus est aussi un vecteur potentiel et d’autant plus important qu’il peut étre présent dans des
régions de climat tempéré. Afin d’établir un systéme de prévention efficace, le développement d’un
futur vaccin tétravalent par Sanofi ou une surveillance constante des populations et des vecteurs sont
mis en place (¢f Figure 1.6).

2. Caractere relatif a une maladie.
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FIGURE 1.6.: Poster de prévention contre la dengue (Année 2011)

1.4.2.2.b. L’encéphalite japonaise

L’encéphalite japonaise est considérée comme ’arbovirose la plus grave. En effet, tres souvent
asymptomatique, elle a une létalité de 5% a 60% suivant les formes déclarées. Méme si 30 & 50% des
personnes guérissent, ceux-ci conservent des séquelles neurologiques et/ou psychiatriques. Le virus est
présent dans la majorité des pays de I’Asie quelque soit le climat, permettant I'existence de zones
épidémiques larges allant de la Chine & la Russie. Le virus appartient au genre des flavivirus comme
le virus de la dengue. Il est transmis a 'homme par des moustiques du genre Culexr ayant piqué
des animaux virémiques (c¢f Figure 1.7) . Il n’existe aucun traitement connu de nos jours. Les seuls
moyens de prévention sont la vaccination Ixiaro®) qui a obtenu une autorisation de mise sur le marché
européenne le 31 mars 2009 et le controle des zones et des individus pouvant engendrer la maladie.
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FIGURE 1.7.: Cycle de transmission de ’encéphalite japonaise [Duggan and Plosker, 2009].

1.4.2.2.c. La fiévre du Nil occidental

Le virus du Nil occidental( West Nile virus) est de nos jours un virus sous surveillance. Les
oiseaux sont le réservoir permanent du Flavivirus. L’arbovirose qui en résulte est transmise aux hommes
et aux grands mammiféres via le vecteur moustique du genre Culex. Isolé pour la premiere fois dans
la province du Nil en Ouganda (1937), il fut décrit lors de petites épidémies qui touchérent en premier
I’Egypte et Israél dans les années 1950. Localisé en Europe centrale et Méridionale ainsi qu’au Moyen
Orient et en Inde, le virus du Nil occidental engendra de nouvelles épidémies dans les pays du Maghreb,
d’Europe centrale et de la Russie. En 1999, les premiers cas et déces furent déclarés a New York (USA).
Il ne lui a fallu qu'un an pour s’étendre a tous les Etats-Unis et atteindre en 2003 plusieurs provinces
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du Canada mais aussi ’Amérique du sud avec I’Argentine. Pour ce qui est de la France, le virus ré-
émergea dans les années 2000 sous forme d’encéphalite équine en Camargue et 7 cas dans le Var. Il
n’y a de nos jours aucun vaccin et traitement connu.

1.4.2.2.d. Le Chikungunya

Le virus du Chikungunya est un Alphavirus découvert dans les années 1953 en Tanzanie. Il
est présent en Afrique Sub-Saharienne, en Asie du sud-est et dans le sous-continent Indien. Plus
récemment, il fut identifié aux Comores vers la fin 2004 puis il atteint les iles de ’Océan Indien comme
Mayotte, I'ille Maurice, les Seychelles et le Sri Lanka. Il entraina une importante épidémie en 2006 a
la Réunion. L’'Indonésie en 2007 et Singapour en 2008 furent aussi touchées par le Chikungunya. La
transmission directe homme-homme n’existant pas, elle est dite indirecte et utilise le vecteur moustique
du genre Aedes (Aedes aegypti et Aedes albopictus). La transmission verticale in utero de la meére a
I’enfant est aussi possible. De nos jours, aucun médicament n’existe et aucun vaccin n’a été mis sur le
marché. La seule prévention possible repose sur la lutte anti-vectorielle.

1.4.2.3. Dynamiques des populations : impacts du changement climatique sur les écosystémes
vectoriels

Etant dans un systéme ouvert, la répartition et la circulation de certaines especes sont mondiales.
Ce phénomene s’est accentué avec 'apparition et 'augmentation des trafics internationaux comme le
fret ou les transports commerciaux. Ces échanges sont responsables de la circulation d’espéces dans des
environnements encore vierges comme ceci a été démontré pour Aedes albopictus qui est couramment
connu sous le nom de moustique tigre (cf. Figure 1.8).
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F1GURE 1.8.: Dynamique et répartition mondiale d’Aedes albopictus.
La zone rouge indique ’ancienne répartition d’ Ae. albopictus, la zone orange indique
les populations d’Ae. albopictus reproductrices établies depuis 30 ans et la zone jaune
indique les ports ou A. albopictus a été intercepté [Randolph and Rogers, 2010].

Du fait des conséquences sanitaires importantes dues aux arbovirus, des protocoles et des sur-

veillances entomologiques, citoyennes et humaines ont été mis en place. La surveillance entomologique
a pour objectif de détecter 'arrivée d’un vecteur dans une zone géographique encore vierge mais aussi
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d’estimer sa densité et sa prolifération dans les zones ou il est présent. Cette surveillance, réalisée par
des organismes publiques comme 1'Etablissement Interdépartemental pour la Démoustication (EID),
permet la mise en place de mesures de démoustication et empéche leur implantation pérenne. La sur-
veillance citoyenne est réalisée par des associations et des particuliers par I’entretien de leur jardin. La
surveillance de la population humaine se fait essentiellement par déclaration des maladies a transmis-
sion vectorielle et la mise en ceuvre de moyens de prévention des populations a risques. Ces systemes de
surveillance permettent la détection précoce des maladies dites a transmission vectorielle mais aussi,
a l'aide d’études épidémiologiques, le suivi de la dynamique des populations vectorielles et 1’évolution
de leurs niches écologiques. En 2007, Rodhain démontra que I’environnement avait un impact sur la
relation entre les agents infectieux, les vecteurs, et les vertébrés prouvant ainsi qu’une modification du
climat affecte ’équilibre des écosystémes [Rodhain, 2007]. En effet, la sensibilité de certaines espéces de
moustiques aux variations de température démontre qu'une augmentation de celle-ci aurait un impact
sur le développement, la dynamique, I’abondance, ’activité et la géolocalisation des moustiques vec-
teurs [Ludwig et al., 2005, Bicout, 2005]. L’augmentation de la température de I’eau entrainerait une
maturation plus rapide des larves et augmenterait le densité des populations vecteurs lors des périodes
de transmission [Githeko et al., 2001]. Il faut rajouter a cela qu'un climat plus chaud accentuerait la
fréquence des repas suite a une digestion plus rapide du repas sanguin des moustiques entrainant une
augmentation des transmissions. Tout ceci tend a démontrer qu’une augmentation de la température
amplifierait la capacité vectorielle des moustiques dans la limite ou le réchauffement ne dépasse pas les
34 ° C, température a laquelle la survie des vecteurs est limitée. L’augmentation des précipitations est
un autre facteur du changement climatique mais contrairement au facteur thermique le lien climat-
arbovirose est plus difficile & établir et plus complexe [McMichael et al., 2006]. Cependant, il a été
démontré que la modification des saisons pluvieuses peuvent affecter I’habitat vectoriel notamment
par la mise en eau des gites larvaires [Mondet et al., 2005, Schaeffer et al., 2005]. Une accentuation
des précipitations augmenterait le nombre et la qualité des gites larvaires et par la méme occasion la
densité de la végétation. Toutefois, des pluies torrentielles peuvent, a 'inverse, entrainer la destruction
des gites larvaires naturels rendant prédominant 1’existence des gites larvaires autour des habitations
[Sabatier, 2007].
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FIGURE 1.9.: Evolution du nombre des maladies infectieuses en fonction des années et de
la richesse en espéces d’oiseaux et de mammiféres
(A) Augmentation du nombre de maladies infectieuses a caractére épidémique depuis les
années 1950 en Furope.
(B) : Relation entre le nombre de maladies infectieuses et la richesse en espéces d’oiseaux
et de mammiféres pour les différents pays européens [Morand and Waret-Szkuta, 2012].

Par ces observations, le Groupe d’Experts Intergouvernemental sur 1’évolution du Climat (GIEC) et
I'Institut de Veille Sanitaire (InVS) prévoient une augmentations des maladies infectieuses et indiquent
qu’elles auraient déja touché de nouveaux continents [McMichael and Campbell-lendrum, 2003]. En
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plus des facteurs climatiques, la superficie des pays jouerait un réle important sur la biodiversité des
especes et donc sur le nombre des maladies infectieuses (¢f Figure 1.9).

Les arboviroses sont donc un sujet important du fait de leur impact sanitaire mais aussi d’actualité
avec par exemple la présence de vecteurs des maladies a transmissions vectorielles comme Aedes
albopictus (moustique tigre) en France.
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Chapitre 2

Le virus de I’Hépatite C : présentation générale

Afin d’étudier la possible réplication et transmission du virus de ’hépatite C par le moustique,
il est intéressant de s’attarder sur les spécificités et le fonctionnement de ’agent infectieux et de
ces moyens d’études (animal, cellulaire et les réplicons génomiques). Dans ce chapitre, 1’histoire
du virus sera abordée, une description détaillée (génome et protéine virale) de la particule virale
et de son cycle viral sera réalisée. Puis, une description rapportant les intéréts et les limites de
chaque modele d’étude sera établie afin de répertorier tous les moyens mis en ceuvre pour cultiver
cet agent viral.

2.1. Histoire

Les hépatites sont communément décrites comme des inflammations chroniques ou aigués du systéme
hépatique. Les plus connues sont (7) les hépatites virales, particulierement les hépatites A, B, C, D et
(ii) les hépatites alcooliques. Leur connaissance est trés ancienne et remonte a de nombreux siécles.
Néanmoins, ce n’est qu’au XXe siecle, apres la seconde guerre mondiale, que la premiere distinction
entre les hépatites virales sérologiques A et B s’est faite. Cette premiere différenciation se basait essen-
tiellement sur I’étude du temps d’incubation et sur le mode de transmission. La description de I’hépatite
C fut plus tardive et commenca en 1974 sous le terme d’Hépatite Non-A et Non- B (HNANB)
[Feinstone et al., 1975]. A cette époque, le diagnostic des hépatites A et B était devenu fiable [Alter
et al., 1975]. A partir de cette avancée, de nombreux cas non attribuables au virus de hépatite A (HAV)
et au virus de 'hépatite B (HBV) furent détectés, ce qui poussa la communauté scientifique a s’inter-
roger sur 'existence d’une autre hépatite. En 1978, Alter et al. démontrérent qu’il existait un agent
infectieux transmissible des HNANB en infectant des chimpanzés par des sérums contaminés [Alter
et al., 1978]. Pendant plusieurs années, 'infection des chimpanzés par 'agent associé aux HNANB
fut le seul moyen d’étude. Il permit de nombreuses avancées comme la découverte des tubules cyto-
logiques, conséquences cellulaires du HNANB [Shimizu et al., 1979]. De cette découverte, Feinstone
et al. déduisirent que l'agent infectieux était un virus enveloppé (Feinstone et al., 1983). Néanmoins,
aucune description réelle du virus n’était alors clairement établie. Il faut attendre 1989 pour que le
génome soit décrit comme étant un ARN simple brin ayant un cadre ouvert de lecture (ORF) unique
[Choo et al., 1989]. C’est alors que le virus HNANB prit le nom de virus de I’hépatite C ou HCV.
Au niveau médical, en 1989, Kuo et al. démontrérent que la premiére cause de transmission du HCV
était transfusionnelle ce qui permit par la suite de limiter la transmission du virus [Kuo et al., 1989]. A
partir de cette époque, de nombreuses équipes de recherche se mirent a étudier le virus afin de trouver
des thérapies efficaces. En 1998, la bithérapie Interféron/Ribavirine fut le premier traitement utilisé
contre le HCV. Néanmoins, I’absence de modele cellulaire limitait la compréhension du virus. Afin de
pallier cela, en 1999, I’équipe de Ralf Bartenschalger mit au point un réplicon dérivé du génome du
HCV [Lohmann et al., 1999]. De nos jours, le traitement du HCV reste délicat malgré la mise sur le
marché récente de nouvelles thérapies utilisant les molécules anti-protéases, telles que le Bocéprevir®)
ou le Télaprevir®).
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2.2. Epidémiologie et modes de contamination

Afin d’étudier la répartition et la fréquence de la maladie ainsi que 'efficacité des mesures préventives
contre le HCV, l'organisation mondiale pour la santé (OMS) s’est intéressée au taux d’incidence et a
la prévalence du virus a travers le monde (c¢f Figure 2.1). Le taux d’incidence est calculé en rapportant
le nombre de nouveaux cas d’une maladie sur la taille d’'une population donnée pendant une période
donnée. Il est malheureusement tres difficile d’établir un taux d’incidence précis du fait du caractere
initialement asymptomatique de la maladie qui perturbe la détection des nouveaux cas. Néanmoins,
I’amélioration des techniques de détection et de dépistage ont permis de calculer des taux de prévalence.
Cet indicateur est le reflet du nombre de personnes atteintes par la maladie dans une population
donnée. L’infection par le HCV touche un large éventail de la population mondiale. Il a été estimé que
plus de 3% de la population mondiale serait touchée par le HCV, ce qui représenterait plus de 170
millions de personnes (OMS). Néanmoins, cette prévalence mondiale cache de grandes disparités
continentales et communautaires. Les régions de la Méditerranée Orientale, du Pacifique occidental
et de I'’Afrique sont des régions tres touchées par le HCV. Elles possédent chacune un fort taux de
prévalence pouvant atteindre 5,3% pour I’Afrique. Ces régions regroupent des pays treés fortement
touchés par le virus. C’est notamment le cas de 'Egypte, qui a un taux de 18,1%, du Rwanda (17%)
et du Burundi (11,1%). Ces forts taux peuvent souvent étre expliqués par de mauvaises conditions
d’hygiéne, par le non-controle des produits dérivés du sang. C’est notamment le cas de 'Egypte
qui doit la plupart de ces cas a l'utilisation de seringues contaminées lors d’une campagne de lutte
contre les schitosomoses ([Mohamed et al., 2006]. En revanche, & 1’exception de la Roumanie, les pays
européens sont trés peu touchés. En France, le taux de prévalence est de 1%, ce qui est aussi le cas
de la plupart des autres pays européens. Toutes ces données épidémiologiques ont permis de définir
des zones ou la transmission du HCV est dite endémique (ex Afrique centrale, péninsule asiatique)
pouvant évoluer dans certaines circonstances vers une transmission épidémique ce qui est notamment
le cas pour 'Egypte ou les Etats-unies [Ward, 2013].

Prévalence

. >10%
I 2.5-10%

1 1-25% Source : WHO, 2008. All rights reserved.

FIGURE 2.1.: Distribution mondiale du HCV en 2007 (d’aprés les données de ’OMS 2008)
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La voie principale de contamination de I'hépatite C passe par une exposition directe a du sang
contaminé. La contamination aurait lieu la plupart du temps lors de transfusions sanguines, de greffes
d’organes, d’opérations chirurgicales lourdes ou d’hospitalisations avant les années 1992, date a laquelle
le dépistage lors d’'un don est devenu obligatoire. La toxicomanie est 'un des autres grands modes de
transmission de 'hépatite C. Cette voie de contamination peut s’expliquer par 1’échange et le recyclage
de seringues contaminées. Ce mode de transmission touche essentiellement les jeunes et s’est beaucoup
développé dans les années 60 du fait de la méconnaissance des maladies virales transmissibles. Le risque
de transmission du virus de la meére a U'enfant est estimé a 5% et se déroule majoritairement lors de
I’accouchement. Néanmoins, ce risque est augmenté lorsque la meére est infectée par d’autres virus.
En effet, il a été estimé qu'une co-infection HCV et HIV augmenterait les risques de transmission
de 20%. La transmission par voie sexuelle n’est pas encore clairement définie mais celle-ci serait liée
aux pratiques sexuelles dites a risque. Cependant, il a été démontré que les prostituées et les patients
co-infectés par le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) auraient une prévalence plus forte [Stary
et al., 1992]. D’autres facteurs de risque comme un nombre élevé de partenaires, la co-infection avec
d’autres maladies sexuelles (syphilis) ou la non-utilisation de préservatifs augmenteraient les risques
de contamination. Les causes de l'infection par le HCV sont difficiles a établir dans certains cas. Il
a été estimé que dans 20 a 40% des cas, la cause de la contamination reste inconnue [Karmochkine
et al., 2006].

2.3. Phylogénie et distribution géographique

Le HCV fait partie de la famille des Flaviviridae qui comprend les genres Flavivirus (ex le virus de
la fievre jaune, le West Nile virus et le virus de la dengue), Pestivirus (virus infectant les mammiferes,
tels que les bovins/porcins), Pegivirus HGV (le virus de 'hépatite G) et Hepacivirus (HCV)(infectant
les primates). Le virus de ’hépatite C humain avec le CHV (canine hepacivirus) sont les seuls membres
du genre Hepacivirus connu de nos jours [Kapoor et al., 2011]. Il existe 7 génotypes majeurs du HCV
et de nombreux sous-types identifiés au sein de chaque type (cf. Figure 2.2) [Henquell et al., 2011].

e
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FIGURE 2.2.: Arbre phylogénétique des différents génotypes du virus de I’hépatite C par
la méthode de neighbor-joining, en utilisant le modéle de Tamura-Nei (pro-
gramme MEGAA4).

La topologie a été établie avec 67 séquences codantes de virus de U’hépatite C' (ORF
complet du génome viral) représentatives des génotypes 1 a 6 . La séquence CA.QC6Y.
EF108306 représente le génotype 7 récemment décrit [Henquell et al., 2011]
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Les génotypes du HCV sont différenciés en fonction du degré d’homologie de séquence entre les
différents isolats. On décrit les génotypes comme étant des isolats partagant 65 a 70% d’identité
de séquences, les sous-types comme étant un isolat d’'un méme génotype présentant 75 a 80% d’ho-
mologie et les quasi-espéces comme un isolat ayant plus de 90% d’homologie. La coexistence d’une
forte réplication et ’absence d’activité 3’-5’ exonucléasique correctrice entraine une grande variabilité
de son génome [Simmonds, 2004] et donc une distribution géographique mondiale variable (cf.
Figure 2.3) [Zein, 2000]. De nos jours, les génotypes majoritaires mondiaux sont le la (19-33%), le 1b
(26-30%), le 2 et le 3a [Tamalet et al., 2003, Payan et al., 2005]. Cette distribution du HCV coincide-
rait avec de mauvaises pratiques en matiére d’administration parentérale ! [Frank et al., 2000, Tanaka
et al., 2004]. En effet, dés le début des années 90, les génotypes 1, 2 et 3 étaient les plus représentés
chez les donneurs de sang et chez les patients infectés en Europe [McOmish et al., 1994]. En France,
les génotypes 1b et 2 sont plus fréquemment présents chez des patients transfusés et ayant plus de 50
ans alors que les génotypes 1la ou 3a sont généralement retrouvés chez des patients ayant une histoire
de toxicomanie intraveineuse de moins de 50 ans [Martinot-Peignoux et al., 1999]. Par ailleurs, la
répartition des génotypes peut varier d’une région a I’autre. La région Auvergne concentre un nombre
important de patients infectés par le génotype 5 contrairement aux régions du sud et a la région pari-
sienne ou les génotypes 2 et 4 sont retrouvés plus fréquemment [Henquell et al., 2004, Verbeeck et al.,
2006]. Cette répartition géographique est de nos jours trés utile pour les études épidémiologiques,
I’étude des modes de transmission et de la mobilité virale.

@ Genotype 1

@ Cenotype 2

D Genotype 3 @
@ Genotype 4 e

® Genotype 5

@ Cenotype 6

MNature Reviews | Drug Discovery

FiGURE 2.3.: Diversité de la répartition géographique des différents génotypes du HCV
[Manns and von Hahn, 2013].

1. L’administration d’une substance au moyen d’une injection
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2.4. Génome

Le virus de I'hépatite C est un virus &8 ARN monobrin linéaire de polarité positive composé d’environ
9600 nucléotides (cf. Figure 2.4). Son génome est relativement riche en GC et se divise en trois grandes
parties :

e 5’UTR (untranslated regions) : la partie 5> UTR contient 341 nucléotides. Elle est divisée en
quatre domaines (domaine I & IV) possédant des structures secondaires et tertiaires tige boucle
[Wang et al., 1995]. La région 5° UTR posséde une partie nommée IRES ( Internal Ribosome
Entry Site), composée des domaines II, IIT et IV, correspondant au site de fixation ribosomal de
la sous-unité 40S [Honda et al., 1996b].

e Le cadre ouvert de lecture : cette région comporte une unique ORF commencant par un
codon initiateur de la traduction (AUG) juste apres la région 5"UTR. Cette région code pour une
polyprotéine qui sera clivée pour donner les protéines virales : les protéines de la capside, E1, E2,
p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B.

e 3’UTR : la région 3° UTR est une région de taille variable. Elle se divise en trois parties 3’var,
poly U/UC et 3’ X . Ces régions sont importantes pour la réplication virale.

<
A &
& N ¥
ORF ) Q L)
|
17 T T 1
La sm%
3'UTR
AUG
B
Genes des protéines structurales Geénes des protéines non structurales
SO | | » < >
5NC 3'NC
C E1 E2/p7 | NS2 NS3 NS4 NS5A | NS5B
341 nt 27-45 nt
915 1491 2769 3420 5313 6258 7601 9375

FIGURE 2.4.: Représentation schématique et structurelle de 1’organisation génomique du
HCV.
[A] Le brin d’ARN (+), long de 9,6 kb, est représenté avec les structures secondaires des
régions 5’ et 3’ non codantes (UTR) en rouge ainsi que l'open reading frame en bleu. Les struc-
tures secondaire de la capside et de NS5B sont aussi représentées [Scheel and Rice, 2013]. [B] Or-
ganisation génomique du HCV. Le génome du HCV est constitué d’un ARN monocaténaire
de polarité positive. Deux régions non codantes, situées aux extrémités 5’ et 3’ du génome et
nommées respectivement 5’NC et 3’NC, encadrent la partie codante constituée d’un cadre unique
de lecture. La numérotation du premier nucléotide de chaque géne est basée sur celle du génome
de lisolat de référence HCV1 [Gaudy and Goudeau, 2005].
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2.5. Protéines virales

Dans un premier temps, ’ARN viral code pour une unique polyprotéine virale d’environ 3000 acides

aminés (cf. Figure 2.5; 2.6). Plus généralement, les protéines qui en découlent sont divisées en deux
groupes : les protéines structurales et les protéines non structurales.

2.5.1. Les protéines structurales

36

e La protéine de la capside est une protéine majeure de la nucléocapside. Elle est composée

de 191 résidus de taille variable pouvant aller de 23 kDA pour la forme immature a 17 kDa
[Yasui et al., 1998]. Elle est essentiellement basique et se retrouve au niveau du cytoplasme
associée au réticulum endoplasmique, aux gouttelettes lipidiques mais aussi aux mitochondries
[Barba et al., 1997]. Il a été montré que cette protéine pouvait interférer avec un certain nombre
de processus cellulaires impliqués dans la pathogenese virale [McLauchlan, 2000]. De plus, elle
stimulerait le phénomeéne de stéatose et de fibrose [Bataller et al., 2004, Asselah et al., 2006],
déclencherait un stress oxydant, interférerait avec les mécanismes de défense antivirale de la cellule
héte entrainant une perturbation du systéme immunitaire par le HCV qui serait responsable de
I'induction des voies menant au carcinome hépatocellulaire (HCC) [Bode et al., 2003, Moriya
et al., 1998]. Plus récemment, il a été démontré que cette protéine aurait une activité chaperonne
lors de la réplication du virus [Ivanyi-Nagy et al., 2006].

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 representent les composants majeurs de ’enve-
loppe virale de taille respective 33 a 35 kDa pour la protéine E1 et de taille 70 a 72 kDa pour
E2. Elles sont transmembranaires de type I et posseédent un ectodomaine N-terminal de 160 acides
aminés (aa) et de 334 aa se trouvant dans la lumiére du réticulum endoplasmique [Dubuisson et al.,
1994] et un C-terminal transmembranaire de 30 aa au niveau de réticulum endoplasmique. Les
domaines transmembranaires de E1 et E2 sont composés de deux régions hydrophobes séparées
par des résidus chargés tres conservés. E1 et E2 possédent de nombreux sites de glycosylation
allant de cinq a six sites pour E1 et de neuf a onze sites pour E2. Cette N-glycosylation présente
dans de nombreuses espéeces virales jouerait un role dans la stabilité, 'antigénicité et sur les pro-
priétés biologiques de ’enveloppe. Du fait de la proximité du site de liaison au récepteur CDS81,
certains N-glycanes de E1 et E2, E2N1(aa417), E2N6(aa532) et E2N11(aa645) seraient impliqués
dans l'entrée du HCV [Goffard et al., 2005]. Ils moduleraient 'interaction avec CD81 et parti-
ciperaient & la reconnaissance des anticorps neutralisants sur E2 [Helle et al., 2007]. A I'heure
actuelle, la nature, la composition et la microhétérogénéité des sucres attachés aux glycopeptides
E2 ont pu étre identifiées [lacob et al., 2008]. Les deux sites N476 (N5) et N540 (N7) possédent un
niveau de conservation de 75% et 89%, conférant a la région de la glycoprotéine E2 (aa523-544)
un intérét bien particulier dans le cadre des approches thérapeutiques vaccinales. Trois régions
hypervariables (HVR) ont été identifiées dans la séquence E2 : la région HVRI, de 27 aa, la
région HVR2 constituée de 9 aa et plus récemment la région HVR3, comprise entre les régions
HVRI1 et HVR2, constituée de 35 aa [Troesch et al., 2006]. D’un point de vue conformationnel, la
région HVRI1 est tres conservée ce qui est cohérent avec le role qu’elle joue en tant que cible de la
réponse immune et dans 'attachement du virus a la cellule [Penin et al., 2001] mais ne serait pas
essentiel au cycle viral du HCV [Forns et al., 2000]. La protéine E1 est encore trés peu connue.
Néanmoins, elle pourrait intervenir dans la fusion intra-cytoplasmique [Rosa et al., 1996, Flint
and McKeating, 2000].
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2.5.2. Les protéines non structurales.

e La protéine p7 est une petite protéine hydrophobe de 63 aa (7 kDa) localisée dans le réticulum
endoplasmique. Elle posséde deux domaines transmembranaires avec ses N et C-terminal dans
la lumiere du réticulum endoplasmique. Par sa structure et ses caractéristiques biologiques, la
protéine p7 a pu étre classée comme étant une viroporine jouant le réle d'un canal ionique
[Montserret et al., 2010] et pourrait étre indispensable au relarguage et/ou ’assemblage des par-
ticules virales. Malgré son role qui reste énigmatique dans le cycle viral, il a été démontré qu’elle
serait essentielle dans 'infection du HCV chez le modele du chimpanzé [Sakai et al., 2003].

e NS2 est une protéine transmembranaire non glycosylée de taille moyenne 21-23 kDa, possédant
deux régions impliquées dans l’association avec le réticulum endoplasmique [Santolini et al., 1995]
mais qui ne seraient pas impliquées dans la réplication du cycle viral. Néanmoins, 1’association de
NS2 et la région N-terminale de la protéine NS3 constitue la NS2-3 protéase qui est une cystéine
protéase qui permettrait le clivage protéolytique de la jonction NS2 et NS3 et serait activée par
la protéine chaperonne cellulaire Hsp90 [Pallaoro et al., 2001, Waxman et al., 2001]. De plus, le
clivage du N-terminale de la protéine NS2 et de p7 est réalisé par une peptidase de la cellule hote
se trouvant au niveau du réticulum endoplasmique [Carrére-Kremer et al., 2002, 2004]. La protéine
NS2 seule perd toute activité protéasique et se serait dégradée par le protéasome. Par ailleurs,
NS2 pourrait interagir avec les cellules hotes en influengant son mécanisme de signalisation et
jouerait un role dans I’assemblage des particules virales. [Dumoulin et al., 2003, Popescu et al.,

2011].
A
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FIGURE 2.5.: Représentation schématique et structurelle de ’organisation génomique et
protéique du HCV.
[A] Représentation de la polyprotéine virale. Les losanges blanc et gris indiquent les sites de
clivage de la polyprotéine par les protéases cellulaires. Les losanges rouge et vert indiquent les
clivages par NS2-3 et la NS3-4A protéases. Les sites de glycosylation sont indiqués par les points
noires en E1 et E2. Le nombre d’acides aminés est représenté sur chaque protéine. [Scheel and
Rice, 2013] [B] Protéines du HCV connue enchassées dans la membrane du reticulum endo-
plasmique (RE lumen). L’absence de structure est matérialisée par des zones grises [Moradpour
et al., 2007)
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e NS3 est une protéine multifonctionnelle de 70 kDa relativement hydrophobe. Elle ne possede

pas de domaine transmembranaire mais reste associée a la membrane par des liaisons non co-
valentes avec NS4A. La premiére activité enzymatique de NS3 est une activité protéasique
située dans le tiers N-terminal et permet le clivage en cis du complexe NS3/4A et en trans des
jonctions NS4B/5A et NS5A /B [Bartenschlager et al., 1994]. L’autre activité enzymatique décrite,
est une activité DexH/D-box RINA hélicase-NTPase qui se situe en C-terminal et serait
impliquée dans le processus de réplication et de traduction [Borowski et al., 2002, Tai et al., 1996].
Néanmoins, le role le plus clairement attribué a cette protéine est une fonction d’inhibition du
facteur IRF3 en réponse a la stimulation du récepteur TLR3 par des ARN double brin [Foy et al.,
2003] perturbant ainsi 'immunité innée. Il a été aussi rapporté qu’elle participerait a la génération
du complexe de réplication [Lindenbach and Rice, 2005] et interviendrait dans de nombreuses voies
de signalisation cellulaire ainsi que dans le phénomene de cancérogenese [Tellinghuisen and Rice,
2002, Deng et al., 2006].

NS4A est une toute petite protéine de 8 kDa. Sa partie centrale se lie & la protéine NS3 pour
former un complexe s’ancrant a la membrane par le N-terminal [Wolk et al., 2000]. Sa fonction
majeure est de servir de co-facteur a la protéine NS3. Néanmoins, il a été démontré que
NS4A pourrait agir au niveau des mitochondries, entrainant 1’apoptose cellulaire de la cellule
hoéte [Nomura-Takigawa et al., 2006].

NS4B est une petite protéine hydrophobe de 27 kDa possédant quatre domaines transmem-
branaires et une hélice amphipathique en N-terminal permettant 1’association avec le réticulum
endoplasmique [Lundin et al., 2003, Hiigle et al., 2001]. La fonction de cette protéine reste encore
méconnue mais il semblerait qu’elle ait un role dans la réplication virale [Einav et al., 2004] en
altérant I'intégrité des membranes intracellulaires (membranous web?) [Egger et al., 2002].

NS5A est une phosphoprotéine possédant une forme phosphorylée de 56 kDa et une forme hyper-
phosphorylée de 58 kDa [Kaneko et al., 1994]. Elle est attachée a la membrane intracellulaire par
une hélice alpha amphipathique située en N-terminal et s’insére horizontalement dans la bicouche
lipidique [Brass et al., 2002, Elazar et al., 2003].Au niveau du reticulum endoplasmique , elle forme
un homodimere capable de fixer le brin ARN permettant la réplication virale et ’assemblage de
la particule virale [Appel et al., 2006, Seeger, 2005]. De plus, il a été démontré que son état de
phosphorylation aurait un impact sur l'efficacité de la réplication [Appel et al., 2005, Evans et al.,
2004]. NS5A modulerait la réponse interferon [Tan and Katze, 2001] et aurait un impact sur les
voies de signalisation cellulaire [Tellinghuisen and Rice, 2002, Reyes, 2002, Macdonald and Harris,
2004].

NS5B est une protéine phosphorylée (68 kDa) possédant un C-terminal transmembranaire [Iva-
shkina et al., 2002]. Elle a une séquence nucléotidique trés conservée qui se retrouve au niveau
des différents génotypes du virus mais aussi chez d’autres virus ARN. Par ailleurs, elle posséde un
motif d’acides aminés GDD spécifique aux ARN-polymérases ARN dépendantes (RARP).
Sa représentation cristallographique montre trois sous domaines nommés finger, thumb et palm
comparable a d’autres polymérases virales [Lesburg et al., 1999, Bressanelli et al., 1999]. NS5B est
donc PARN polymérase du HCV permettant la synthése d’un brin ARN de polarité négative qui
servira de matrice pour générer le brin ARN de polarité positive. Néanmoins, cette polymérase
ne possede pas de systeme de correction et elle est donc responsable d’un nombre élevé de muta-
tions et donc d’un nombre élevé de variants viraux chez un méme patient appelés quasi-espéces.
L’ensemble des protéines NS3-NS5Bforme donc le complexe de réplication du virus de ’hépatite
C [Bartenschlager et al., 2004].
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2.6. Cycle viral

Le cycle viral est composé de quatre grandes étapes qui sont : (i) la fixation (cf. Figure 2.7 [1]) et
I’internalisation virale (cf. Figure 2.7 [2]) avec la decapsidation (cf. Figure 2.7 [3]) qui permettra
la libération de 'ARN (+) dans le cytoplasme. Cette étape sera suivit de (ii) la traduction de
la polyprotéine virale (cf. Figure 2.7 [4]) qui permettra de produire les protéines nécessaires a la
formation de nouveaux virions mais aussi & la formation du complexe de réplication permettant (iii)
la réplication virale (cf. Figure 2.7 [5]). Gréace a cela, ’ARN (-) sera produit qui permettra de servir
de matrice pour la synthése d'un ARN (+). (iiii) L’assemblage et la sécrétion de la particule virale
(cf. Figure 2.7 [6-7]).
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FIGURE 2.7.: Représentation schématique du cycle de réplication du HCV.
Les différentes étapes et sous étapes du cycle virale sont numérotées de 1 a 7 et sont
détaillées dans le paragraphe cycle viral. Les abréviations LVP et cLD sont respectivement
utilisées pour lipoparticules et gouttelettes lipidiques [Scheel and Rice, 2013].

2.6.1. Fixation et internalisation de la virolipoparticule (cf. Figure 2.7 [1-2-3], 2.8)

La premiere étape de réplication du HCV commence avec une étape de fixation a la cellule hote.
Cette fixation se matérialise par la reconnaissance des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 avec des
protéines d’une cellule dite < cellule-hote >. In vivo, les glycoaminoglycanes (GAGs) comme les
sulfates d’héparane (HS) seraient les premiers points de fixation entre le HCV et la cellule hote
[Barth et al., 2003, 2006, Koutsoudakis et al., 2006]. Cette fixation non spécifique permettrait ensuite la
complexation du virus avec d’autres molécules cellulaires dont les plus connues sont le « Low Density
Lipoprotein Receptor > (LDL-R), le < high density lipoprotein scavenger receptor classe B
type 1 > (SRBI), le complexe membranaire CD81 et deux protéines des jonctions serrées comme
la claudine-1 (CLDN1) et I'occludine (OCLN) [Haid et al., 2010]. De facon générale, la fixation de
E2 au niveau du recepteur CD81 activerait la voie de signalisation RHO se qui modifierait I’orientation
des filaments d’actine de la cellule permettant le basculement de la particule virale vers les jonction
serrées [Brazzoli et al., 2008]. D’autre récepteurs, comme le récepteur du facteur de croissance (EGFR)
et le recepteur éphrine de type A ont été identifiés chez 'homme comme étant essentiels a ’entrée
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du HCV en favorisant l'interaction CD81-Cldnl [Lupberger et al., 2011, Diao et al., 2012]. De plus,
il semblerait que le complexe CLDN1 et CD81 jouent un role essentiel dans 'entrée virale et que la
majorité des CLDNT1 interagissent avec OCLN mais aucune relation n’a pu étre mise en évidence entre
CLDNI1 et OCLN [Harris et al., 2010, Krieger et al., 2010]. D’autres études portant sur l’endocytose
du HCV ont démontré que 'entrée virale dans les cellules hépatiques humaines, primaires ou non,
utiliserait la voie d’endocytose clathrine dépendante (Blanchard et al., 2006). Cependant, le phénomene
d’internalisation reste encore méconnu. Coller et al ont suggéré que le HCV serait internalisé avec les
récepteurs CD81 et CLDN1 dans des endosomes précoces et tardifs [Coller et al., 2009]. Le pH acide de
ces endosomes (pH=>5.5) serait responsable de la pénétration par fusion membranaire de I’enveloppe
virale et de la décapsidation. Néanmoins, les mécanismes de fusion du HCV ne sont pas complétement
élucidés. Il a été suggéré que la fusion du HCV était similaire a celle des autres Flaviridae et que la
fusion membranaire pH-dépendant permettait I'internalisation du génome dans le cytosol des cellules
hotes. TARN génomique alors dissocié de la capside servirait d’ARN messager permettant au complexe
de traduction de synthétiser une polyprotéine virale.
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FIGURE 2.8.: Fixation et internalisation de la virolipoparticule

Les lipoparticules virales (LVP) s’attachent auz récepteurs non spécifiques héparane sul-
fate (HS), le récepteur aux lipoprotéines de faible densité (LDLR) et la classe récepteur
1 membre (SRB1) B. SRB1 pourrait induire des changements de conformation de la
glycoprotéine E2 libérant le site de liaison ¢ CD81 (étape 1). L’interaction de CD81
avec E2 active alors la transduction du signal via le récepteur au facteur de crois-
sance épidermique (EGFR) et HRAS, ainsi que par des GTPases Rho (étape 2). Ces
événements de signalisation entrainent le mouvement latéral du complexes HCV-CD81
vers les sites de contact cellule-cellule (étape 3), linteraction de CD81 avec la Clau-
dine 1 (Cldn1), et linternalisation du HCV par endocytose (étape 4). Le faible pH du
compartiment endosomal entraine la décapsidation (étape 5). [Lindenbach and Rice,
2013].
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2.6.2. Traduction et maturation de la polyprotéine (cf. Figure 2.7 [4], 2.9)

Dans le cytoplasme, I’ARN viral de polarité (+) est directement traduit en une seule polyprotéine
d’environ 3000 amino-acides. La traduction est initiée grace a 'IRES qui a une structure secondaire
complexe et hautement conservée comprenant quatre domaines distincts (I-IV) [Bukh et al., 1992,
Simmonds et al., 1993]. La structure de I'IRES en <« tige-boucle > confére & cette région sa fonction
de formation du complexe 80S. La traduction de la polyprotéine commence par la fixation de la sous
unité ribosomale 408 (cf. Figure 2.9) au niveau du domaine III de 'IRES sur lequel se fixera le facteur
eucaryote eIF3 [Kieft et al., 2001, Kolupaeva et al., 2000, Sizova et al., 1998]. De plus, le domaine
IV contenant le codon initiateur AUG fixera le complexe ternaire el[F2-GTP-met ARNt permettant
la stabilisation du complexe 48S [Otto and Puglisi, 2004, Ji et al., 2004, Honda et al., 1996a]. Ce
complexe ternaire sera hydrolysé par le domaine II de 'IRES entrainant le relargage de elF2, elF3la
fixation de la sous unité 60S et des facteurs d’initiation elF5, eIF5B [Locker et al., 2007, Fraser et al.,
2009, Pestova et al., 1998]. De plus, la traduction pourrait étre modulée par les protéines virales
(capside, NS4A et NS4B) mais aussi par des proteines cellulaires comme la protéine La [Ali et al.,
2000] et la protéine Pyrimidine Tract-Binding protein (PTB) [Ali and Siddiqui, 1995]. Des la fin de
I’assemblage, la phase d’élongation peut alors commencer et former une pré-protéine jusqu’a 'arrivée
du codon stop entrainant le relargage de la chaine polypeptidique. Le clivage de cette chaine par deux
protéases virales et une protéase cellulaire va permettre la maturation de la chaine polypeptidique
produisant ainsi les protéines structurales et des protéines non structurales du HCV. Les protéines
structurales sont clivées par une signal peptide peptidase (SPP) présente au niveau de la lumiere du
réticulum endoplasmique [Dubuisson et al., 1994]. Les protéines non structurales sont elles clivées par
deux protéases virales : d'une part la NS2-3 protéase dotée d’une activité autocatalytique permettant
le clivage de NS2 et NS3 et d’autre part la sérine protéase NS3-4A qui permet le clivage de NS3/4A,
NS4B/5B et NS5A /5B [Grakoui et al., 1993].
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2.6.3. Réplication du génome viral (cf. Figure 2.7 [5])

Le phénomene de réplication se fait grace a lactivité ARN-polymérase ARN-dépendante de la
protéine NS5B et des autres protéines non structurales NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B. Celles-ci
forment un complexe de réplication avec les protéines cellulaires de I’héte qui s’associent au réseau
membranaire vésiculaire et péri-nucléaire. La formation des membranous web permettront alors une
concentration des produits viraux, fournira les constituants lipidiques et protégera les ARN viraux
des mécanismes de défense de la cellule hote [Egger et al., 2002]. Ce complexe ainsi formé pourra
synthétiser un brin ARN négatif qui servira de matrice pour la synthese de ’ARN positif. Ces ARN
(4+) génomiques seront alors encapsidés.

2.6.4. Assemblage et libération des particules virales (cf. Figure 2.7 [6-7] 2.10)

Le mécanisme d’assemblage est de nos jours encore mal connu (cf. Figure 2.10). Néanmoins, la
protéine de la capside s’oligomériseront au niveau de gouttelettes lipidiques et interagirait avec la
région 5’'UTR de ’ARN (+) avec 'aide de la protéine NS5A afin de former la nucléocapside. D’autre
études ont montré que le complexe NS2-p7 jouerait un role clef dans la production de nouveaux virions.
Ce complexe (NS2-P7) interagirait avec 'enzyme NS3-4A afin, de libérer la caspide des goutellettes
lipidiques pour former une particule virale neosynthestisée. La formation de ’enveloppe se réaliserait
par bourgonnements a travers les membranes intracellulaires. Les protéines structurales ont été loca-
lisées au niveau du réticulum endoplasmique mais aussi au niveau de ’appareil de Golgi prouvant que
les virions formés en suivant les voies normales de secretion [Serafino et al., 2003].
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Ficure 2.10.: Assemblage de la particule virale
L’ARN wiral est décalé pendant la réplication ce qui permet [’assemblage du virus. L’in-
teraction entre p7-NS2 et NS3-4A permet le recrutement de la protéines de la capside
au niveau du site d’assemblage du virus. Les particules virales s’assemblent par le re-
crutement de complezes E1-E2 et le bourgeonnement dans le RE [Lindenbach and Rice,
2013].

43



CHAPITRE 2. LE VIRUS DE L’HEPATITE C ... 2.7. LES MODELES D’ETUDES

2.7. Les modéles d’études

2.7.1. Les modéles animaux
2.7.1.1. Chimpanzés (cf. Figure 2.11)

Le chimpanzé (Pan troglodytes) est I'un des modeles les plus utilisés en ce qui concerne ’étude des
voies d’infections, de réplication et pour 1’étude des réponses immunitaires (innée ou humorale) du
HCV [Alter et al., 1978, Hollinger et al., 1978]. Il est estimé que dans plus de 70% des cas, le virus de
I’hépatite C persiste chez le chimpanzé, qui est une propriété que ’on retrouve chez ’homme. Dans la
majorité des cas, I'infection par le HCV entraine chez ’animal une augmentation des aminotransami-
nases due a I'inflammation et a la nécrose des tissus hépatiques. Malgré ces ressemblances, I'infection
chez le chimpanzé se fait a faible niveau. Les différences majeures entre I’homme et le chimpanzé
viennent de l'inefficacité du traitement interféron sur l'infection mais aussi du faible développement
de cirrhose et de HCC lors d’une chronicité de la maladie chez le primate [Muchmore et al., 1988,
Bradley, 2000]. Cependant une étude récente [Olsen et al., 2011] a montré que le chimpanzé infecté
répondrait aux nouvelles thérapeutiques comme I'inhibiteur de protéase. Malgré ce nouvel intérét, pour
des raisons éthiques, de disponibilité et de couts, 'utilisation du chimpanzé comme animal d’étude
reste limitée.

FIGURE 2.11.: Pan troglodytes

2.7.1.2. Tupaia belangeri (cf. Figure 2.12)

Tupaia belanger: est une musaraigne génétiquement proche des primates et sensible a de nombreux
virus comme 'herpes simplex (HSV), les rotavirus ainsi que P'HBV. De plus, il a été démontré que
I'infection in vivo par le HCV [Xie et al., 1998] ainsi que la réplication dans les cellules primaires
hépatocytaires était possible [Zhao et al., 2002]. Néanmoins, toutes les infections réalisées furent uni-
quement transitoires [Amako et al., 2010, Xu et al., 2007]. Les difficultés d’entretien, et notamment
les difficultés de reproduction en captivité de cet animal proche des primates, limitent son utilisation
comme animal d’étude.

ongabay com

FIGURE 2.12.: Tupaia belangeri
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2.7.1.3. Les modéles murins

Un animal dit transgénique est un animal dont les genes exogénes ont été modifiés dans le but
d’analyser la fonction de ceux-ci. En ce qui concerne le virus de I'hépatite C, les souris transgéniques
ont été utilisées dans le but d’étudier l'interaction entre le virus et la cellule hote, 'effet de certains
génes du HCV in vivo mais aussi dans le but d’infecter in vivo des hépatocytes. Ce modele d’étude a
largement contribué & de nouvelles découvertes notamment sur I'impact des protéines de la capside sur
la physiologie de ’héte et du virus. Néanmoins, 'infection directe par le HCV des souris transgéniques
étant impossible, il est difficile de considérer les observations comme étant le reflet de l'infection in
vivo par le HCV. Afin de pallier cette limitation, d’autres groupes de recherche ont utilisé des souris
transgéniques dite chimériques ou humanisées (cf. Figure 2.13). Un des exemples de souris humanisées
est la souris transgénique SCID/Alb-uPA [Meuleman et al., 2005]. Elle provient du croisement
d’une souris Alb-uPA (urokinase plasminogen activator) ayant des lésions hépatiques sévéres avec
des souris SCID immunodéficientes. A partir de ce modele, ces souris subissent une transplantation
d’hépatocytes humains, puis sont infectées par du sérum humain infectieux. Il a été démontré que la
réplication virale apparaissait apres 35 semaines. Ces résultats prouvent que la réplication du HCV
a l’échelle animale est possible. Ce nouveau modele animal a aussi permis d’étudier 'efficacité de
nouvelles thérapeutiques comme l'interféron alpha2b et les inhibiteurs de protéase BILN2061.

D’autres modeles de souris humanisées ont été élaborés pour étudier la réplication virale ainsi que
l’activité de molécules anti-HCV. C’est notamment le cas des souris Trimera qui étaient utilisées
a Porigine dans I’étude du développement des cellules B et T [Ilan et al., 2002, Lubin et al., 1994,
1991]. Ces souris ont été obtenues apres élimination puis reconstruction de la moelle épiniére provenant
des souris immunodeficientes SCID, suivie d’une greffe de cellules hématopoiétiques et hépatiques hu-
maines sous la capsule rénale. Infectées ex vivo avec du sérum HCV positif, 50% des souris développent
une virémie pouvant aller jusqu’a 1 x 105 copies/mL. Néanmoins, I'utilisation de ce modéle dans
I’évaluation de la cytotoxité des traitements est impossible du fait de I’apparition d’anomalies histo-
logiques dues a la transplantation extra hépatique. De plus, ’étude de ’entrée et de la neutralisation
virale a I'aide de ce modele reste impossible du fait de 'incapacité d’infecter in vivo. Plus récemment,
Dorner et al ont développé un autre modele de souris humanisée exprimant les récepteurs potentiels
du HCV permettant ainsi I’étude de 'entrée virale [Dorner et al., 2011].

2.7.2. Les modeéles cellulaires

Un des problemes majeurs pour étudier le cycle viral du HCV est I’absence de modele de culture
cellulaire robuste réalisant le cycle complet de réplication.
Un des seules modeles cellulaires possible pour I'étude du HCV passe par 'utilisation de cultures
primaires d’hépatocytes humains et les cellules mononuclées du sang périphérique [Cribier et al.,
1995, Kao et al., 1997]. Les cellules hépatocytaires sont particuliéres car elles sont différenciées, pola-
risées (pole apical et un pdle basolatéral) et possedent des jonctions serrées (claudine 1 et occludin),
récepteurs essentiels a I'entrée virale du HCV. 1l a été démontré que des cellules isolées a partir du foie
d’origine humaine ou de chimpanzé pouvaient répliquer le virus [Ito et al., 1996] mais aussi produire
des particules potentiellements infectieuses. Etant tres proches des conditions in vivo, elles furent une
des seules possibilités pour I’étude du HCV. Néanmoins, un des inconvénients majeur a leur utilisation
fut la faible capacité réplicative de ces modéles et leur obtention (biopsie chirurgicale).
Pour cela, d’autre équipe ont travaillé sur des lignées cellulaires.
Les plus connues sont d’origine hépatique comme WRL68 (Hépatocytes embryonnaires), Hep G2
(hépatoblastome), Huh-7, PH5CH (hépatocytes non néoplasiques) et les lignées d’origine lymphocy-
taire de type T et B, MOLT-4, MT-2 et Daudi. Les cellules PH5CH peuvent étre infectées avec des
particules virales provenant de sérum de patients chroniquements infectés par le HCV. La plupart de
ces lignées utilisés ont un niveau de réplication virale faible et transitoire (persistance des
brins ARN+ et ARN-). En effet, les cellules Hep G2 sembleraient avoir un brin (+) ne persistant
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FIGURE 2.13.: Modéle de souris chimérique Alb-uPA/SCID pour I’é

tude du HCV.

Des souris Alb-uPA (hétérozygote) ont été croisées avec des souris SCID (homozygotes).
La génération Alb-uPA/SCID sont transplantées avec des hépatocytes humain infectées
par du sérum HCV positif ou par des particules recombiants HCVee [Barth et al., 2008].
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que deux jours ce qui prouverait ’existence d’un cycle viral incomplet. Par ailleurs, I'infection de ces
cellules activerait la voie de signalisation de l'interféron et une réponse autophagique [Kanda et al.,
2006, Ait-Goughoulte et al., 2008].

2.7.3. Les modéles viraux
2.7.3.1. Les modéles pseudoviraux : les Viral-Like Particles (VLP ou HCV-LPs)

Face a linefficacité des systéemes cellulaires & répliquer le virus de I’hépatite C, des modeles
d’études viraux ont du étre développés. Dans un premier temps, des viral-like particles (HCV-LPs)
ont été synthétisées in vitro afin d’étudier I’étape de liaison aux récepteurs cellulaire. Ces particules
contiennent les protéines structurales du HCV (core, E1, E2) et sont exprimées via des vecteurs vi-
raux d’expression (le virus Semliki forest virus SF'V) en cellules de mammiféres ou d’insectes [Baumert
et al., 1998, Blanchard et al., 2002]. Du fait de leurs propriétés antigéniques identiques aux particules
naturelles, ces HCV-LPs sont intéressantes dans ’établissement de vaccins [Baumert et al., 1999].
Cependant, 'intérét des ces HCV-LPs reste limité du fait de 'absence de matériel génomique.

2.7.3.2. Les réplicons subgénomiques

La mise au point d’un réplicon subgénomique fait suite au probleme d’étude de la réplication du
HCV. Le premier réplicon fut construit en 1999 sur la base du génotype 1b exprimant les genes
de résistance de la néomycine a la place des protéines structurales et les protéines non structurales
du HCV controlées par 'IRES du EMCV (Virus de ’EncéphaloMyocardite) [Lohmann et al., 1999].
Afin d’établir une lignée produisant le réplicon subgénomique, cet ARN est transfecté dans les cellules
hépatocytaires Huh-7 sous la pression d’une sélection antibiotique. D’autres lignées nommés Huh7.5 et
Huh7-lunet ayant une forte réplication ont par la suite été sélectionnées. Cependant, il a été démontré
que de nombreuses mutations adaptatives apparaissent, notamment dans les régions NS3, NS4B,NS5A,
augmentant le facteur de réplication de 104 [Blight et al., 2000]. Un des conséquences de ces mutations
est la phosphorylation de NS5A dont I’hyperphosporylation agit négativement sur HCV [Evans et al.,
2004]. Par la suite, d’autre réplicons ont été établis a partir d’autre isolats (la et 2a). Malgré leur
intérét pour I’étude de la réplication et ’effet inhibiteur des thérapeutiques, ces réplicons adaptés a la
culture n’ont jamais permis la production de virions infectieux [Pietschmann et al., 2002].

2.7.3.3. Les pseudoparticules (HCVpp) (cf. Figure 2.14)

Les HCVpp sont obtenues par transfection des vecteurs d’expression contenant uniquement les
protéines E1 et E2 du HCV et la protéine core de la capside ainsi que le génome rétroviral (le virus de
la leucémie murine, MLV) ou lentiviral. Les cellules ainsi transfectées produisent des pseudoparticules
appelées HCVpp. La présence d’'un marqueur et du génome n’étant pas celui du HCV permet le suivi
de l'infection mais aussi le travail en laboratoire de catégorie de niveau 2 alors que la mise en culture du
HCYV se fait habituellement en niveau 3. Ces particules ont été tres utilisées pour 1’étude de I'entrée
virale [Bartosch et al., 2003b] mais ne permettent cependant pas ’étude du cycle complet et plus
précisément du systéme réplicatif viral.
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FIGURE 2.14.: Production de pseudoparticules du HCV [Helle and Cocquerel, 2008].

2.7.3.4. Formes plasmatiques du HCV (cf. Figure 2.15)

Le virus a été étudié a partir de son réservoir naturel c’est-a-dire & partir du sang et de sérum.

Plusieurs inconvénients peuvent étre notés :

1. Les particules virales obtenues & partir de sérum de patient HCV positif présentent des grandes
disparités que ce soit au niveau de la taille, de la population et de ces caractéristiques morpho-

logiques.

2. Les particules virales du HCV circulent dans 1’h6te sous plusieurs formes. Elles peuvent cir-
culer sous forme de virions libres, étre associées aux immunoglobulines ou étre associées aux

lipoprotéines de faible ou de trés faible densité [André et al., 2002].

3. Il faut ajouter a cela, que le HCV circulerait sous forme de lipoviroparticules & faible densité
(LVP). Cette particularité explique 1'hétérogénéité des particules virales, ainsi que leur faible
densité (environ 1,10 g/mL) rendant ainsi difficile leur caractérisation. Pour remédier a cela,

d’autre modeles ont été développés.

2.7.3.5. Le HCV produit en culture de cellule (HCVcc)

En 2005, le clone JFHI1 a été isolé a partir d’'une hépatite fulminante de génotype 2a chez une
patiente japonaise. Son ARN a été transfecté dans des cellules dérivées de la lignées Huh-7 ayant été
sélectionnées pour leur grande permissivité au HCV [Wakita et al., 2005]. Ce réplicon ne nécessite
pas de modifications adaptatives pour se répliquer et peut donc produire des particules infectieuses
appelés HCVcce (cc étant utilisé pour cell culture). Malgré ces nombreuses implications dans ’étude
du HCV (entrée cellulaire, réplication et assemblage), I'utilisation de ce systéme reste tres réglementé

et est restreint a un seul génotype.
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i, A, Protéine
de la

Fi1GURE 2.15.: Virolipoparticules du HCV
(A) schématisation d’une particule virale du HCV. (B) Clichés de microscopie
électronique présentant la particule virale dans 8 états : fixée par affinité sur une grille
(gauche), liée a des billes magnétiques interagissant avec la glycoprotéine E2 (milieu)

et en cryomicroscopie (droite). (C) modéle d’une particule HCV interagissant avec des
lipoportéines. [Lindenbach and Rice, 2013].
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Chapitre 3
Physiopathologie

Afin de compléter I’étude du virus qui nous intéresse, ce chapitre présentera la physiopathologie
ainsi que les thérapeutiques passées et en voie de développement.

3.1. Les hépatites Virales C

Le scénario clinique de la maladie commence par une incubation moyenne de 7 & 8 semaines (cf.
Figure 3.1). Néanmoins, celle-ci peut étre trés variable suivant les individus et les caractéristiques de
I'inoculum et peut s’étaler de 2 a 26 semaines. L’infection donne lieu a une hépatite aigiie qui est
asymptomatique dans 80% des cas.

3.1.1. Hépatite C aigué

Dans les cas d’hépatites aigués symptomatiques, les symptomes ne sont pas réellement typiques
et passent tres souvent inapercus, rendant le diagnostique clinique et biologique difficile. Les
symptomes les plus décrits sont 'anorexie, la fatigue, les nausées, la fievre et dans 25% des cas
le patient peut déclarer une jaunisse. Ces symptdomes sont présents de 2 a 12 semaines suivant les
individus [Orland et al., 2001]. Les hépatites aigués fulminantes sont tres rares [Farci et al., 1996].
L’infection virale sera donc diagnostiquée essentiellement par la recherche de marqueurs biologiques
dans le sang qui sont :

1. la présence d’ARN viral ! détectable par PCR 1 & 3 semaines aprés la contamination [Farci et al.,
1991];

2. une augmentation transitoire de 10 fois la normale des transaminases telles que ’alanine amino-
transferase (ALAT) et 'aspartate aminotransferase (ASAT) ;

3. une apparition d’anticorps anti-HCV détectés? lors d’une sérologie dés 6 & 8 semaines aprés
la contamination. Cette recherche est la plupart du temps réalisée par technique immunoen-
zymatique ELISA. Dans tous les cas, un premier résultat positif sera confirmé par un second
prélevement.

Apres la phase aigué, la maladie évolue vers une infection chronique ou, dans 20% des cas, peut
évoluer vers une guérison totale. Dans ces circonstances les patients élimineront spontanément le
virus, le plus souvent dans les trois mois suivant les signes cliniques [Corey et al., 2006, Micallef et al.,
2006, Santantonio et al., 2006].

1. Virémie
2. Séroconversion
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CHAPITRE 3. PHYSIOPATHOLOGIE 3.1. LES HEPATITES VIRALES C

3.1.2. La guérison spontanée

Selon les études, 10 & 40% des personnes ayant développé une hépatite aigué guérissent de fagon
spontanée. Cette guérison se traduit par une chute du taux des transaminases, une virémie nulle
et des anticorps anti-HCV encore présents mais en nette diminution. Cependant, il n’est pas encore
clairement établi si la guérison du sujet est totale ou si 'infection persiste malgré une absence d’ARN
du HCV dans le sérum. Néanmoins, cette guérison spontanée ne protege pas l'individu contre une
ré-exposition mais les chances d’une évolution vers une chronicité restent faibles [Mehta et al., 2002].

3.1.3. Hépatite C chronique

On parle de chronicité lorsque PARN du HCV est détectable dans le sérum pendant plus de 6
mois. Ainsi, 80% des personnes ayant eu une infection aigué développent une infection chronique &
développement lent. Les conséquences de la maladie sont une inflammation du tissu hépatique, puis
une fibrose hépatique appelée cirrhose et dans certains cas évoluant vers un carcinome hépatocellulaire
(HCC) ou & une insuffisance hépatique. L’issue de I'infection chronique varie selon ’hygiéne de vie du
patient : I’alcool, le tabac, la consommation de cannabis, I’dge ou bien une co-infection HIV peuvent
étre des facteurs aggravants [Vaquer et al., 1994]. Le diagnostic de l'infection chronique est réalisé
par la recherche de marqueurs biologiques de l'infection aigué et peut parfois étre complété par une
analyse histologique par ponction biopsie hépatique (PBH). Les personnes atteintes par le virus de
I’hépatite C développeront une maladie du foie nommée fibrose qui évoluera dans le temps. 20% de
ces malades développeront une cirrhose en 20 ans [Persico et al., 2000]. Parmi celles-ci, des personnes
vont alors dans certains cas développer un cancer du foie ou HCC (Hepatocellular Carcinoma) qui
sera mortel dans 33% des cas dans la premiére année.

A B =
ARN HCV
=//:ETN HCV +/- Symptomes WAL
+/- Symptomes W Anti-HCV W Anti-Hev

Infection par HCV

Infection par HCV

T | N — T T ™ T T T ™1 T T T —rrrrrr T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
SEMAINES SEMAINES

FIGURE 3.2.: Profils sérologiques d’une hépatite C aigué suivie d’une phase évoluant vers
la guérison (A) ou vers la chronicité (B).
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3.2. La réponse immunitaire

Une infection virale entraine chez une personne non immuno-déprimée une réponse non spécifique
rapide dite innée suivie d’une réponse immunoadaptative spécifique de I'agent viral. Le but de cette
réponse innée est d’identifier et de limiter la propagation de I'infection. Pour cela, les cellules de I’hote
infecté et les cellules effectrices de 'immunité (les cellules macrophagiques, les cellules natural killer,
les cellules neutrophiles) déclenchent une réponse antivirale qui conduit a I’expression de facteurs de
transcription et a la production de cytokines. Dans un second temps, les cellules présentatrices d’an-
tigénes matures entraineront l’activation d’une réponse spécifique humorale (production d’anticorps
par les lymphocytes B différenciés) et une réponse cellulaire qui passe par l'activation des lymphocytes
T cytotoxiques (CTL) et auxiliaires.

3.2.1. La réponse immunitaire innée (cf. Figure 3.3)

Pendant la phase précoce de 'infection, la charge virale augmente des les premiers jours de I'infection
et reste élevée pendant toute la période d’incubation. A ce stade, le virus va étre reconnu comme un
agent pathogene a motifs moléculaires associés (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs) via
les récepteurs cellulaires de reconnaissances de motif (Patent Recognition Receptor, PRR) [Akira and
Hemmi, 2003, Saito and Gale, 2007]. Les PRRs sont divisés en plusieurs catégories : les PRRS sécrétés,
les PRRS membranaires, les PRRS vésiculaires (TLR-3, TLR-7/8, TLR 9) et les PRRS cytoplasmiques
(les récepteurs & ARN double brin cytoplasmique-PKR). Dans la reconnaissance des acides nucléiques
viraux, trois grandes familles de PRRs joue un réle dans la réponse immunitaire innée : les TLRs
(notamment les TLR3, TLR7, 8 et 9 qui sont localisés au niveau des endosomes de certains types
cellulaires), les récepteurs de la famille des RIG like receptors (RLRs) avec RIG-I qui sont exprimés
dans le cytoplasme.

3.2.1.1. Les récepteurs de type Toll

Les récepteurs de type Toll (Toll-like receptor, TLR) font partie de la famille des récepteurs de
type interleukin-1. Il existe 11 TLR différents reconnaissant chacun un ligand spécifique. Lors d’une
infection virale par HCV, les TLRs majoritairement recrutés sont les TLR 3, 7, 8 et 9 reconnaissant
soit de ’ARN double brin (TLR3), de PARN simple brin (TLR7/8) ou de PADN (TLR9) [Imler
and Hoffmann, 2000, Tsan, 2006]. L’ensemble des TLR posséde une structure identique composée
d’un domaine riche en leucine (Leucine-rich repeat, LRR) et d’'un domaine Toll/IL-1R (TIR). Tous
les TLRs a 'exception de TLR3 utilisent la méme voie de signalisation passant par le recrutement
de l'adaptateur MyD88 via le domaine TIR [Akira and Takeda, 2004, Tsan, 2006]. Celui-ci, grace
a la kinase IL-1R (IRAK), active TRAF6 qui permettra la stimulation de la voie de signalisation
TAK1 entrainant la production de NF-xB et de cytokines. En paralléle, d’autres voies d’activation
faisant intervenir TRAF3 et IRF7 entrainent la production d’interféron de type I. Contrairement aux
autres TLRs, TLR3 utilise I’adaptateur TRIF pour initier I'induction du facteur de transcription IRF3
entrainant la production de 'IFN-beta et la production de NF-xB.

3.2.1.2. Les récepteurs de type RLRs

Les récepteurs de type RLRs sont intracellulaires et sont des senseurs de ’ARN viral. En effet,
ceux-ci reconnaissent les ARN double brin mais aussi les ARN simple brin ayant une extrémité 5’PPP
accessible du fait de I'absence de coiffe et les séquences 3’'UUU ou 3’AAA [Maire et al., 2008a, Saito
et al., 2008, Kato et al., 2008]. les RLHs sont communément décrits comme ayant un domaine hélicase
permettant le déroulement des duplex d’acide nucléique, un domaine reconnaissance de ’ARN (RD
ou CTD) et pour certains RLHs un domaine CARD interagissant avec les voies de signalisation. Ils
sont composés de trois membres : RIG-I [Yoneyama et al., 2004], melanome differentiation antigen
5 (MDAD) et physiology-2 (5LGP2). La reconnaissance d’un des ligands viraux par RIG-I et MDA5
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amene 'ubiquitination de ces deux récepteurs au niveau du domaine CARD, ce qui permettra le
recrutement de leurs adaptateurs nommés selon les études MAVS/IPSI/CARDIF /VISA. Ce complexe
permettra alors le recrutement de TRAF3 et STING qui permettra via TBK-1, la phosophorylation
de IRF3 et IRF7 [Oganesyan et al., 2006] mais aussi le recrutement de TRAF6/TRAF3 qui ménera a
I’'activation de NF-xB.

L’ensemble de ces récepteurs sont recrutés conduisant a l'activation des facteurs de transcription
IRF : IRF3, IRF7 et NF-kB qui & son tour, conduit & la synthése d’IFN de type I dont IFN-3.
La production d’ IFN-8 active alors la voie de signalisation JAK-STAT qui induit la synthese de
l'interféron-a et de dizaines d’autres IFN-stimulated genes (ISG).
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FicURE 3.3.: Bilan des voies de détection, de signalisation des pathogénes viraux et acti-
vation de la réponse interféron classique.
La détection du pathogéne viral par les récepteurs PRRs aboutit a lactivation des facteurs
de transcription IRF-3,IRF7 et NF-k B entrainant la synthése de UIFN de type I qui acti-
vera la réponse interféron. A titre d’exemple, les PKR s’auto-activent en kinase lorsqu’ils
se lient & de ’ARN bicaténaire virale. Cette reconnaissance n’est pas dépendante de la
séquence, mais demande un ARN de plus de 30 pb. Une fois activé, la PKR provoque la
phosphorylation du facteur de traduction elF2, inhibant par la méme occasion la traduc-
tion de protéines virales et cellulaires [Nallagatla et al., 2007]. La PKR agit également de
facon positive sur l'expression de certains génes, notamment en soutenant l’induction du
gene de UIFN. Pour cela, la PKR n’utilise pas sa fonction kinase mais entre directement
en contact, par sa partie N terminale, avec un complexe de kinases (IKK) conduisant
a Uactivation du facteur de transcription NF-_kB. Par ces deux mécanismes, la PKR
participe donc de fagon importante d 'action antivirale de 'IFNa/ : 1) en bloquant
les syntheses protéiques dans la cellule infectée, et 2) en participant aux mécanismes
d‘induction de UIFN via activation de NF-kB, ce qui renforce la protection des autres
cellules. [Bowie and Unterholzner, 2008]
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3.2.1.3. Les cellules natural killer

Les cellules NK jouent un role majeur dans la phase aigué de l'infection virale HCV. Présentes dans
le foie, ces cellules ne possedent pas de TCR (récepteur des cellules T) mais peuvent reconnaitre cer-
taines modifications membranaires de la cellule infectée [Racanelli and Rehermann, 2006]. A leur sur-
face, les cellules NK possedent des récepteurs inhibiteurs de leur activité tels que KIR, CD94/NKG2A
qui reconnaissent les molécules du complexe majeur histocompatibilité (CMH) de classe I et des
récepteurs activateurs tels que CD16, CD94/NKG2D, TLR. Lors d’une infection virale, I’expression
membranaire des molécules CMH diminue, entrainant par la méme occasion activation des cellules
NK. Celles-ci peuvent aussi étre activées par 'interféron de type I et les IL-12 sécrétées par les cellules
dendritiques. Une fois actives, ces cellules peuvent entrainer la lyse de cellules infectées par la produc-
tion de granules cytotoxiques comme les perforines et les granzymes. De plus, celles-ci sécretent de
nombreuse cytokines (IL3, GM-CSF etc..) qui régulent les cellules dendritiques, ce qui est la base de
la réponse adaptative. Néanmoins, méme si ces cellules jouent un réle clef dans la réponse innée, il a
été démontré que le HCV peut inhiber la réponse des cellules NK via la fixation des particules virales
au récepteur CD81 [Crotta et al., 2002].

3.2.1.4. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques jouent un role majeur dans la mise en place de la réponse adaptative.
Ces cellules ont la capacité de présenter des peptides antigéniques associés aux molécules CMH de
classe II qui sont les cellules T CD4+. Leur maturation est favorisée par I'IFN-« de type I, 'activation
du récepteur TLR 3 et par les cytokines produites par les cellules NK. Lors d’une infection virale,
la fonction des cellules dendritiques pourrait étre compromise du fait de leur infection possible par
le HCV mais aussi par la protéine d’enveloppe E2 [Bain et al., 2001]. Néanmoins, une inhibition des
cellules lors d’une infection in vivo n’a pas été prouvée [Pachiadakis et al., 2005].

3.2.2. La réponse immunitaire adaptative (cf. Figure 3.4)
3.2.2.1. La réponse cellulaire

Lors de la réponse innée de nombreux facteurs comme les cytokines sont produits et circulent dans
le sang. Ces molécules conduisent & la maturation des cellules dendritiques et & l'activation d’autres
cellules présentatrices d’antigénes responsables de la réponse adaptative. Cette réponse fait intervenir
les lymphocytes auxiliaires CD4+ (TCD4+), les lymphocytes T cytotoxiques (TCD8+ ou CTL) et les
lymphocytes B.

3.2.2.1.a. La réponse CD4-+

Pendant l'infection aigué (environ 3 a 4 semaines apres contamination), la réponse TCD4+ est
détectable dans le sang et se restreint a la reconnaissance du systeme CMH de classe II. Deux types
de réponses peuvent alors se mettre en place. La premiére réponse est de type Thl entrainant la
production des IL-2 et interféron-v , deux cytokines capables d’activer les CTL, les cellules NK et
les cellules macrophagiques. L’autre réponse est de type Th2 qui induit la réponse humorale qui est
principalement mediée par la production d’IL-4, IL-65, 1I-10 et IL-13 [Zinkernagel et al., 1993]. Cette
réponse CD4 + joue une role important dans la réponse immunitaire et particulierement au niveau de
I’activation de la réponse CD8+. En effet, une réponse forte et soutenue de type Thl serait reliée a la
clairance virale du fait de son implication dans l’activation de la voie cytolytique des CTL [Tsai et al.,
1997, Pape et al., 1999]. A I'inverse, lors d’une persistance virale, la réponse CD4+ serait plus courte,
transitoire et majoritairement de type Th2 évoluant vers une réponse de type Thl lors du passage a
la chronicité [Schulze Zur Wiesch et al., 2012]. Cette réponse plus faible et de type variable entraine
la persistance virale et, sur du long terme, des lésions hépatiques pouvant devenir pathologiques (ex.
fibrose).
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FIGURE 3.4.: Schématisation de la réponse adaptative spécifique du HCV.
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3.2.2.1.b. La réponse CD8-+

L’apparition de la réponse CD8+ est détectable dans le sang de 6 a 8 semaines apres 'infection et se
restreint a la reconnaissance du peptide HCV associé au systéme CMH de classe 1. Cette réponse est
associée a une cytolyse hépatique, la plupart du temps symptomatique et liée & une augmentation des
transaminases mais aussi a une chute du titre viral [Bowen and Walker, 2005]. Ainsi la cytolyse est liée
a la reconnaissance des peptides viraux présentés par les cellules infectées par HCV. Classiquement
laction cytolytique est mediée par la sécrétion d’enzymes comme les granzymes/perforines ou par
lactivation de la voie apoptotique FAS [Berke, 1995]. L’autre voie dite non cytolytique est mediée par
la sécrétion de cytokines comme interféron-vy et de facteur de transcription comme TNF-q.

3.2.2.2. La réponse humorale : les épitopes neutralisants (cf. Figure 3.5)

Lors d’une infection par HCV, 'organisme développe une réponse humorale spécifique par le biais
des cellules lymphocytaires. Il a été démontré que ’émergence de la réponse humorale lors de la
phase précoce de I'infection pourrait étre un des facteurs de la clairance virale entrainant la guérison
spontanée des personnes infectées. Ces réponses humorales précoces diminueraient progressivement
jusqu’a disparaitre au bout de quelques années. Dans le cas d’une hépatite chronique, la réponse
immunitaire humorale serait beaucoup plus faible, voire méme absente, lors de la primo infection
et augmenterait de facon importante mais de maniére décalée. Cette inaptitude a développer une
réponse humorale précoce et efficace pourrait donc favoriser I’échappement viral et serait responsable
des états chroniques et des conséquences physiopathologiques du HCV. Néanmoins, I'absence de
modele cellulaire répliquant des particules virales rend difficile I’étude de la réponse humorale.
Cet échappement viral peut s’expliquer par la présence de régions particulieres comme les régions
hypervariables ou 'apparition de mutations ponctuelles et d’altérations des sites de glycosylation.
Dans le but de comprendre 1’échappement viral et ainsi d’établir une thérapeutique spécifique
et efficace, de nombreux groupes de recherche ont travaillé sur l'identification des épitopes dits
neutralisants. Les premiers travaux sur les épitopes neutralisants ont été réalisés sur le chimpanzé. Les
travaux se sont focalisés sur la région HVRI1 de la protéine E2 du fait de son importance dans ’entrée
du HCV. Les plus connus pour leurs capacités neutralisantes sont le mAb 9/27 ainsi que I'anticorps
monoclonal de souris AP213 [Bartosch et al., 2003a, Hsu et al., 2003]. Ceux-ci reconnaissent la
région C-terminale et plus précisément les aa 396-407 de HVR1 en ce qui concerne le mAb 9/27.
Néanmoins, d’autres anticorps monoclonaux comme 7/59, 6/16 et 6/82a reconnaissant les aa 384-391
localisés en N-terminale de HVR1 ont été décrits comme non neutralisants prouvant ainsi ’existence
de deux régions immunogenes a l'intérieur de HVR1, comprenant la partie C-terminale contenant les
déterminants de neutralisation et la partie N-terminal. Malgré son réle important dans la réponse
humorale, HVR1 aurait en plus la particularité de pouvoir protéger les déterminants d’entrée du virus
[Bankwitz et al., 2010]. Ces roles multiples et leur nature quelque peu contradictoire ont fait que
cette région a été décrite par certains comme un leurre immunologique permettant la sélection
d’anticorps d’échappement [Ray et al., 1999].

Outre HVR1, d’autres épitopes neutralisants a la fois linéaires et conformationnels ont été identifiés
au niveau de la protéine E2 :

— ceux qui reconnaissent les épitopes linéaires principalement situés entre les résidus 412 et 423 de
E2. Parmi tous les anticorps neutralisants ciblant cette région ( H77.39 [Sabo et al., 2011], 95-2
[Broering et al., 2009], HCV-1 [Broering et al., 2009] et 3/11 [Flint et al., 1999]) ’anticorps AP33
possedent une large capacité de neutralisation des HCVpp de génotype 1 & 6 [Owsianka et al.,
2005, Tarr et al., 2006]. Sa particularité est de reconnaitre une région immunogene trés conservée.
Le résidu Wysg de cette région interviendrait de plus dans la reconnaissance du récepteur CDS81.
Cependant, peu d’anticorps ciblant la région aa 412-423 ont été identifiés in vivo chez les personnes
infectées chroniquement et chez les personnes ayant éliminé le virus de facon spontanée. Ces
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résultats laissent penser que les anticorps ciblant cette région ne serait pas impliqués directement
dans I’élimination spontanée du HCV [Tarr et al., 2007];

— ceux qui reconnaissent des épitopes conformationnels ot les résidus de contact clés sont

situés entre les résidus 424-443, 523-540 et les résidus 416 et 420. L’ensemble des anticorps ciblant
cette région ont été décrit comme neutralisants les HCVpp (CHB-5 [Hadlock et al., 2000] HC-
1[Keck et al., 2004]) et les HCCcc (HC-1), du fait de leur interaction avec les sites de fixation
au récepteur CD81 de E2. Par ailleurs, d’autres anticorps comme les anticoprs AR 1, 2 et 3 ont
été identifiés comme ayant des propriétés neutralisantes contre les HCVpp. Ceux-ci permettraient
aussi une protection partielle de la souris en cas d’infection par HCV. D’autres anticorps comme
A8, 1:7 [Allander et al., 2000, Johansson et al., 2007], e137 [Mancini et al., 2009] et €20 [Perotti
et al., 2008a] ont été étudiés du fait de leur capacité a reconnaitre des acides aminés particuliers
(Wss9, Gs3p et Ds3s). L’ensemble de ces études suggerent que ces deux régions pourraient étre
utilisées pour 1’élaboration d’un vaccin anti-HCV. Néanmoins, ’apparition de mutations dans ces
régions sous la pression de la réponse immunitaire semble étre une des raisons de ’échappement
viral du HCV.

D’un point de vue générale, 'identification de ces régions d’intérét fut difficile du fait des nombreux
modeles de E2 existant. Néanmoins, des résidus particuliers du fait de leur grande conservation a
travers les génotypes furent identifiés comme étant impliqués dans la fixation au récepteur CD81 :
Wyo0, Yso7, Ws29, Gsso et D335 et le motif 440 GLFY 443 [Johansson et al., 2007, Law et al., 2008,
Perotti et al., 2008b, Owsianka et al., 2008|.

En ce qui concerne les épitopes neutralisants au niveau de E1, ceux-ci semblent étre tres rares du
fait de la faible immunogénicité de E1. Néanmoins, certains anticorps neutralisants d’origine humain
ont été identifiés. C’est notamment le cas de 'anticorps H-111 qui reconnait les acides aminées
192-202 de l'extrémité N-terminale de E1 et des l'anticorps IGH526 et IGH505 reconnaissant les
épitopes 313-327 [Bankwitz et al., 2010, Tarr et al., 2006, Broering et al., 2009]. Cependant, cette
neutralisation reste faible en ce qui concerne I'anticorps H-111 [Owsianka et al., 2005].

Parmi tous les anticorps neutralisants décrits, I’anticorps monoclonal D32.10 murin possede un
épitope neutralisant dit discontinu se trouvant a la fois sur la protéine E1 et E2. Celui-ci reconnait
les acides aminées 297-306 de E1 et les deux motifs 480-494, 613-621 de la protéine E2 provenant de
particules virales authentiques (HCVsp3) de génotypes la, 1b, 2a et 3a [Petit et al., 2003]. De plus,
du fait de son interaction avec les HCVsp et de la reconnaissance des sites de fixation/interaction avec
la cellule CD81 [Olenina et al., 2005], anticorps D32.10 est neutralisant contre l'infection par HCV
[Petit et al., 2003, 2005, Ndongo et al., 2009, 2010, 2011]. Ces caractéristiques le rendent unique car il
posseéde un épitope discontinu capable de reconnaitre des particules virales authentiques et en méme
temps la capacité de reconnaitre des régions immunogenes sur El1 et E2 différente de celle décrite
précédemment .

3. Particules virales sériques
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FIGURE 3.5.: Bilan des régions antigéniques de E1 et E2 et des épitopes des principaux anticorps anti-E2
Les glycoprotéines E1 et E2 sont représentées par des rectangles ayant en C-terminal leurs domaines transmembranaire identifiés
par TM. Les positions des acides aminés ont été inscrites au niveau de chaque domaine, N et C-terminal. Les anticorps sont classés
suivant les épitopes linéaires et conformationnels. Les fourches indiquent les glycosylations présentes sur E1 et E2. Les acides aminés
en vert au dessus des fourches representent les sites de glycosylation qui peuvent affecter la neutralisation. De plus, les acides aminés
indiqués en bleu représentent les acides aminés impliqués dans la fixation au récepteur CD81.
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CHAPITRE 3. PHYSIOPATHOLOGIE 3.3. TRAITEMENTS

3.3. Traitements

Dans cette partie, seul les anti-viraux les plus connus seront exposés.

3.3.1. Interféron (IFN) et Ribavirine (RBV)

Actuellement, le traitement le plus utilisé contre le HCV est une combinaison d’interféron alpha
et de ribavirine. Sa prescription aux malades ayant des ARN viraux détectables et des signes d’at-
teinte hépatique évidents (score de fibrose mesuré par I'index METAVIR) peut se faire a n’importe
quel stade de la maladie. Néanmoins sa durée de prescription est variable suivant l'infectiosité et le
génotype du HCV. L’efficacité de cette thérapeutique est limitée et le mécanisme d’action n’est pas
completement élucidé. Il semblerait que ces deux molécules fassent intervenir a la fois des mécanismes
immunomédulateurs et antiviraux.

3.3.2. Nouvelles thérapeutiques

Du fait des faiblesses des thérapeutiques actuelles et des effets indésirables de I'ITFN , de nouvelles
voies de recherche se sont développées. Les principales orientations données a la thérapeutique du HCV
sont de développer de nouvelles molécules visant la protéase NS3-4A, NS5A et ’ARN polymérase NS5B
(cf. Figure 3.6).

3.3.2.1. Les anti-protéase NS3-4A

Ces molécules sont des inhibiteurs de 1'activité enzymatique NS3/4A et sont décrites comme étant
des NS3/4A peptidomimétiques (NS3/4A Pis). Elles sont divisées en deux catégories. La premiere
catégorie regroupe deux familles :

— les linéaires Pis dont les plus connus sont le Telaprevir@® (Janssen/Vertex) et le Broceprevir®
(Merck) qui ont été homologués pour le traitement contre le HCV ;

— les nouveaux tri-peptides, le Faldaprevir ou BI201335 (Boehringer) et ’Asunaprevir qui sont
actuellement en phase I114.

Dans l'autre catégorie, se retrouve les macrocycliques Pis qui incluent le Simeprevir ou TMC435350
(Janssen/Medivir) et le Danoprevir ou RG7227 (interMune/Roche), qui sont tous deux en phase III
des essais cliniques. Les derniéres études ont demontré que le Telaprévir, administré en combinaison
a la bithérapie pégylée chez les patients non-répondeurs infectés par le virus de génotype 1, aug-
mente significativement les taux de guérison. Cette trithérapie n’est pas utilisée systématiquement en
premiére intention du fait de son protocole difficile et de sa forte variabilité selon les personnes. Elle
est généralement prescrite aux personnes ayant un génotype 1.

3.3.2.2. Les anti NS5A

Du fait de la méconnaissance de son role précis dans le cycle viral, le développement de médicaments
anti-HCV ayant pour cible NS5A est limité. Néanmoins, il a été demontré que le Daclatasvir
(BMS-790052) aurait un impact sur la réplication mais aussi ’assemblage de nouveaux virions. Les
mécanismes ne sont pas encore clairement connus mais il semblerait qu’il perturberait la phosphory-

lation de NSHA.

3.3.2.3. Les anti NS5B

L’ARN polymérase étant une des protéines clefs lors de la réplication virale, elle fut une des cibles
préférentielles dans le développement de nouveaux anti-viraux. Cette gamme d’antiviraux est divisée

4. Phase des essais cliniques permettant la comparaison du traitement a un placebo ou & un traitement de référence
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CHAPITRE 3. PHYSIOPATHOLOGIE 3.3. TRAITEMENTS

en deux types de produits : les inhibiteurs nucléosidiques (NIs) qui agissent directement sur le site
actif de 'enzyme quelque soit le génotype, et les inhibiteurs non nucléosidique (NNIs). La molécule
NI la plus connue est le Sofosbuvir (GS-7977) developpée par Gilead et qui est actuellement en phase
III. Concernant les NNI, le Deleobuvir developpé par Boehringer Inglheimet est actuellement aussi en
phase III.

3.3.2.4. Autres cibles

D’autres cibles comme le récepteur d’entrée de I’ARN viral avec I'utilisation des agents Anti-mirl122
et les inibiteurs de la cycloohilin A (CypA) ont été étudiées. Néanmoins, toutes ces molécules ne sont
que pour la majorité d’entre eux en phase II1° des essais cliniques.

De nos jours seuls le Broceprevir et le Telaprevir sont commercialisés mais de nombreuses autres
molécules sont en attente d’approbation clinique. Ces nouvelles substances laissent penser que le
traitement du virus sera possible dans le futur. Néanmoins, les premiers retours sur les trithérapies
montrent que méme si la proportion de personnes en voie de guérison est plus importante que lors du
traitement par bithérapie, il existe encore des personnes non répondeurs. Cette limite peut s’expliquer
par 'apparition de mutation des zones cibles de la thérapeutic mise en ceuvre.
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Fi1GURE 3.6.: Liste des molécules anti-HCV en cours de développement, leurs cibles et de
leurs avancées dans les phases cliniques (I, II, ITI, IV) [Manns and von Hahn,
2013].

5. Etude pilote qui consiste & déterminer la dose optimale du médicament et ses éventuels effets indésirables
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Chapitre 4
Objectifs

4.1. Partie | : production d’une sonde immunologique : le scFv anti-HCV
E1E2 D32.10

La découverte d’anticorps neutralisant large spectre (bNabs broadly neutralizing antibodies) a été

une avancée majeure pour mieux comprendre le contrdle naturel d’infections chroniques telles que celle
du VIH ainsi que I’élaboration d’une nouvelle génération de vaccins [Klein et al., 2013]. Néanmoins
en ce qui concerne le virus de I'hépatite C, les avancées dans ce domaine restent minimes malgré
la description de nombreux épitopes neutralisant. En effet, les caractéres hypervariables des régions
immunogenes (HVR1 HVR2) et l'utilisation des modeéles chimériques viraux comme HCVcc et HCVpp
rendent difficile I'application des avancées in vitro vers les conditions in vivo. Néanmoins, les progres
récemment réalisés pour exprimer aisément les régions CDRs des anticorps monoclonaux hyperva-
riables par exemple via les < single chain fragment variable > scFV [Weisser and Hall, 2009] ainsi que
le développement de techniques de clonage de lymphocytes (single B cells) capables de reconnaitre
des épitopes conservés chez les souches virales [Scheid et al., 2009] ont permis le développement de
nouvelles sondes immunologiques. Etant donné les performances de I’anticorps anti-HCV E1E2 D32.10
a reconnaitre des particules virales authentiques (HCVsp) et la nature unique de son épitope (recon-
naissance des sites de fixation au CD81, discontinu) (cf. Figure 3.5), celui-ci posséde tous les avantages
pour étre un candidat & un développement d’un scFv [Petit et al., 2003, 2005, Ndongo et al., 2009,
2010, 2011].
Par définition, un Single Chain Fragment Variable (scFv), aussi appelé mini-anticorps, est une protéine
totalement chimérique ayant les mémes propriétés que l‘anticorps de référence correspondant. Ces
molécules sont généralement composées de deux domaines immunoglobulines possédant les CDR des
régions variables des chaines lourdes et 1égeres reliées par un linker. Ces molécules sont de nos jours
en fort développement car n’ayant plus de partie constante (Fc), elles sont alors beaucoup moins
immunogeénes que les anticorps monoclonaux. De plus, elles gardent une affinité satisfaisante contre
les épitopes cibles. Leur petite taille (environ 30 kda) leur permet de plus d’atteindre des cibles qui
peuvent étre totalement inaccessibles pour un anticorps monoclonal (environ 5 fois plus grand). Par
ailleurs, les scFv peuvent étre utilisés comme sonde immunologique car il est possible de leurs fixer de
nombreuses étiquettes (par exemple MBP ou his-tag). Pour toutes ces raisons, au cours de ce travail,
nous avons fait le choix de développer le scFv de I'anticorps de référence D32.10 anti-HCV E1E2.

Dans le but de développer une sonde immunologique performante et efficace, nous avons fait le
choix de confronter plusieurs techniques de production, a savoir le flash refolding, la production
en cell-free et la production en baculovirus. Ces points seront présentés et discutés.
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4.2. Partie |l : avons-nous découvert tous les modes de transmission du
HCV?

Comme nous ’avons abordé dans les chapitres précédents, la transmission du virus de ’hépatite C
(HCV) se fait essentiellement par contact avec du sang contaminé. De nombreux moyens de prévention
et thérapeutiques ont été mis en place pour bloquer la dispersion épidémique ! de ce virus a travers le
monde. Malgré cette prise de conscience il y a 20 ans avec le controle du HCV dans les produits sanguins
et il y a 10 ans avec le développement de nouvelles thérapeutiques, le HCV est toujours présent, a ’état
épidémique aux Etats unis [Ward, 2013]. Il a été démontré que certains génotypes prédomineraient
au niveau de certaines régions, démontrant ainsi une endémicité du virus. C’est notamment le cas au
niveau de I’Afrique centrale et de la péninsule asiatique ou les génotypes 1, 4 et 6 sont respectivement
retrouvés [Mellor et al., 1995]. Ces niches écologiques suggerent ainsi une origine ancienne du virus
et par le méme occasion soulevent la question de la persistance et de la transmission de celui-ci bien
avant 'arrivée de la médecine moderne. De plus, comme il a été évoqué dans les chapitres précédents,
lorigine de I'infection au HCV reste encore méconnue dans au moins 20% & 40% des cas, soit chez 17
millions de personnes infectées par ce virus, soulevant par le méme occasion la question suivante :

Connaissons-nous ou maitrisons-nous tous les modes de transmission du virus de
I’hépatite C 7

Vues ces informations, certains auteurs ont commencé a suggérer d’autres moyens de transmission
du HCV, notamment la possibilité de transmission par les arthropodes. Cette hypothese requiert
évidemment que certains arthropodes puissent étre compétents pour le HCV, nécessitant d’établir un
cycle viral complet, de I'ingestion jusqu’a ’excrétion par les glandes salivaires, pour une transmission
horizontale, et/ou vers les ceufs pour une transmission verticale. L’équipe du professeur Oliver Pybus
fut une des premieres équipes a rechercher le lien entre la distribution géographique des Hepacivirus
et leur maintien, d’une part au fil des siécles, et d’autre part au travers des continents (depuis 500
a 2000 ans) [Pybus et al., 2001]. Elle a démontré par des études épidémiologiques, qu’il existait une
co-localisation des souches endémiques? du HCV et des zones de distribution de certains vecteurs.
Ces recherches soutiennent fortement ’hypotheése d’une transmission du HCV par des vecteurs Aedes
aegypti et/ou Culer pipiens quinquefasciatus et ou Aedes albopictus. Cependant, la relation virus-
vecteur semble étre complétement exclue entre le HCV et le moustique Izodes sp., suggérant ainsi que
cette possible transmission serait dépendante de 1’espece. Il convient aussi de souligner les recherches
du Docteur Raphelle Germi qui en 2001 démontra que le HCV pouvait se fixer sur les cellules AP61
(cellules de larves de moustique Aedes pseudoscutellaris)[Germi et al., 2001], ainsi que le travail du
docteur Yassine Rechoum (thése EDISCE UJF 2009) qui lors de sa these avait détecté le génome du
HCV par RT-PCR chez Ae.verans a partir de 21 jours post-infection (cf. Figure 4.1) et avait révélé par
séquengage des mutations au niveau de la séquence amino-acide (géne NS5B). D’apres ces recherches,
le génome viral semble persister et se répliquer chez les especes Ae. vexans, Ae. pseudoscutallaris et
serait aussi décelable par RT-PCR.

L’objectif global de la deuxieme partie de mon travail de these visait a d’étudier la possibilité de
réplication du HCV chez le moustique et plus particulierement chez Aedes vexans, Aedes albopictus
et Aedes aegypti. Ces deux derniéres espeéces sont en effet les vecteurs de nombreuses arboviroses. De
plus, les trois espéces sélectionnées sont les acteurs potentiels d'une transmission atypique du HCV
[Pybus et al., 2007]. Afin de comprendre et de visualiser 'interaction qui pourrait exister entre HCV
et les moustiques, nous avons fait le choix de travailler a I’échelle cellulaire, plus précisément sur des
lignées cellulaires établies et des cellules primaires de moustiques.

Mon travail de these pour cette premiere partie se divise donc essentiellement en deux axes :

— Le premier axe était un travail de biologie cellulaire.

1. large distribution et éventuellement haute prévalence
2. Souche dont 'aire de répartition et limitée a une région donnée et ayant une forte hétérogénéité génétique
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FI1GURE 4.1.: Détection de ’ARN du HCV chez Aedes verans trente jours aprés infection
(Résultat du Dr Yassine Rechoum)

1. Dans un premier temps, devant l'absence de lignée cellulaire concernant l’espéce Aedes
vexans, nous avons dii développer notre propre matériel cellulaire. Le premier but de cet
axe était de mettre au point le protocole de mise en culture de cellules primaires a partir de
larves de moustiques puis, dans une optique a plus long terme, d’établir des lignées cellu-
laires immortelles & partir de cette espece. Afin d’établir ce protocole de mise en culture, nous
avons pris en référence les premiers travaux réalisés par Singh sur Aedes aegypti et le travail
du Docteur Florence Fouque sur Aedes aegypti. Pour les autres especes, nous travaillerons
avec des lignées commerciales déja établies, a savoir C6/36 et AAG2.

2. Ensuite, dans le but d’infecter les cellules d’insectes par HCV, nous avons diu développer
un protocole d’infection cellulaire adapté aux cellules d’insectes. Afin de réaliser cela, nous
avons pris en référence le protocole d’infection d’une des seules lignées cellulaires primaires
hepatocytaires permissive au HCV [Ndongo-Thiam et al., 2011]. L’essentiel de ce travail fut
d’adapter le protocole d’infection par HCV au laboratoire P3 de 'IBP (CHU de Grenoble)
et de vérifier qu’il était effectivement opérationnel dans ces conditions, afin de reproduire le
protocole sur les lignées cellulaires d’insectes.

— Le deuxiéme axe était principalement un travail de biologie moléculaire et d’'immunodetection.

1. Afin de prouver que les cellules d’insectes étaient permissives au HCV, nous avons fait le
choix de rechercher 'ARN (+) intracellulaire lors d’une cinétique d’infection. Pour cela nous
avons du mettre au point un protocole de transcription reverse et d’amplification spécifique
du génome entier du HCV. Tout cela a été réalisé dans le but de détecter les mutations
occasionnées par le complexe de réplication du fait de ’absence d’un activité correctrice de
celui-ci.

2. Le deuxiéme point de cette axe était de visualiser le virus en utilisant des outils immuno-
logiques. Pour cela, nous avons utilisé les capacités d’un anticorps monoclonal IgG D32.10
pour reconnaitre un épitope discontinu conformationnel des particules virales.

Toutes ces techniques ont été développées dans le but final de suivre ’évolution du génome par
des sondes biomoléculaires et de visualiser le virus par des sondes immunologiques a partir de
cultures cellulaires commerciales et établies en laboratoire infectés par HCV .
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Deuxieme partie .

Le ScFv anti-HCV E1E2 D32.10
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Chapitre 5

Production du scFv D32.10 et caractérisation
structurale et fonctionnelle

Dans un premier temps, le scFv D32.10 sera réalisé via I’étude des séquences de I'immunoglobuline
D32.10. Puis, différentes techniques d’expression (flash refolding, cell-free, baculovirus) ont été
utilisé afin de produire le scFv D32.10 en condition soluble et fonctionnelle. Dans ce chapitre
chaque technique sera décrite ainsi que ces résultats.

5.1. Construction du scFv D32.10 et production par flash refolding
5.1.1. Préambule

Les anticorps sont des glycoprotéines présentes dans les tissus y compris les tissus sanguin et lym-
phatique. Elles sont classées en isotypes tels que les IgG, les IgM, IgA, IgE, IgD (¢f Figure 5.1(A)).
Chacun d’entre eux est produit a différentes étapes de l'infection et possede des structures différentes
suivant leurs isotypes. L’anticorps D32.10 est une IgG monoclonal murine d’isotype IgG1, x .
Celui-ci a été obtenu par immunisation de souris avec des particules virales provenant de sérum d’un
patient chroniquement infecté [Petit et al., 2003]. Cet anticorps, comme tous les IgG, est composé de
deux chaines lourdes et de deux chaines légeres (c¢f Figure 5.1(B)). Toutes ces chaines possedent une
partie constante tres conservée et une partie variable qui confere sa spécificité a I'immunoglobuline.
D’un point de vue structural, une chaine lourde est composée de quatre domaines immunoglobu-
lines et une chaine légere de deux domaines immunoglobulines. Chaque partie variable contient des
régions responsables de la reconnaissance des épitopes appelés complementary determining regions
(CDR). Plusieurs produits dérivés peuvent étre synthétisés a partir d’une immunoglobuline, comme
par exemple un Fab, un Fab’, des anticorps chimériques humanisés si 'anticorps est d’origine animale
(souris) ou bien un scFv (¢f Figure 5.1(C)).

5.1.2. Développement du scFv D32.10

Un scFv est composé d'une seule valence antigénique contrairement aux immunoglubulines qui en
possedent deux. Il possede trois CDR sur la chaine lourde et trois sur la chaine légere, tous deux
reliés par un linker. Le scFv étant une construction non naturelle, il existe plusieurs fagons de le
concevoir. La plus courante est de lier la chaine lourde (VH) a une chaine légere (VL) par un linker,
généralement composé d’'un motif répétitif composé d’une sérine et de trois glycines et d’ajouter une
étiquette polyhistidine afin de facilité sa purification. Ce motif peut étre répété a volonté suivant
la flexibilité a apporter a la construction. Pour le scFv D32.10, ce motif a été répété 3 fois et la
construction a été exprimée chez E.coli (BI21 gold). Du point de vue structural, le scFv relie deux
domaines immunoglobulines ayant un pont disulfure intra-chaine. Généralement, les scFv sont de petite
taille et largement exprimés en bactérie. La taille du scFv D32.10 a été estimée a 28 kDa sur gel et
a 29.6 kDa via I’étude de sa séquence. Les tests d’expression ont montré que le scFv D32.10 était
retrouvé dans les corps d’inclusion et ce, malgré 1’essai de nombreuses conditions d’expression.
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FIGURE 5.1.: Bilan structural d’un anticorps et d’un scFv
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(A) Schématisation des différentes structures d’une immunoglobuline suivant son
isotype. (B) Modéle d’une limmunoglobuline. Les deux chaines légéres sont
représentées en rose et vert et les chaines lourdes en jaune et bleu. Le domaine im-
munoglobuline représentant la région variable de la chaine légére est indiqué par VL,
VH pour la chaine lourde. CL et CH1 a CHS3 indiquent le partie constante des chaines
lourdes et légéres. (C) Modéle d’un scFv. les deux domaines VH et VL sont reliés
par un linker (PyMOL). Les CDR de chaque chaine sont indiqués en orange et rose. En
dessous, le scFv est schématisé en illustrant les CDR présents sur chaque domaine ainsi
que la présence des ponts disulfures.
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The nucleotide sequence of the unique neutralizing monoclonal antibody D32.10 raised against a
conserved conformational epitope shared between E1 and E2 on the serum-derived hepatitis C virus
(HCV) lope was determined. Subseq ly, the recc single-chain Fv fragment (scFv)
was cloned and expressed in Escherichia coli, and its molecular characterization was assessed using
multi-angle laser light scattering. The scFv mimicked the antibody in binding to the native serum-
derived HCV particles from patients, as well as to envelope E1E2 compl and E1, E2 glycoproteins
carrying the viral epitope. The scFv D32.10 competed with the parental IgG for binding to antigen,
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1. Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infects an estimated 2-3% of the world
population and is a major cause of chronic liver disease. The major-
ity (80%) of infected individuals progress to chronic hepatitis that
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increases their risk for developing cirrhosis and hepatocellular car-
cinoma [1]. The standard of care (SOC) therapy for chronic infec-
tion uses a combination of pegylated interferon-o (PEG-IFN) and
ribavirin (RBV), which is effective in only 50% of treated patients
infected and has many side effects. Two new direct-acting antivi-
rals (DAAs) targeting the virus protease NS3 have recently been ap-
proved for triple therapy with PEG-IFN and RBV to improve success
rates and to shorten treatment [2]. This approach to treatment still
suffers a number of drawbacks: regimen restricted to patients with
genotype 1, and increased rate of adverse effects. There is therefore
a pressing need to develop alternative anti-HCV therapies, particu-
larly in the arena of prophylactic or therapeutic vaccines. The
observation that some HCV-infected individuals (20%) can resolve
spontaneously infection with virus-specific immune responses
[3] has spurred interest in the potential of HCV vaccines, but as
yet no such vaccine exists. Progress toward this goal has been ham-
pered by a number of factors, in particular the extreme genetic
diversity of HCV (six major genotypes and more than 50 subtypes)
[4]. Therefore, identification of protective conserved immune epi-
topes of the virus is essential for understanding the role of neutral-
izing responses in disease pathogenesis, and for developing

0014-5793/$36.00 © 2013 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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vaccines and antibody-based therapies. We reported previously
that the mouse monoclonal antibody (mAb) D32.10 recognizes a
unique discontinuous antigenic determinant encompassing one se-
quence in the E1 glycoprotein (aa 297-306), and two sequences in
the E2 glycoprotein: E2A (aa 480-494) and E2B (aa 608-62) juxta-
posed on the surface of native circulating enveloped HCV particles,
designated HCVsp, in chronic hepatitis C patients [5,6]. This epi-
tope is highly conserved between the different genotypes of HCV
(1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5 and 6). Furthermore, the mAb D32.10 is
so far the only antibody able to efficiently inhibit the interactions
between HCVsp and hepatocytes [7] as well as in vitro HCV infec-
tion [8]. The relevance of this mAb in vivo was proven by using the
D32.10 epitope as a probe to look for the presence of anti-E1E2A,B
D32.10 epitope-binding antibodies in the serum of HCV-infected
patients. We demonstrated that unique anti-E1E2 neutralizing
antibodies were associated with spontaneous recovery or predic-
tive of sustained virological response (SVR) in patients with
chronic hepatitis C [9].

Recombinant antibody (rAb) technologies involving the han-
dling of key antibody domains constitute an option and have been
increasingly used as alternatives to mAbs in medical diagnostic
and therapeutic applications. One of the most popular types of
rAbs is single-chain variable fragment (scFv) as it has been success-
fully modified into a number of different antibody formats and is
easily expressed by several expression systems [10]. We reported
here the nucleotide sequence of the gene segments encoding the
variable domains of D32.10, and described the cloning and expres-
sion of a scFv construction of the antibody. The antigen-binding
properties of scFv D32.10 with those of the native antibody were
compared.

2. Materials and methods
2.1. mAb D32.10 purification and N-terminal sequencing

Secreted IgGs (isotype IgG1, k) were purified from the D32.10
hybridoma culture by precipitation with 75% ammonium sulfate,
then by affinity chromatography on a Protein A-Sepharose column.
After elution, a gel filtration on Sephadex-200 was carried out. The
resulting protein was loaded on 12% SDS gels and transferred to a
PVDF membrane. N-terminal sequencing of the heavy and light
bands on the membrane was performed by standard Edman degra-
dation using a model 492 sequencing system (Applied Biosystems)
followed by identification using a model 140C HPLC (Applied
Biosystems) and analysis using the Model 610A (V2.1) software
(Applied Biosystems). The following N-terminal protein sequences
were found: (i) for the light chain: D-V-V-M-T-Q-T (ii) for the hea-
vy chain: E-V-K-L-V-E-S.

2.2. Bioinformatics analysis and primers design

The above-described protein sequences were compared to the
whole murine repertoire of variable domains available (www.img-
t.org). The cDNA sequences of all the variable domains starting
with these protein sequences were aligned and compared, and

Table 1

oligonucleotide primers matching this alignment were designed.
The alignment showed only one different cDNA sequence for each
chain, so one oligonucleotide was designed for each chain: (i) for
the first light chain (L1): cgg a att cat GAT GTT GTG ATG ACC
CAG ACT CCA; (ii) for the first heavy chain (H1): cgg a att cat
GAG GTG AAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA, wherein the sections
in lower case letters correspond to restriction enzyme sites intro-
duced in the oligonucleotides for cloning purposes, and the sec-
tions in capital letters correspond to the cDNA derived sequences
corresponding to the protein sequence determined by N-terminal
sequencing. In addition to these forward primers, a common re-
verse primer based on a polyT sequence was also designed, includ-
ing enzyme sequences and ordered (polyT30 ctc gag aag cttTTT TTT
TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT -) (Table 1).

2.3. RNA Isolation, cDNA Amplification and Sequencing

Total RNA was extracted from 10° fresh hybridoma cells using
the RNeasy mini kit (Qiagen) and cDNA was generated by reverse
transcription using SuperScript® III First-Strand Synthesis Super-
Mix kit (Invitrogen) and the polyT primer. The cDNA was amplified
by PCR using the specific and polyT primers described above and
the Phusion High-Fidelity PCR master mix (Finnzymes). The PCR
was performed on a MasterCycler (Eppendorf), and resulting PCR
products were purified using the QIAquick PCR purification kit
(Qiagen) and sequenced by Eurofins MWG biotech. Finally PCR
products were cloned into the pPROEX HTb vector (Life Technolo-
gies) and sequenced by using L1 and H1 primers (Table 1).

2.4. Cloning and expression of the scFv D32.10

A set of new primers were designed to amplify the light chain
variable region (V) and the heavy chain variable region (Vy) genes
and to add special tags as restriction enzymes, (GlysSer)s linker
and a stop codon [11]. The V| gene was amplified with the primers
L1forlink and L1revXho (Table 1) and the V}; gene with the primers
H1 and H1revlink (Table 1) to generate D32.10 scFv synthetic gene
by splice overlapped extension. A clone pPROEX HTb-scFv D32.10
has been used to transform competent Escherichia coli BL21-Gold
(Stratagene) and cultivated in LB medium supplemented with
100 pg/ml ampicillin at 37 °C to an optical density (OD) of 0.4-
0.6 at 600 nm. After 4 h of 1 mM IPTG induction at 37 °C, the cells
were harvested by centrifugation and suspended in 20 mM Tris-
HCl at pH 8 and 150 mM NacCl (Tris-NaCl buffer) before sonication
for 5 min (60% amplification). The resulting bacterial extract was
centrifuged (20,000 rpm for 30 min at 4 °C), the pellet resuspended
in 20 mM Tris-HCl at pH 8 and 2 M NaCl and centrifuged again.
The resulting pellet was solubilized in Tris—-NaCl buffer containing
0.1% Triton-X100, centrifuged, washed by resuspension/centrifuga-
tion and solubilized in denaturation buffer (100 mM Tris-HCI at pH
8, 500 mM NaCl, 8 M urea). The final extract was centrifuged again
and the supernatant subjected to immobilized metal affinity chro-
matography (IMAC) using Ni-NTA resin (Qiagen) for purification of
the scFv (Fig. 1). The purified scFv was diluted 50 times in refolding
buffer (100 mM Tris pH 9, 500 mM NacCl, 5% glycerol, 250 mM

List of primers used to sequence D32.10 V}, V; and to generate synthetic genes encoding scFv D32.10. The restriction sites Xhol and EcoRI are in
dotted and solid lines, respectively. The linker serine-glycine (Gly,Serine)s is in bold letters.

Primers Sequences (5'->3")

H1 CGGAATTCATGAGGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGGGGA

L1 CGGAATTCATGATGTTGTGATGACCCAGACTCCA

polyT30 CTCGAGAAGCTTTTTTTTTTITITITITITITITITTTTTTTT

H1revlink ACCACCGGATCCGCCTCCGCCAGAGACAGTGACCAGCGTCCC

L1forlink GGCGGAGGCGGATCCGGTGGTGGCGGATCTGGAGGTGGCGGAGATGTTGTGATGACCCAGACT

L1revXho

ATGCCTCGAGCTAAGCCCG ATTTCCAACTT
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Fig. 1. scFv D32.10 purification (using a Ni2+-charged column). Control of the
purified His-tagged scFv D32.10 by 10% SDS-PAGE after Coomassie staining. Lane 1,
crude cell extract; Lanes 2, 3 and 4, eluates with 300 mM imidazole. MW, Molecular
Weight markers in kilodaltons (kDa).

L-arginine, 100 mM NDSB (3-(1-pyridino)-1-propanesulfonates),
2mM reduced glutathione, 1 mM oxidized glutathione) for
30 min. A FLPC (Biologic DuoFlow system, Biorad) was performed
using a commercially packed high resolution 10/30 Superdex 75
column equilibrated with 100 mM Tris at pH 9 and 500 mM NaCl.

2.5. Antigen-binding and competitive binding of scFv

Two different HCV RNA-positive enriched pellet preparations or
HCVsp (HCV-Fan, genotype 1a/2a; HCV-Lat, genotype 3) prepared
as previously described from two different HCV chronically-in-
fected patients [6,7] were used as antigenic probes in dot blot
and western blot experiments for testing the scFv D32.10 recogni-
tion to natural complete HCV particles, to E1E2 envelope com-
plexes and to E1 and E2 proteins. For dot blot assay, the HCV
preparations (HCVsp-Fan and HCVsp-Lat, 5 pug of protein) were
spotted onto nitrocellulose paper. The immunoblotting was per-
formed by incubation overnight at 4 °C with either 5 pg/ml of
mouse IgGs D32.10 or 10 pg/ml of scFv D32.10 as the primary anti-
bodies. Mouse IgGs or scFv bound were detected by incubation for
1 h with peroxydase-conjugated anti-mouse immunoglobulins (di-
luted 1/10 000) or anti-His-tag (diluted 1/5000) as the secondary
antibodies (Sigma-Aldrich). For competitive binding experiments,
a mixture of a constant amount of IgG D32.10 (5 pg/ml) and
increasing amounts of scFv D32.10 (10, 20 or 50 pg/ml) diluted
in PBS, supplemented with 0.02% BSA and 0.05% Tween 20, were
added for 1 h of incubation. Conversely, a mixture of a constant
amount of scFv D32.10 (10 pg/ml) and increasing amounts of IgG
D32.10 (5, 10, 20, 50 pg/ml) diluted in the same conditions were
added for 1h of incubation. Spots were then visualized by
chemiluminescence detection using SuperSignal West Pico
Luminol/Enhancer solution (Thermo Scientific). Densitometric
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measurement was performed by using Image] 1.43u software
(National Institute of Health, USA).

For western blotting assay, the preparations (HCVsp-Fan and
HCVsp-Lat, 5 ng of protein) were subjected to SDS-PAGE under
reducing or non-reducing conditions (2% SDS + 5% 2-ME). After
transfer, the mouse IgGs D32.10 (10 pg/ml) or scFv (20 pg/ml) di-
luted in TBS-Tween-5% milk were added as primary antibodies.
The revelation phase was performed using peroxydase-conjugated
anti-mouse or anti-His-tag antibodies.

To assess the specificity of the antibody staining (IgG and scFv
D32.10), normal human serum (NHS) was used as control probe
in both dot and western blot experiments. His-tag protein was
used as positive control for revelation using anti-His tag
antibodies.

2.6. Biophysics characterization and structure determination

Online MALLS detection was performed with a DAWN-HELEOS
II detector (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, United States).
Data were analyzed, and weight-averaged molecular masses (M)
were calculated using the ASTRA software (Wyatt Technology,
Santa Barbara, CA, United States). The S75 Superdex column (GE
Healthcare) was equilibrated with 100 mM Tris at pH 9 containing
500 mM NacCl.

3. Results
3.1. Production, purification and structure of the scFv D32.10

The nucleotide sequence obtained from the rearranged V region
genes of D32.10 is shown in Fig. S1 (Supplementary data) and was
deposited at EMBL (European Bioinformatics Institute, United
Kingdom) with WEBIN ID number Hx2000032426. The scFv was
constructed by introducing the 15-residue linker, (Gly,Ser)s, con-
necting the C-terminus of Vy to the N-terminus of V| (Fig. 2). The
recombinant protein contains a hexahistidine tail to facilitate puri-
fication and identification. An induction of 4 h at 37 °C with 1 mM
IPTG was performed. The final crude bacterial extract (Fig. 1, lane
1) was subjected to purification by denaturing IMAC chromatogra-
phy, and SDS-PAGE analysis of fractions showed that elution of the
protein was obtained at 300 mM imidazole in quite pure form
(Fig. 1, lanes 2, 3 and 4). The yield of recombinant scFv was
10 mg/L of culture medium corresponding to the scFv present in
the starting material. Although the molecular weight (MW) was
estimated from the sequence to be 29.6 kDa, SDS-PAGE analysis
gave an apparent MW of approximately 28 kDa.

In order to determine the oligomeric state in solution of the
scFv, a western blotting assay (Fig. 3B) and a multiangle laser light
scattering study (MALLS) (Fig. 3C) were performed on renatured
and gel filtration purified products (Fig. 3A). Fig. 3A showed one
large shoulder (numbered as 1 & 2) and two peaks (numbered 3
& 4). The corresponding fractions were subjected to SDS-PAGE
and western blotting in reducing (R) and non-reducing (NR) condi-
tions (Fig. 3B). Under NR conditions, Fig. 3B, lanes 1 and 2 showed

EVKLVESGGGLVEPGGSLKLSCAASGFPFSSYDMSWVROQTPEKRLEWVASISTGGNY SYYPDSVKGRET ISRD

FR1 CDR1

NARKTLHLOMSSLRSEDTALYYCARHDGPGAFWGQGTLVTVSGGGGSGGGGSGGGGDVVMTQTHLTLSVAIGO

CDR3

PASISCKSSQSLLDSDGETYLNWLLORPGQSPKRLIYLVSKLDSGVPDRETG

FR2 CDR2 FR3
LINKER FR1
SGTDFTLKISRVEADDLGV

CDR1
THEPFMFGSGTKLEIKRA

FR2

CDR2 FR3

Fig. 2. Encoded amino acid sequence of the scFv D32.10. The red color show the V}; domain of D32.10, the black color the linker (Gly,Ser)s, and the blue color the V; domain of

D32.10. Framework (FR) and CDR were in solid and dotted lines, respectively.
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Fig. 3. Analysis of the purified scFv D32.10 by using MALLS methodology. After
purification of the scFv on high resolution 10/30 Superdex 75 column (A), the
fractions 1, 2, 3 and 4 were subjected to SDS-PAGE (B) under reducing (R) and non-
reducing (NR) conditions, and the fraction 3 was analyzed by MALLS (C).

the presence of misfolded oligomeric and dimeric scFv, in the
peaks 1 and 2, respectively. Only scFv monomers were detected
in the fractions 3 under both NR and R conditions (Fig. 3B).

A scFv D32.10 (ug/mL)
0 10 20 50
__‘
HCVsp | 1(GT3) . ® o O
isolates
26Ta20 M @ © ¢
3NHS
196 D32.10
Anti-lgG

Possibly, the fraction 2 may also contain functional non-covalent
dimers or diabodies [10]. The results achieved by MALLS confirmed
that the fraction 3 is pure and consists of a homogenous mono-
meric scFv D32.10 species with a MW of 30-33 kDa (Fig. 3C).

3.2. The scFv specifically recognizes serum-derived HCV particles
(HCVsp), E1E2 envelope complexes and E1, E2 glycoproteins and
competes with the full IgG

Two HCVsp isolates, from patient 1 with genotype (GT) 3, and
from patient 2 with two distinct GT1a and 2a [12], were used in
dot blot experiments for their recognition by IgG D32.10 as posi-
tive controls in comparison with the scFv. As shown in Fig. 4, IgGs
and scFv D32.10 specifically and strongly reacted with both HCVsp
isolates, whereas did not react with NHS used as control probe
(Fig. 4A and B, lanes 0). As the native antibody, the scFv showed
a higher reactivity with the HCVsp isolate 1 (HCV-Lat, GT3) than
with the HCV isolate 2 (HCV-Fan, GT1a/1b), independently of the
genotype but dependent on surface pattern of HCV particles
[6,7]. It is worth noticing that the scFv significantly inhibited in a
concentration-dependent manner the binding of IgG D32.10 to
both HCVsp isolates (>50% for the isolate 1 and >70% for the isolate
2 at a concentration of 50 pg/ml corresponding to a molecular ratio
1gG/scFv = 2) (Fig. 4A). Conversely, IgG D32.10 inhibited the bind-
ing of scFv to both HCVsp isolates in a concentration-dependent
manner with a complete (100%) inhibition at a concentration of
50 pg/ml for the isolate 1 and at a concentration of 20 pg/ml for
the isolate 2 (Fig. 4B). This supports that the scFv and full IgG mol-
ecule of D32.10 recognize the same epitope and exhibit similar
binding affinities to antigen.

The monoclonal antibody D32.10 has been shown to also react
with large E1E2 complexes and E1 and E2 glycoproteins [5]. There-
fore, using the same HCVsp isolates as antigenic probes, the HCV
polypeptide specificity of scFv D32.10 was tested by western blot
analysis (Fig. 5) under non-reducing (NR) and reducing (R) condi-
tions. When the two GT3 and GT1a/2a isolates (corresponding to
lanes 1 and 2, respectively) were analyzed under NR conditions
(Fig. 5A), scFv D32.10 recognized disulfide-linked complexes
recovered in the upper part of the gel (>250kDa) as IgG D32.10.
These high MW bands likely correspond to hetero-oligomeric
E1E2 complexes [6,13]. Under R conditions (Fig. 5B), scFv D32.10
recognized two (HCVsp GT1a/2a, lane 2) or three (HCVsp GT3, lane
1) bands at 31 kDa, 62 kDa and around 100 kDa, corresponding to
E1, E2, and heterodimer E1E2, respectively. Same patterns were
observed with IgGs D32.10. No reactivity was detected with NHS
(lanes 3) as control antigenic probe. As positive control, His tag
protein (lane 4) was detected by anti-His tag antibodies.

B 19G D32.10 (pg/mL)
0 5 10 20 50
— —
Hovsp | 1(6T3) ) .l e ®
isolates e
2 (GT1a/2a) . ] 3]
3NHS
4 His tag ” e ® o [ ]
protein .
scFv D32.10
Anti-Histag

Fig. 4. Cross-competition of scFv with the parental IgG D32.10. Dot blot experiments with two HCVsp isolates 1 (GT3) and 2 (GT1a/2a), NHS as control antigenic probe (3) and
His tag protein (4) as positive control for anti-Histag antibodies. (A) Competition with increasing amounts of scFv. (B) Competition with increasing amounts of parental IgG.
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Fig. 5. scFv D32.10 reactivity with serum-derived HCV E1E2 proteins. Western blot with two HCVsp isolates (lanes 1, GT3 & lanes 2, GT1a/2a), NHS (lanes 3) and His tag
protein (lanes 4) as control probes, tested under NR (A) and R (B) conditions. Immunoblotting was performed using IgG or scFv D32.10. The molecular masses of markers are

indicated in kilodaltons (kDa).

Altogether, these results confirm that the scFv D32.10 exhibits the
same HCV E1E2 antigenic specificity as the native antibody.

4. Discussion

The scFv construction of anti-HCV E1E2 D32.10 mAb is func-
tional since it recognizes serum-derived HCV 1a/2a and HCV 3a
particles, as well as large E1E2 complexes and E1 and E2 glyco-
proteins [5-7]. Moreover, it competes with D32.10 IgG for bind-
ing to antigen. By using size-exclusion chromatography
associated with light-scattering, we show that the scFv D32.10
forms misfolded dimers and oligomers as frequently observed
with scFv constructions, but functional well-refolded monomers
are in great majority.

HCV envelope glycoproteins, which are involved in HCV entry
into host cells, represent the major targets of neutralizing antibod-
ies (nAbs). To date the majority of neutralizing mAbs against HCV
infection target conserved regions on E2 [14]. Mapping of neutral-
ization epitopes on the HCV E2 protein sequence showed that nAbs
to linear epitopes targeted a segment adjacent to HVR1, encom-
passing aa 410-425 as the mouse mAb AP33 having contact resi-
dues within aa 412-423 [15,16], and to conformational epitopes
targeted mainly two discontinuous regions, aa 424-443 and aa
523-540 [15]. However, the 412-423 epitope appeared to be
weakly immunogenic and AP33-like antibodies are less prevalent
in HCV-infected patients suggesting that such nAbs do not play a
major role in natural clearance of HCV infection [17]. Moreover,
AP33-escape mutants arose under selection pressure and are resis-
tant to AP33-mediated neutralization [18].

The anti-HCV E1E2 mAb D32.10 is the unique antibody ob-
tained by immunization with HCV particles isolated from infected
patients. Epitope mapping identified the D32.10 epitope being
formed by three well-conserved discontinuous E1 (aa 297-306)
and E2 segments (aa 480-494 and aa 613-621), obviously highly
immunogenic and juxtaposed on the surface of native circulating
enveloped HCV particles (HCVsp) in chronic hepatitis C patients
[5,6]. Unlike well-characterized anti-HCV E2 human mAbs with
potent cross-neutralizing activity, D32.10-like antibodies have
been shown to be associated with spontaneous virus clearance
and predictive for complete viral response in chronically-infected
patients under SOC antiviral therapy [9]. The E1E2 epitope targeted
by the D32.10 mADb has been shown to be preferentially involved in
interactions between the virus and polarized hepatocytes [7]. In
the recently proposed 3D-model of HCV E2 ectodomain (E2e)
[19], the E2 segment, aa 613-621, recognized by D32.10 encom-
passed residues 613-618 important for CD81 binding. The E2 seg-
ment, aa 480-494, also recognized by D32.10 encompasses a
highly conserved stretch of residues stabilized by disulphide
bridge 3 (Cys486-Cys494). This segment was close to the putative
highly conserved fusion peptide, which may also form a contact
with E1 glycoprotein [19]. Obviously, these three segments which
composed the discontinuous antigenic determinant identified by
the D32.10 mAb were exposed and physically very close in the
quaternary structure of the E1E2 envelope glycoprotein complexes
expressed on the surface of natural HCVsp of all genotypes.

The unique properties of mAb D32.10 highlighted the relevance
of developing D32.10-based anti-HCV therapy. Therefore, this
study was conducted to generate a scFv more convenient to use
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than the full-length mAb, for medical applications. Here, we dem-
onstrate that the scFv D32.10 fragment with a Vy-linker-V; orien-
tation is expressed mainly as functional forms. Indeed, it binds
native HCVsp as well as E1 and E2 antigens and significantly inhib-
its the binding of the IgG D32.10 to HCVsp. Therefore, it efficiently
recognizes the same epitope than the original parental mAb. Future
studies should include investigations in in vitro neutralization as-
say and in vivo animal models to enhance the therapeutic applica-
bility of this scFv, especially in the issue of HCV reinfection after
liver transplantation.
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Etant donné sa production en corps d’inclusion, nous avons choisi de totalement dénaturer la
protéine sckFv D32.10 en condition urée et d’appliquer la technique du flash refolding en diluant
celle-ci 50 fois dans un tampon spécifique composé de glutathion réduit et oxydé afin d’aider a la
reformation des ponts disulfures. Ce mécanisme est absent dans le systéme d’expression bactérien. Les
produits ayant subi la technique du flash refolding ont été purifiés par chromatographie d’exclusion
afin d’éliminer les protéines de grande taille. La technique du western blot a montré que les protéines
de grande taille correspondaient a des oligomérisations du scFv D32.10. Des techniques de biophysique
comme le MALLS ont néanmoins révélé que 10% de la protéine soumise au flash refolding était
mono-dispersée c’est-a-dire composée de protéines identiques du point de vue de la taille et structure.
De ce résultat, nous avons conclu qu'une partie aurait possiblement été renaturée correctement.
Dans le but de vérifier cette hypothese, des tests de fonctionnalité ont été réalisés par des techniques
d’immunochimie sur des particules virales inactives tout en faisant le parallele avec l’anticorps
D32.10. De cette étude, nous avons conclu que le scFv D32.10 a été renaturé efficacement de fagon a
étre fonctionnel. Cette technique a été répétée de nombreuses fois prouvant ainsi sa robustesse. De
plus, afin de faire une étude comparative entre ’anticorps entier et le scFv, une compétition entre les
deux entités a été réalisée et visualisée par Dot Blot. Ces résultats montrent que le scFv D32.10 est
moins efficace que 'anticorps entier mais qu’il reste néanmoins tres compétitif par rapport a I’anticorps.

CONCLUSION

Par la technique du flash refolding, il a été démontré que la construction élaborée était fonction-
nelle et compétitive. Cependant, méme si cette production est adaptée pour les études immu-
nochimiques, ce n’est malheureusement pas le cas pour des études structurales qui demandent
de grandes quantités de protéine. Pour cela, d’autres moyens de production ont été testés pour
améliorer le rendement d’expression. En particulier, nous nous sommes tournés vers deux types
de techniques comme (i) le systéme d’expression acellulaire (cell-free) qui est une technique in-
novante permettant de tester différentes conditions d’expression et plus particulierement celle
permettant de faciliter la création de pont disulfure, étape pouvant étre limitante dans notre cas
et (ii) le systéme d’expression baculovirus.

5.2. Test d’expression en cell-free et fonctionnalité du scFv D32.10

5.2.1. Qu’est ce que I'’expression en systéme cell-free ?

L’expression en cell-free est une technique de production acellulaire de protéines recombinantes
utilisant des lysats cellulaires eucaryotes ou procaryotes et leurs machineries traductionnelles. Cette
technique permet donc de produire de grande quantité de protéines d’intérét tout en évitant les
phénomenes de cytotoxité ou d’insolubilité (corps d’inclusion) se produisant couramment dans les
systemes cellulaires. La production se faisant dans un systéme ouvert, de nombreux éléments ou
cofacteurs peuvent étre ajoutés afin de faciliter la production protéique. La production en cell-free
du scFv D32.10 a été testée par la société grenobloise Synthelis qui a optimisé ce systeme pour
I'expression des protéines membranaires (¢f Figure 5.2). Les échantillons de production ont ensuite
été purifiés et testés a 'UVHCI. Ces points seront développé dans ce chapitre.

78



CHAPITRE 5. PRODUCTION DU SCFV D32.10. .. 5.2. TEST D’EXPRESSION EN CELL-FREE. ..

@ Culture cellulaire

Débris cellulaire

@ Lyse cellulaire et purification du lysat

Matrice permettant Additifs

laréaction % ADN cotenant le

facilitant la production * Nucléotides
+ Cofacteurs

+ Sels

Y géne a exprimer
@ Ajout d’additifs (- ou. “{ \ / + Acides aminées
;/.z

@ Expression protéique k ‘ )
\J

FIGURE 5.2.: Schéma de production en cell-free de protéines recombinantes

La production de protéines en systéme acellulaire commence par la mise en culture de
cellules procaryotes (ex : E.coli) ou eucaryotes (ex : levures, germe de blé ou insectes).
Ensuite, les cellules sont lysées, fractionnées et purifiées afin d’en retirer ’ADN et l’en-
semble des membranes et organelles. Ce lysat constituera la base du milieu réactionnel
contenant l’ensemble des composants mécessaires d la transcription et traduction. La
réaction démarrera lors de l’ajout soit du plasmide contenant le géne a exprimer ou soit
d’un produit PCR. Bien que le lysat soit suffisant pour Uexpression de la protéine il est
possible de favoriser la production protéique en complétant le milieu réactionnel avec
des cofacteurs et les substrats nécessaires a ’ARN polymérase, ainsi qu’aux ribosomes.
Généralement, des sels (ex : Kt et Mg? T ), Iensemble des acides aminés, des ARN; et
des formes énergétiques seront rajoutés. Leurs quantités optimales devront étre criblées
car de grandes variations sont observées en fonction du type du lysat, de la protéine et
de sa construction moléculaire [Carlson et al., 2012].
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5.2.2. Purification

Sur les neuf conditions testées par I’entreprise, une seule a démontré son intérét du point de vue de
la quantité et de la solubilité. Une production & grande échelle a alors été réalisée, et deux tests de
purification en condition native et dénaturante ont été réalisés sur résine nickel .

5.2.2.1. Matériel et méthodes
5.2.2.1.a. Purification en condition native

L’étiquette polyhistidine fusionnée du c6té N-terminal de la protéine scFv D32.10 permet sa puri-
fication par chromatographie d’affinité sur résine de nickel. Le principe de cette technique repose sur
les interactions ioniques qui se forment entre les résidus histidines chargés négativements et les ions
nickel de la résine chargés positivement. Afin de purifier la protéine scFv D32.10, la colonne contenant
de la résine Ni-NTA (Qiagen) a été équilibrée avec du tampon d’équilibration contenant 100 mM Tris-
HCI pH=8, 300 mM NaCl et 0.5% Brij-35. Le produit d’expression cellulaire a ensuite été déposé sur
colonne apres centrifugation et filtration (0.2 um). Une étape de lavage a été réalisée avec du tampon
de lavage contenant 100 mM Tris-HCI pH=8, 300 mM NaCl, 5 mM d’imidazole et 0,5% brij-35. La
protéine a été éluée avec le tampon élution contenant 100 mM Tris-HCl pH=8, 300 mM NaCl, 300
mM d’imidazole et 0.5% brij-35. L’échantillon avant et aprés dépot sur colonne, les fractions du lavage
et I’élution ont été récupérés et analysés en western blot afin de localiser la protéine .

5.2.2.1.b. Purification en condition dénaturante

Pour ce qui est de la purification en condition dénaturante !, I’échantillon a préalablement été traité
en le diluant au tiers avec le tampon d’équilibration ajusté a 8 M d’urée et purifié sur résine nickel. Les
étapes de purification de la protéine sont identiques a celles mentionnées dans le paragraphe précédent,
sauf pour le tampon d’équilibration de lavage et des élutions auquel sont ajoutés 8 M d’urée, afin de
maintenir la condition dénaturante. Le produit, les fractions de lavages et d’élutions ont été récupérés
puis analysés en western blot.

5.2.2.1.c. Electrophorése et western blot

Afin de visualiser la protéine purifiée sur résine nickel en condition native et dénaturante, une analyse
en western blot a été réalisée. Dans un premier temps, les fractions du produit brut, du lavage et de
Iélution ont été déposées sur gel de polyacrylamide 13% et transférées sur membrane PVDF (20V
pendant 1 h). Apres saturation pendant 30 minutes dans du tampon TBS-tween 5% lait, la membrane
est incubée pendant une heure avec un anticorps monoclonal reconnaissant 1’étiquette poly histidine
couplé & une horseradish peroridase (HRP - 1/10 000, Sigma-Aldrich). Les résultats sont révélés par
la mise en présence du sustrat de la HRP : 3,3’-Diaminobenzidine (DAB, Sigma-Aldrich).

5.2.2.2. Résultats et interprétation (cf Figure 5.3)

La bande attendue pour la protéine scFv D32.10 se situe au niveau de 29 a 30 kDa. Sur la figure 5.3
elle est indiquée par une fleche. Le western blot de contrdle des purification se divise en deux parties
représentant la condition native et la dénaturante. L’éluat 1 est commun aux deux et montre que la
protéine est présente avant toute étape de purification.

— Pour la purification en condition native : une bande de forte intensité est présente dans la
fraction 2 représentant la partie de I’échantillon étant passé a travers la colonne mais ne s’étant
pas accroché soit pour des raisons de saturation de la colonne ou bien de la non reconnaissance
de I’étiquette polyhistidine par la résine. La présence d’une bande de faible intensité au niveau

1. Cette étape permet de rompre toutes les liaisons assurant les structures secondaires et tertiaires
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de la fraction de lavage (fraction 3) et de I’élution (fraction 4) démontre que la protéine est peu
présente a ces étapes la. La présence du scFv D32.10 dans la fraction de dépot (1), laisse penser
que la protéine n’est pas accrochée a la résine nickel.

— Pour la purification en condition dénaturante : La fraction 2 démontre que la protéine
est présente en plus faible quantité apres passage sur la colonne que dans la condition native.
Ceci est cohérent avec le fait que I’échantillon de dépdt a été dilué au tiers avec du tampon de
dénaturation. Le fraction 3 (étape de lavage) montre qu'une légere quantité de protéine est éluée
lors du lavage. Néanmoins, le scFv se retrouve majoritairement dans I’éluat(fraction 4).

Condition Condition
Native Dénaturante
1 2 3 4 2 3 4
70
55
35
- o “ - -— < ScFvD32.10
25

FIGURE 5.3.: Western blot du test de purification du scFv D32.10 exprimé en cell-free
Sur la figure, les blots correspondant a la purification en condition native ou dénaturante
sont représentés. (1) L’échantillon avant purification (2) Fractions aprés passage sur
colonne en condition native ou dénaturante. (3) Lavage de la colonne. (4) Récupération
de la protéine fixée da la résine.

Etant donné ces résultats, nous concluons que la protéine en condition native ne s’accroche pas a
la résine nickel. Cela peut s’expliquer par la non disponibilité de I’étiquette polyhistidine dans la
condition native contrairement a la condition dénaturante. Ceci inciterait a dire que la protéine
serait mal repliée. Afin de compléter ces expériences, un test d’activité a été réalisé pour valider
cette hypothese.

5.2.3. Test d’activité (cf Figure 5.4)

Les tests d’activité ont été réalisés comme décrit au niveau de l'article dans le paragraphe 2.5,
Antigen-binding and competitive binding of scFv (page 15). Néanmoins, dans le cas de I’expression en
systeme cell-free, un extrait purifié n’ayant pas pu étre obtenu, le produit brut fourni par ’entreprise a
été utilisé a une concentration de 100 ug/mL en raison d’un nombre élevé de contaminants (Dot Blot
1). Des particules HCV LAT (génotype 3), FAN (genotype la/2a) [Ndongo et al., 2011], un contrdle
négatif composé de sérum humain normal et un contréle positif ont été déposés sur une membrane
nitrocellulosique. En parallele, en tant que controle positif de I'expérience, un Dot Blot (Dot Blot
2) avec les mémes dépots a été réalisé avec le scFv D32.10 produit par flash refolding ayant déja
montré une réactivité anti-HCV contre les particules virales. L’absence de signal au niveau des dépots
de particules HCV démontre que le scFv D32.10 produit en cell-free ne reconnait pas les particules
virales contrairement au scFv D32.10 produit en flash refolding dans les conditions utilisées.
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Dot Blot 1 Dot Blot 2
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FIGURE 5.4.: Activité du scFv produit en cell-free (Dot Blot 1) versus scFv produit par
flash refolding (Dot Blot 2)
Des particules HCV LAT génotype 3 (GT3) et FAN génotype 1a/2a (GT 1a/2a) ont été
utilisées comme antigénes. Du sérum humain normal (SHN) est utilisé comme contréle
négatif de 'expérience et une protéine ayant une étiquette polyhistidine comme controle
positif du western blot.

CONCLUSION

L’analyse réalisée sur la production protéique en cell-free démontre que malgré son apparente
solubilité, la protéine ne reconnait pas les particules HCV. Cette observation est appuyée par
celle qui a été faite lors de la purification en condition native, qui permet de faire I’hypothese
d’un mauvais repliement de la protéine. Etant donné le large éventail d’additifs testés afin de
reformer les ponts disulfures, il semblerait que celui-ci ne soit pas 'unique élément empéchant
la production d’une protéine ayant conservée son activité anti-HCV. De ces deux expériences,
nous pouvons conclure que ce moyen d’expression n’est pas adapté a notre construction. Afin
d’expérimenter un autre mode de production, I’expression en baculovirus a été sélectionnée afin
de produire en parallele une protéine cytoplasmique et une protéine secrétée.

5.3. Expression en baculovirus et fonctionnalité du scFv D32.10

5.3.1. Qu’est ce que I'expression en baculovirus ?

La technique d’expression en baculovirus est de nos jours, I'une des techniques les plus utilisées
afin de produire des protéines recombinantes (¢f Figure 5.5). Elle consiste & utiliser le baculovirus
pour infecter naturellement des cellules d’insecte afin qu’elles produisent la protéine d’intérét. Pour
cela, ce virus aura été au préalable modifié afin d’intégrer le géne de la protéine a produire. Dans
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ce cas, le virus est utilisé comme un vecteur infectieux qui détournera a son avantage la machinerie
cellulaire des cellules infectées pour produire une protéine. L’intérét de ce systéme est de produire
les protéines eucaryotes ou d’expression difficile en bactérie mais aussi de produire des protéines en
grande quantité tout en assurant la majeure partie des modifications post-traductionnelles essentielles
a l'activité biologique des protéines sécrétées. Le systeme utilisé dans le cas de la production du scFv
D32.10 est celui développé par la plateforme Eukaryotic Expression Facility (EEF) de 'EMBL dirigé
par le Dr Imre Berger.

&
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FI1GURE 5.5.: Principe de production par le systéme baculovirus
(A) Le géne d’intérét est intégré au génome du baculovirus grice au systéme Tn7
(phénomene de recombinaison). Les cellules d’insecte seront ainsi transfectées pour
exprimer la protéine désirée et secréter un baculovirus portant le géne d’intérét. Le virus
pourra sera collecté et utilisé pour ré-infecter de nouvelles cellules (B et C) Mutlibac et
EmbacY sont les deuz systémes baculovirus pouvant étre utilisés[Trowitzsch et al., 2010].

5.3.2. Matériel et méthodes : construction et production du scFv D32.10

Le gene codant pour le scFv D32.10 utilisé pour la production en baculovirus est le méme que celui
utilisé pour 'expression en bactérie. Néanmoins, celui-ci se trouvant dans un plasmide d’expression
bactérienne, il a fallu dans un premier temps réaliser un nouveau clonage pour l'intégrer dans un
plasmide d’expression en baculovirus. Deux plasmides ont été selectionnés :

e pFastBac (Life technology) : plasmide permettant la production intracellulaire de la protéine
cible;

e pFastBac-SS : plasmide élaboré par le docteur Nicolas Tarbouriech possédant une étiquette mel-
litine (Signal seq) permettant & la protéine d’étre secrétée (cf Figure 5.6). Le passage de celle-ci par
les voies de sécrétion permet a la protéine de subir certaines modifications post-traductionnelles
qui sont réalisées au niveau des voies de sécrétion (phosphorylation, glycosylation).
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FIGURE 5.6.: Schéma du plasmide pFastBac-ss
Tn7L et Tn7TR sont les sites permettant la transposition du géne du plasmide au bac-
mide qui deviendra un bacmide recombinant. AmpR et GentaR sont les deux génes de
résistance auz antibiotiques. MCS : site multiple de clonage. Les étiquettes polyhistidine
et le site de coupure d la TEV sont respectivement indiqués par HIS Tag et TEV. Le tag
de la mellitine est indiqué par Signal seq

5.3.2.1. Préparation du bacmide recombinant scFv D32.10 : digestion, ligation et
transformation des bactéries DH10EMBacY

Afin de créer le bacmide recombinant scFv D32.10, 2 ug du plasmide d’expression pFastBac,
du pFastBac-SS et de la construction scFv D32.10 ont été digérés par 10 U de Ncol, 10 U de XHol,
1x de tampon 4 (New Englands Biolabs). Les 20 uL. de volume réactionnel ont ensuite été digérés
pendant 2h a 37°C. Une fois la digestion terminée, les deux plasmides ont été dephosphorylés afin
d’éviter toute recircularisation de ceux-ci lors de la ligation par une Phosphatase Alkaline (CIP) (New
Englands Biolabs).

Par la suite, les trois échantillons ont été purifiés. Pour cela, chaque produit de digestion a été séparé
sur un gel d’agarose de 1% afin de récupérer les deux plasmides digérés deux fois et le géne destiné
a étre cloné dans les deux vecteurs. Les bandes d’intéréts sont extraites a I’aide du kit QIAquick Gel
Extraction (Qiagen). Les ligations du gene d’intérét dans chaque plasmide sont réalisées suivant le
rapport molaire 1/3 en présence de la ligase dans son tampon pendant deux heures & température
ambiante. Les bactéries DHIOEMBacY ont été transformées avec 100 ng de plasmide pFastBac et
pFastBac-SS. Apres transformation par choc thermique (45 secondes a 42°C puis 5 min dans la glace),
la suspension bactérienne est mise en culture dans 400 pL. de milieu de LB pendant toute la nuit
a 37°C afin de permettre la recombinaison du géne contenu dans le plasmide et le bacmide du
baculovirus. Elles sont ensuite étalées sur un milieu LB-Agar contenant :

50 pg/mL de kanamycine pour sélectionner les bactéries transformées possédant le bacmide ;

— 7Tpg/mL de gentamycine utilisée pour garder les bactéries ayant intégré le géne d’intérét situé
entre les éléments transposables Tn7 du vecteur donneur ;

— 10pug/mL de tétracycline afin de sélectionner les bactéries possédant le plasmide <hel-
pers nécessaire a la transposition ;

40 pg/mL d'TPTG qui permet d’induire I'expression de la -galactoside (gene lacZ);
— 100 pg/mL de BluOGal, un substrat de la S-galactosidase qui sera dégradé en galactose plus un
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composé bleu, quand le géne ne sera pas intégré.

Les boites de Pétri sont alors incubées pendant 48 h a 37°C. Une colonie blanche prouvant que le
geéne du scFv D32.10 s’est intégré au niveau du géne lacZ (empechant la dégradation du bluOGal)
a été sélectionnée et mise en culture dans 2 mL sur la nuit a 37 °C. Le bacmide recombinant a été
extrait & 'aide du Kit Qiagen MiniPrep (Qiagen).

5.3.2.2. Production du stock viral et production de la protéine cible

Apres avoir créé le bacmide recombinant, les cellules sont transfectées avec celui-ci afin qu’elles
produisent et amplifient le virus recombinant. La suite des étapes est illustrée dans la figure 5.7.

Bacmide recombinant

v Transfection de cellules d'insecte (sf21)

Baculovirus recombinant
Stock viral Vo

et amplification

v Ampilification du stock viral

Production du stock viral
Stock viral V1

Production du baculovirus recombinant

v Infection cellulaire (Hi5)

Expression protéique
- Au niveau cytoplasmique
- Dans le milieu de culture (sécrétion)

FIGURE 5.7.: Schéma global du protocole utilisé afin de produire le scFv D32.10.
Dans un premier temps, le virion infectieux contenant le gene du scFv D32.10 est produit
et amplifié par une premiére culture cellulaire en sf21 qui constituera (V0). La production
protéique démarrera lors d’une nouvelle mise en culture de cellules d’insecte (HI5). Celle-
ci sera infectée par le baculovirus recombinant produit en V1 qui détournera la machinerie
cellulaire afin de produire la protéine scFv D32.10

5.3.2.2.a. Production du stock viral

Les cellules utilisées dans le systeme d’expression baculovirus sont issues du tissu ovarien de larves
du lépidoptere Spodoptera frugiperda, portant le nom de Sf21. Elles ont été cultivées en monocouches
dans des boites 6 puits pour la préparation du virus dans le milieu Hyclone. 150 pl. d’un mix reac-
tionnel contenant le XtremeGene (I’agent de transfection), ’ADN bacmidique recombinant ont été
déposés sur les cellules Sf21. Apres une incubation de 5h a 27°C, 3 mL de milieu Hyclone sont ajoutés
puis le surnageant de culture contenant les baculovirus recombinants est récupéré apres 72h de culture,
toujours a 27°C. Afin d’amplifier le stock viral, 1 mL de milieu de culture contenant les virions recom-
binants précédemment produits a été utilisé pour infecter une nouvelle culture de cellules d’insecte
sf21 & 1 million cellules/mL. La production et 'amplification des virions ont été suivies en mesurant
la fluorescence de la Yellow Fluorescent Protein (YPF). Pour cela, les mesures ont été réalisées sur 1
million de cellules a une longueur d’onde d’excitation de 488 nm et d’émission a 525 nm par I’appareil
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infinite M200 Pro (Tecan). Le stock viral ainsi produit a été nommé V1 pour la protéine intracellulaire
et V1-SS pour la protéine sécrétée.

5.3.2.2.b. Production protéique

Les cellules d’insectes utilisées afin de produire la protéine scFv D32.10 sont des cellules provenant
de Trichoplusia ni nommé HI5. Celles-ci ont été mises en culture en suspension dans du milieu Express
5 (Life Technology) ajusté en L-glutamine a 27°C. Le volume viral utilisé pour produire les protéines
cytoplasmiques et secrétées a été estimé a 250 puL du stock viral (V1 et V1-SS) pour 100 mL de
culture cellulaire concentrée a 1,5 million de cellules/mL . Les cellules infectées ont été mises en
culture pendant trois jours pour les deux constructions afin de produire la protéine recombinante. Du
milieu Express 5 a été rajouté tout au long de 'infection afin de conserver une concentration cellulaire
d’environ 1,5 millon cellules/mL.

5.3.2.3. Extraction et purification des protéines recombinantes

Comme précisé auparavant, la protéine sckv D32.10 a été produite a la fois au niveau du cytoplasme
mais aussi sécrétée. Dans le cas d’une production au niveau cytoplasmique, les cellules sont avant tout
lysées par sonication dans un tampon de lyse contenant 50mM Tris pH=7.2 100mM KCI, 0.1% NP40.
L’extrait a été centrifugé afin d’éliminer tous les débris cellulaires puis filtré et purifié. Dans le cas de
la protéine du scFv D32.10 secrétée dans le milieu, celle-ci est filtrée puis purifiée. Les purifications
suivantes ont été réalisées :

5.3.2.3.a. Purification sur résine nickel

Du fait de la présence d’un agent chélateur des ions nickel present dans le milieu de culture Express
5, deux résines différentes ont été utilisées. La protéine cytoplasmique a été purifiée sur une colonne
contenant de la résine nickel (Ni-NTA, Qiagen) et la protéine sécrétée sur une colonne contenant
de la résine cOmplete His-tag (Roche). Ces deux colonnes ont été équilibrées avec du tampon TN300
(100mM Tris-HCI pH=8, 300 mM NaCl) et le produit issu de la lyse pour la production cytoplasmique
et le milieude culture pour la protéine secrétée ont été passés sur les colonnes. Un lavage a été réalisé
avec du tampon contenant 100mM Tris-HCl pH=8, 300 mM NaCl, 5mM Imidazole. L’élution de
la protéine a été réalisée avec un tampon contenant 100mM Tris-HCl pH=8, 300 mM NaCl, 300mM
Imidazole. Les étapes d’équilibration et de lavage ont été réalisées avec 5 volumes/colonne pour chaque
expérience. Les élutions d’un volume/colonne ont été récupérées et chargées sur gel de polyacrylamide
(13%) afin de controler leur pureté (¢f Figure 5.9).

5.3.2.3.b. Purification par gel filtration

La purification par chromatographie d’exclusion ou gel filtration est une technique de purification qui
permet de séparer les protéines en fonction de leur taille. Les protéines seront ainsi éluées dans ’ordre
décroissant des masses moléculaires. L’échantillon protéique est concentré a ’aide d’un concentrateur
Amicon (volume inférieur & 500 pL) puis injecté a un débit de 0,5 mL/min sur une colonne d’exclusion
Superdex 200 10/300 GL 24 mL (GE Healthcare). La colonne est au préalable équilibrée dans du
tampon TN300 100 mM Tris HCI, 0,3 M NaCl, pH=8. Des fractions de 500 pL sont récoltées et
analysées sur gel SDS PAGE 13% (c¢f Figure 5.10). La fraction représentative de la protéine scFv D32.10
a ensuite été étudié en MALLS comme il a été décrit dans 'article 2.6 Biophysics characterization
and structure determination .
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5.3.2.4. Test d’activité

Afin de controler la qualité de notre nouveau mode de production, des Dot Blot ont été réalisés
selon le protocole décrit au niveau de I'article dans le paragraphe 2.5 Antigen-binding and competitive
binding of scFuv.
5.3.3. Expression et purification de la protéine cytoplasmique et secrétée
5.3.3.1. Expression

Afin de vérifier I'expression de la protéine scFv D32.10 en cellules d’insecte, un western blot a été
réalisé sur les produits d’expression cytoplasmique et sur la protéine sécrétée (cf Figure 5.8).
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FIGURE 5.8.: Western blot de la protéine cytoplasmique et de la protéine secretée scFv
D32.10 produites en baculovirus
La protéine scFv D32.10 est indiquée par une fleche. Pour le western blot représentant
la protéine produite dans le cytoplasme, le puits 1 indique la fraction insoluble. Le puits
2 représente la fraction soluble du lysat cellulaire. Le puits 3 indique la protéine présente
au niveau du milieu de culture cellulaire

— Dans le cas de la protéine produite au niveau cytoplasmique, les cellules d’insecte ont
été lysées puis centrifugées afin de séparer la partie soluble du surnageant (puits 2) et la partie
insoluble composée de débris cellulaires (puits 1). On observe une bande de plus forte intensité
dans la partie insoluble du lysat (puits 1) que dans la partie soluble (puits 2). Cela montre qu’une
grande partie de la protéine est présente sous forme d’agrégats. Un test de purification sur résine
nickel a été réalisé sur la fraction soluble (c¢f Figure 5.9 Gel 1).

— Dans le cas ou la protéine est secrétée, le milieu de culture est centrifugé et le surnageant
est débarrassé des gros débris par filtration, puis déposé dans le puits 3. Une bande équivalente
au puits 2 est observée démontrant qu’une partie de la protéine secrétée dans le milieu est soluble.
Le milieu sera aussi purifié sur résine nickel.

5.3.3.2. Purification

Purification sur Résine nickel Afin de purifier la protéine produite dans le cytoplasme et celle
secrétée dans le milieu, 100 mL de chaque culture sont produits et purifiés sur résine nickel . Afin de
contréler la qualité de la purification, les échantillons ont été analysés sur gel SDS-PAGE a 13% et
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visualisés directement par coloration du gel. La bande attendue se situe aux alentours de 30 kDa. Les
deux gels sont représentés sur la figure 5.9.

Purification du scFv D32.10 produit au niveau du Purification du scFv D32.10
cytoplasme sécrété

Elution L Elution

EF B

100 100

70 70

55 55
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FIGURE 5.9.: Purifications sur résine Nickel de la protéine scFv D32.10 produite au niveau cyto-
plasmique (Gel 1) et secrétée (Gel 2)
Pour le gel 1, les chiffres 1 et 2 indiquent respectivement la fraction insoluble et soluble de la
protéine scFv D32.10. En ce qui concerne, le gel 1 et 2, les étapes de lavage et d’élution sont
indiquées par la lettre L et le mot élution.

— Purification de la protéine produite au niveau cytoplasmique, celle-ci est encore large-
ment présente au niveau des débris cellulaires (puits 1), indiquant par la méme occasion sa forte
propension a rester sous forme d’agrégats, ce qui est cohérent avec les observations en western blot
(¢f Figure 5.8)). De plus, malgré la présence de nombreux contaminants, on distingue la protéine
scFv dans I’échantillon passé sur la résine nickel, démontrant qu’'une large partie de la protéine
ne s’accroche pas a celle-ci. De plus, une tres faible bande est observée au niveau du lavage et de
I’élution. D’apres ces observations, la protéine scFv D32.10 produite dans le cytoplasme n’est que
trés faiblement purifiable.

— Purification de la protéine secrétée, I’échantillon apres le lavage et apres 1’élution de la résine
sont déposés sur gel. Dans ces conditions, nous observons que la protéine secrétée est faiblement
présente au niveau du lavage mais largement présente au niveau de I’élution. D’apres ce gel, nous
avons conclu que la protéine est présente dans la condition secrétée mais aussi purifiable sur résine
nickel. Afin d’éliminer les contaminants encore présent, une partie du produit de purification est
purifiée dans une seconde étape grace a une colonne d’exclusion de taille.

Purification par gel filtration Avant injection, la protéine est centrifugée afin d’éliminer les
protéines qui se seraient agrégées lors de la concentration. Le précipité obtenu a cette étape a été
resuspendu puis a été déposé sur gel avec le produit injecté sur la colonne afin de controler 1’état
de la protéine pré-injection. Au niveau du profil de gel filtration (¢f Figure 5.10(B)), 4 pics sont
distinguables et sont déposées sur le méme gel (cf figure Figure 5.10(B) 1-4). Celui-ci montre qu’'une
partie de la protéine s’est effectivement agrégée pendant la concentration mais néanmoins, la grande
majorité de celle-ci reste présente sous forme soluble. Les pics 1, 2, et 3 proviennent de 1’absorbance
de protéines contaminantes qui pour le pic 2 migre au alentour de 100 kDa. La protéine scFv D32.10
est présente au niveau des fractions du pic 4 avec un léger produit de dégradation. Dans le but, de
déterminer sa masse molaire exacte et de savoir si le pic 4 est composé d’une protéine monodisperse,
elle est concentrée puis injecté sur MALLS. Par cette technique, la masse de la protéine a été estimée a
30 kDa avec une marge d’erreur de 3 kDa. De plus, I'indice de refraction (dRI) indique que la protéine
est monodisperse. Afin de tester sa fonctionnalité, un Dot Blot a été réalisé.
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A : Purification par chromatographie d'exclusion de taille
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F1GURE 5.10.: Purification du scFv D32.10 secreté
(A) Profil d’élution de la gel filtration. Les fractions ayant été déposées sur gel
ont été numérotées de 1 a 4. (B) Gel SDS PAGE (13%). MW indique le dépot
du marqueur de taille protéique, Ag les agrégats aprés concentration, Inj l’échantillon
injecté sur colonne et les numéros 1 a 4 les fractions correspondant aux pics d’élution
de la gel filtration. (C) Etude biophysique de la protéine scFv D32.10. La courbe
bleue indique 'indice de refraction du profil d’élution de la protéine et la courbe rouge
sa masse molaire en fonction de son volume d’élution.
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5.3.3.3. Fonctionnalité (cf Figure 5.11)

Les particules virales LAT (GT3), FAN (GT1a/2a), un controle négatif (sérum humain normal SHN)
et un contrdle positif correspondant a une protéine polyhistidine ont été déposés. La présence d’un
signal au niveau des dépots LAT et FAN montre que le scFv secrété produit en baculovirus reconnait
les particules virales, mais pas les protéines présentes dans le sérum humain normal ce qui prouve que
le scFv produit par la technique de baculovirus est fonctionnel et aussi réactif que le scFv produit par
la technique flash refolding.

Dot Blot 1 Dot Blot 2

LAT (GT3)

Particules
virales

FAN (1a/2a)

SHN

Protéine ayant une
étiquette polyhistidine

scFv produit scFv produit par
en Baculovirus | Flash refolding

Anti-Histag

FIGURE 5.11.: Activité du scFv produit en baculovirus (Dot Blot 1) versus scFv produit
par flash refolding (Dot Blot 2)
Les particules HCV LAT génotype 3 (GT3) et FAN génotype 1a/2a (GT 1a/2a) ont été
utilisées comme antigénes. Le sérum humain normal (SHN) est utilisé comme contréle
négatif de 'expérience et une protéine ayant une étiquette polyhistidine comme contrale
positif.

5.4. Conclusion générale sur la production du scFv D32.10

Trois techniques différentes ont été utilisées dans le but de produire la protéine recombinante soluble
scFv D32.10. Dans un premier temps, la technique du flash refolding nous a permis de valider la fonc-
tionnalité de notre construction sur d’authentique particule virale. Cette technique n’est néanmoins
pas adaptée pour la production en grande quantité, élément important pour la mise en échelle indus-
trielle. La seconde approche réalisée via I’expression en systeme cell-free, nous a démontré que malgré
I’addition de nombreux additifs facilitant la formation des ponts disulfures, la protéine restait malgré
tout soit insoluble soit sous forme d’agrégats solubles. L’utilisation de la technique d’expression en
baculovirus, avec les résultats encourageants obtenus, constitue par contre une avancgée importante en
vue de la production du scFv D32.10 a grande échelle (fermenteurs, . .. ). Cette forme secrétée, une fois
produite et purifiée, conserve l'activité anti-HCV de ’anticorps monoclonal original mise en évidence
avec celle obtenue par la technique du flash refolding. Le travail actuel a apporté des solutions pour
faciliter la production du scFv D32.10, il reste maintenant a régler la question de sa concentration
(supérieure a 5 mg.mlL-1) pour pouvoir mener des études structurales plus poussées, solutions qui
serviront de base moléculaire pour le drug design.
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Chapitre 6

Préparation de lignées cellulaires

Dans le but d’infecter des cellules d’arthropodes par HCV et de reproduire les résutlats du
Dr Yassine Rechoum (2009) et du Dr Raphaelle Germi (2002) mais n’ayant pas de lignées de
référence pour le moustique Aedes verans, notre premier objectif fut d’en créer une. Du fait des
travaux déja existants, nous avons fait le choix de prendre en référence Aedes vexans souche
KK (Institut Pasteur, Paris) mais aussi Aedes aegypti souche bora bora (Laboratoire d’écologie
Alpine, Grenoble). Le protocole utilisé pour développer ces lignées est décrit dans ce chapitre.

6.1. Présentation des arthropodes étudiés

6.1.0.4. Aedes vexans (cf Figure 6.1 [A])

Aedes verans a été pour la premiére fois décrit par Meigen en 1830. Il est largement présent a travers
le monde, notamment en Amérique, en Europe et méme dans en région Rhone-Alpes. Aedes verans
est un moustique généralement présent dans les vallées jusqu’a 1’étage collinéen '. A 'état naturel, le
lieu de ponte se situe a U'interface eau/air ou sur le sol humide et plus généralement dans des prairies
inondables, des marais et des fossés [Mondet et al., 2005]. Les premiéres inondations sont responsables
d’une large éclosion de larves. Dans des conditions de laboratoire, Aedes vexans ponde généralement
sur de la mousse humide. In wvivo, les ceufs nécessitent au minimum 7 jours a 1’état sec et éclosent
dans 'eau au bout de 4 a 15 jours [Fontenille et al., 1998, Mondet et al., 2005]. Aedes vexans pique
généralement les ruminants et plus rarement 'homme [Yamar et al., 2005]. Néanmoins, il peut devenir
exclusivement anthropophile si les conditions environnementales 1’y obligent. Sa capacité de vol fait
qu’il peut couvrir de longues distances (entre 15 et 17 km suivant les conditions) [Briegel et al., 2001].
De plus, il est responsable de la vectorisation du virus de la fievre de la vallée du Rift (RVEFV)([Turell
et al., 2008]. De nos jours, aucune lignée de référence ne figure dans les collections internationnales.

6.1.0.5. Aedes aegypti (cf Figure 6.1 [B])

Aedes aegypti est un moustique tropical qui est largement répandu au niveau des régions dont la
température annuelle est supérieur & 20°C. Cette espece comporte plusieurs souches (dont Bora-Bora
étudiés aux cours de ce travail) entrainant l’existence d’'une large diversité biologique aux niveaux
morphologiques, physiologiques. Son habitat naturel peut étre soit selvatique (forét vierge équatorial),
péridomestique (pneu, coquille d’escargot) ou domestique (gouttiere, pot de fleur). Cette espeéce est
abondamment présente dans les régions tropicales. Les ceufs peuvent rentrer en diapause ? si les condi-
tions lui sont défavorables. Au stade larvaire, il existe une vraie compétition inter-espéce qui lui est
généralement favorable. Par ailleurs, ses larves peuvent métaboliser certains insecticides a 1’aide d’en-
zymes de détoxification (cytochrome P450)[Strode et al., 2008]. Cette caractéristique confere a ce
moustique une résistance aux environnements pollués ou en cours de démoustication. Cependant,
I’espece présente une compétence de vol réduite, limitant ainsi la zone géographique d’action des in-
dividus. Aedes aegypti est un moustique diurne ayant un pic d’agressivité en fin de journée et étant
majoritairement antropophile pour les femelles. Il est responsable de la vectorisation de nombreuses

1. L’étage collinéen (colline) se situe & moins de 900 m
2. Une diapause est un arrét temporaire de I'activité ou du développement chez les insectes
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arboviroses dont les plus connues sont la Dengue et le Chikungunya. Aedes aegypti est le modele bio-
logique par excellence car une lignée de référence portant le nom de Aag-2 a été établie [Singh, 1967]
et son génome est complétement séquencé [Nene et al., 2007].

A : Aedes vexans B : Aedes aegypti

FIGURE 6.1.: Photographie d’Aedes vexans et d’Aedes aegypti au stade larvaire et adulte.
Les fleches jaunes indiquent une des spécificités de chacune des espeéces : la présence d’une
bande pale et un V inversé au niveau de I’abdomen pour Aedes verans et la présence
d’une lyre pour Aedes aegypti

6.2. L’exemple d’Aedes aegypti

6.2.1. Matériel et méthodes
6.2.1.1. Mise en culture

L’ensemble des étapes est schématisé sur la figure 6.2 Dans un premier temps, un échantillonnage
a été réalisé afin de récupérer des ceufs Aedes aegypti provenant de la souche Bora Bora. Celle-ci a
été gracieusement récoltée au laboratoire d’Ecologie Alpine (LECA). Des ceufs ont été récupérés puis
désinfectés avec 2.6% de chlore actif. Afin d’éliminer celui-ci, chaque échantillon a été rincé par deux
lavages successifs avec de 'eau distillée autoclavée. Entre chaque lavage, les ceufs sont centrifugés 1
minute a température ambiante a 800 rpm. Un dernier lavage est réalisé avec le milieu de culture
L-15 Leibovitz (Gibco). Afin de travailler sur un modele unique, nous avons choisi d’utiliser comme
échantillon de base de jeunes larves de moustiques juste écloses (stade 1). L’éclosion a été réalisée dans
un tube Falcon contenant du milieu de culture L-15. Quatre types de broyage ont été testés. Ceux-ci
sont le broyage avec un broyeur en verre, le broyage entre deux lames de microscopie, le broyage avec
un piston de seringue et pour finir la découpe aux ciseaux de dissection qui fut inspiré de la publication
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singh et al, 1967 [Singh, 1967]. Les quatres types de broyages ont été testés sur trois taillesde population
(10, 50, 100 larves) pour déterminer 1’échantillonnage idéal de broyage. Tous les produits issus des
broyages ont été mis en culture dans des plaques 48 puits contenant 1 mL de L-15 Leibovitz contenant
de 20% Sérum de veau featal (SVF), 1% pénicilline/streptomycine, 1% L-glutamine. Les produits du
broyage ont été filmés et sont disponibles sur le lien http ://www.frekilabs.fr/ cfalleck/.

6.2.1.2. Entretien cellulaire

Les cellules ont été mises en culture durant les deux premieres semaines avec du L-15 Leibovitz
contenant de 20% Sérum de veau featal (SVF), 1% pénicilline/streptomycine, 1% L-glutamine. Puis
progressivement le pourcentage en SVF a été diminué pour atteindre 10%. L’entretien cellulaire a été
réalisé une fois par semaine par ajout de milieu composé de 10% SVF, 1% pénicilline/streptomycine,
1% L-glutamine, L-15. Les cellules ont été repiquées lorsque celles-ci étaient a confluence. Les cellules
étant fortement adhérentes, celles-ci ont été décrochées par traitement mécanique (grattage) pour les
plaques 24 puits et 6 puits. En ce qui concerne les plaques 48 puits, celle-ci ont été placées au frais
pendant 5 minutes afin de diminuer leur adhérence puis, traiter par traitement mécanique.

6.2.1.3. Amplification de la région ITS d’Aedes aegypti

Afin de controler I'espece d’origine de la lignée cellulaire, la région ITS a été amplifiée. Pour cela,
une extraction d’ADN a été réalisée sur la lignée cellulaire développée, sur un broyat de larves d’ Aedes
aegypti (contdle positif) et sur une lignée HEK 293 (controle négatif) a 'aide du kit Tri-Reagent
(Sigma-Aldrich). L’extraction a été réalisée suivant les conditions du fournisseur. Chaque échantillon
a été ensuite amplifié & 1'aide du kit PHUSION GC master mix (life technology) suivant le protocole
suivant :

- Etape de dénaturation : 98°C pendant 30 secondes
(1 cycle)

— Etape de dénaturation : 98°C pendant 5 secondes

— Etape d’hybritation : 56°C pendant 30 secondes

- Etape d’élongation : 72°C pendant 60 secondes
(30 cycles)

- Elongation finale : 72°C pendant 10 minutes

Les amorces utilisées pour 'amplification de la région ITS sont ’amorce 18SFHIN (5’GTA AGC TTC
CTT TGT ACA CAC CGC CCG T 3) et 'amorce aeg.rl (5 TAACGGACACCGTTCTAGGCCCT
3’) [Higa et al., 2010].

6.2.1.4. Visualisation cellulaire

Les cellules d’Aedes aegypti ont été cultivées sur lame fine (0,17mm) dans deux chambres Lab-
Tek. Les cellules ont été fixées & différents moments de la culture avec 2% de Paraformaldehyde
(PFA) pendant 20 minutes a 37°C. Aprées perméabilisation avec du PBS, 0,1% Triton X100 pendant 2
minutes, les noyaux ont été marqués avec du Hoechst 33258 (Sigma). Les observations ont été réalisées
avec un microscope optique inversé Olympus IE81, en utilisant le contraste interférentiel (differential
interference contrast, DIC) et un filtre DAPL
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6.2. L'EXEMPLE D’AEDES AEGYPTI

A : Oeufs d'Aedes aegypti

-
-

B : Deux semaines apres mise en culture

Negativ Positive
egat . Control °
Control
3 k cell samples ) mw

* 293-HEK : Human Embryonic kidney
° Aedes aegypti DNA

D : 43 ¥™ passage apres la mise en culture

C : Deux mois apres la mise en culture

FIGURE 6.2.: Protocole général pour 'obtention de la lignée Kt-Mosl

(A) Photo des oeufs d’Aedes aegypti récoltés. (B) Développement de vésicules au ni-
veau larvaires. (C) Observation au microscope des cellules adhérentes et identification
moléculaire des extraits cellulaires et larvaires par une PCR ciblant ’ADNr ITS : la
partie supérieure de l’image montre les cellules en monocouche. La partie inférieure
présente les résultats de la PCR d’identification de l’espéce pour différents échantillons
cellulaires : les vésicules (ligne 1), les cellules adhérentes (ligne 2) et la structure en dome
(ligne 3). Les cellules HEK293 servent de controle négatif, le contrdle positif est réalisé
avec des extraits de cellules larvaires d’Aedes aeqypti. La taille amplifiée est d’environ
550 pb. (D) Observation au microscope des vésicules en tant que structures cellulaires.
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6.2.2. Résultats
6.2.2.1. Sélection du protocole de mise en culture et contrdle de la lignée

Il s’avere que plus le nombre de larve est grand, plus la contamination des cultures est récurrente. La
taille idéale de la population choisie a été de 50 larves. Au bout de deux semaines, des excroissances
cellulaires ont été observées aux extrémités des zones de coupures chez la larve pour la condition
ciseaux. Pour les conditions broyeur en wverre, broyage entre deur lames de microscopie, et broyage
avec un piston de seringue, les cellules viables étaient peu nombreuses et sont mortes quelques semaines
apres la mise en culture.En ce qui concerne, le produit de broyage par ciseauzr, la séparation des ces
expansions cellulaires avec le corps de la larve fut réalisée par va-et-vient lors du changement de
milieu. En effet, la pression exercée sur ces expansions a permis de les faire éclater en rendant possible
I’adhérence des cellules. L‘élimination totale des résidus de larves a été réalisée apres la réalisation
de plusieurs lavages avec du milieu de culture L-15 contenant 10% Sérum de veau featal (SVF), 1%
pénicilline/streptomycine, 1% L-glutamine. Ces cultures furent repiquées dans des plaques de 24 puits
3 mois apres le broyage puis dans des plaques 6 puits au bout de 6 mois. La chronologie des événements
a été présentée au niveau de la figure 6.2.

6.2.2.2. observation cellulaire
6.2.2.2.a. Observation bidimensionnelle

Dans un premier temps, les cellules cultivées apreés 43 repiquages étaient visibles comme cellules
isolées en monocouche (c¢f Figure 6.3(B). Durant ce stade, les cellules semblent mononucléaires, avec
soit une forme allongée, soit un grand cytoplasme rectangulaire et plat, observable sur la figure 6.3(A).
La mitose peut étre observée sur certaines cellules et trois paires de chromosomes en cours de séparation
du fuseau mitotique peuvent étre visualisés sur la figure 6.3(A).

6.2.2.2.b. Observation tridimensionnelle

Les cellules en monocouche tendent a se différencier et des structures supracellulaires apparaissent.
En premier lieu, une structure en dome s’éléve en partant de la monocouche adhérente. Sur la Figure
6.4(A), la monocouche qui d’environ 50 um est montrée & deux positions Z différentes. Sur la figure,
on voit apparaitre un amas de cellules qui recouvre les cellules adhérentes (floues sur la figure), ce qui
montre bien I'apparition d’une structure tridimensionnelle. Ces structures cellulaires évoluent avec le
temps et tendent & se structurer de plus en plus dans la troisieme dimension. Dans la Figure 6.4(B),
une structure supracellulaire est observée sur un intervalle en Z de 47 pym avec un pas de 1 pm.
L’observation a Z=0 montre que les noyaux ne sont visibles qu’a la périphérie de la structure, ce qui
suggere un assemblage creux. Une fois de plus I'amas est clairement visible. En utilisant le logiciel de
reconstruction 3D Volocity sur la série d’images, ’assemblage de cellule a pu étre reconstitué. Dans
un souci de clarification, les 10 derniéres vues ont été retirées de la reconstruction, ce qui montre une
forme de déme et qui confirme donc 'aspect creux de la structure.

Dans le dernier stade de la différenciation de la structure supracellulaire, des vésicules de taille
différente, mais d’un ordre de grandeur de 100 um se détachent du support. Dans la Figure 6.4(C),
ces assemblages cellulaires ressemblant a des vésicules avec le contraste interférentiel sont clairement
visibles. Cette morphologie est liée au fait que le point a été fait dans la section médiane et il y a
donc une contamination de I'image par les cellules situées au dessus et en dessous de cette section. En
analysant le contenu ADN (& l'aide du marquage Hoechst) de ces structures vésiculaires, il apparait
évident que la structure est composée d’une monocouche de cellules avec un cavité creuse au centre
(Figure 6.4(C)). Si on suppose que la sphere est parfaite, le volume de la structure représentée serait
d’environ 4 106 pm?3.
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Figl.pdf

FIGURE 6.3.: Observation des cellules Kt-Mos 1 adhérentes
(A) Cellules isolées cultivées sur plaque de verre observées Hoechst. La partie de gauche
montre une cellule en mitose dans la derniére étape de la metaphase. (B) Méme obser-
vation sur les cellules Kt-Mos1 en monocouche.
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Fig2-1.pdf

FIGURE 6.4.: Observation des structures cellulaires Kt-Mosl

(A) Structures cellulaires en cours de formation en vue du dessous (image & gauche)
et vue du dessus (image a droite), en utilisant les canaux DIC et Hoechst. (B) Images
a différentes hauteurs d’une structure cellulaire bien différenciée, prises avec le canal
Hoechst. Les deuz positions extrémes (Z=0 p m et Z=47 i m) sont representées a droite,
et une reconstitution en 3D réalisée avec le logiciel Volocity est representées d gauche. (C)
Structure en "balle de golf” observée au canal DIC (gauche) et une vue en coupe (droite),
montrant que ces structures sphériques sont constituées a partir d’une monocouche.
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6.3. L'’exemple d’Aedes vexans

Suite a la validation du protocole pour I'obtention de la lignée d’Aedes aegypti, le méme protocole a
été appliqué aux larves d’Aedes vexans. A la différence d’Aedes aegypti, les ceufs d’Aedes vexans sont
pondus sur de la mousse et non sur un papier buvard. Cinquante ceufs ont donc été triés, désinfectés
et mis en eau dans les mémes conditions que celles décrites dans l'article. Au terme de cette étape,
seulement 10 larves sur les 50 ceufs ont éclos dans les premieres 24 heures, suivies de 5 autres dans
les 48 heures. Les autres ceufs n’ont malheureusement jamais éclos. Les 15 larves ont été mises en
culture de la méme fagon que pour Aedes aegypti. Néanmoins, le broyat étant en trop faible quantité,
la premiere mise culture fut un échec. En ce qui concerne I’éclosion, le protocole développé grace a
Aedes aegypti ne pouvait pas s’adapter au moustique Aedes verans a cause de son faible rendement
d’éclosion. Le protocole de celui-ci a donc été modifié. Plusieurs tests d’éclosion ont été réalisés en
faisant varier deux parametres : la température de ’eau et la proportion de CO2. Quatre conditions
ont été testées et les larves ont été récoltées au bout de 24 h et 48 h (¢f Figure 6.5). Dans cette
expérience, il n’a pas été possible de faire des triplicats a cause d’un nombre d’ceufs insuffisant du fait
des faibles pontes de la souche KK en captivité .

— Condition 1 : 50 ceufs ont été plongés dans de ’eau ambiante.
— Condition 2 : 50 ceufs ont été plonges dans de I'eau a 28°C

— Condition 3 : 50 ceufs ont été plongés dans de ’eau ambiante enrichi en CO2

Condition 4 : 50 ceufs ont été plongés dans de ’eau a 28°C enrichi en CO2

Condition
1 2 3 4
Eclosion
aprés 24 h 12 15 13 18
Eclosion
S cas 4elh 5 10 10 12
Totale 17 27 23 30

FIGURE 6.5.: Bilan des éclosions d’Aedes vexans suivant les parameétres de température et
de % CO2.

De ces expériences, nous pouvons conclure que la meilleur condition 4 pour I’éclosion des ceufs de
Aedes vexans en laboratoire est 28°C en présence de CO2. Afin de conserver le méme stade larvaire,
les larves ayant éclos dans les premieres 24 heures ont été récoltées, broyées et mises en culture
suivant le protocole développé pour Aedes aegypti. Le broyat a été déposé dans des plaques 48 puits
réalisant 3 dilutions au demi pour chacune. Les larves ont été photographiées et filmées (c¢f Figure 6.6
et http ://www.frekilabs.fr/ cfalleck/ pour visualiser le film). Néanmoins, apres deux jours de mise
en culture, des contaminations bactériennes se sont déclarées. Du fait que nous n’avons pas pu nous
procurer d’autre matériel biologique (ceufs) aupres de 'institut Pasteur, nous n’avons pas pu refaire
I’expérience dans les conditions définis. Suite aux expériences menées, la mise en culture de cellules
d’origine larvaire d’ Aedes vexans a été améliorée pour le protocole d’éclosion ce qui permet de mettre
en culture suivant le protocole développé pour Aedes aegypti. Néanmoins, I’hypothese avancée pour
régler de contamination est d’ajouter des antibiotiques large spectre et un antifongique dans ’eau de
I’éclosion en plus que ceux déja présent lors de la phase de mise ne culture .
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FIGURE 6.6.: Larve d’Aedes vexans juste apreés le broyage.
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Chapitre 7

Développement d’outils bitomoléculaires pour la

détection du génome du HCV

A cause du taux élevé d’erreur de I’ ARN-polymérase ARN-dépendante (10 & 105 par nucléotide
copié), la réplication virale est responsable d’un nombre important de mutations. Afin de détecter
ces mutations synonymes de réplication du HCV chez I’héte, il a fallu dans un premier temps
développer des protocoles d’extraction, de transcription reverse (RT) et d’amplification robuste
de HCV. Etant donné la variabilité du génome entier et afin d’avoir une large vision des mu-
tations, nous avons fait le choix de développer une amplification du génome entier et pan-
génotypique. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Sylvie Larrat et Elodie Santoni

(CHU de Grenoble).

7.1. Présentation du probléme

Le génome de HCV est composé d’une molécule ARN simple de polarité positive long de 9600
bases, ce qui est de nos jours une taille amplifiable grace a la nouvelle technologie dite Long Range

(amplification de génome long). Cet ARN viral possede des caractéristiques particulieres :

— conservation et hypervariabilité : le 5’UTR et le 3’'UTR sont deux régions possédant environ
80% d’homologie inter-génotypique contrastant avec la région codante du virus (¢f Figure 7.1). En
effet, des régions comme E2-P7NS2 sont décrites comme des régions hypervariables. Cette grande
diversité rend difficile la création d’amorces pan-génotypiques mais aussi inter-sous-génotypiques.
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FIGURE 7.1.: Similarité entre une séquence génomique de HCV génotype 3 et d’autres
génotypes [Magiorkinis et al., 2009].
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— séquence polyU/UC dans la région 3’UTR : la région 3’'UTR est divisée en trois parties : une
premieére variable suivant les génotypes qui est nommée 3’var, suivie d’une région poly U/UC de
longueur variable et d’une région 3’X tres conservée de 98 nucléotides composée de tiges-boucles.
Dans le but d’amplifier le génome entier, des équipes de recherche ont ciblé la région poly U/UC
qui est conservée entre les génotypes. Pour cela, nous avons congue une amorce complémentaire
composée de 20 AA nommée da20 [Zhang et al., 2013].

— structures secondaires et zones riches en guanosine et cytosine (GC) : le génome viral
possede certaines structures secondaires au niveau de 'IRES, du gene de la capside, NS5B et 3’X.
Par ailleurs, méme si la proportion moyenne en GC du HCV est normale, certaines régions sont
riches en GC.

Tous ces éléments peuvent étre des perturbateurs de 'amplification lors de la transcription inverse
et de la PCR. Des enzymes, des additifs et de haute température peuvent étre utilisés afin de pallier
ceux-ci.

7.2. Matériels et méthodes

7.2.1. Echantillons, extraction ARN viral et transcription inverse

Afin de fournir le matériel de départ, 17 plasmas provenant de 12 patients souffrant d’une infection
chronique HCV (génotype 1b) ont été sélectionnés en fonction de deux criteéres :

— le volume : 1 mL de volume minimal nécessaire pour I'extraction

— la charge virale : afin de limiter 'effet de seuil détection, les échantillons devaient avoir une charge
supérieure & 5 log UI/mL.

L’extraction d’ARN & partir des plasmas collectés a été réalisée avec la technique automatisée
EasyMAG (Biomérieux). Afin d’éliminer I’ADN humain présent dans les prélévements, chacun des
échantillons a été traité & la TURBO DNase Ambion (2 U/ pL) qui est ensuite inactivé suivant le
protocole décrit par Life Technologies. Ces extraits ont subit une transcription inverse afin de produire
un ADN complémentaire. Pour cela, deux enzymes de transcription inverse (RT) ont été évaluées :
la Superscript III (SSIII) (Life Technologies) et la Prime Script Reverse Transcriptase (Ozyme). Les
amorces HUTLA2 et dA20, spécifiques de la région 3’'UTR, ont été utilisées (¢f Figure 7.2).

Les protocoles suivants ont été utilisés :

— Pour la Superscript 111, le mélange réactionnel comprenait 200U de SSIII, 100 mM de DTT, 25mM
de MgCl2, 10 pg/uL de T4gene (additif protéique stabilisateur de ’ADN simple brin) et de 40U
de RNaseOUT. La RT a été réalisée a 50°C pendant 50 min suivie d’une étape d’inactivation de
5 min a 85°C.

— Pour la Prime Script Reverse Transcriptase, le mélange comprenait 200U d’enzyme en présence
de T4gene (10ug/ uL) et de 40U de RNaseOUT. La réaction a été effectuée & 42°C pendant 50
min, puis pendant 15 min & 70°C pour I'inactivation.

Afin de contréler I'intégrité du cDNA obtenu, des PCR sur des petites régions couvrant 1’ensemble
du génome du HCV ont été réalisées en utilisant la polymérase phusion (life technologie) et la GXL
PrimeStar (Ozyme) en suivant les protocoles proposés par les fournisseurs. Plusieurs couples d’amorces
ont été utilisés. Ceux-ci sont detaillés pour chaque condition au niveau des résultats dans le tableau
(cf Figure 7.2). Les produits PCR ont été déposés sur gel d’agarose 1% (TBE 1/10éme) dans lequel a
été incorporé du GelRed (Biotium). Apres migration (150V pendant 1h), les échantillons positifs ont
été utilisés pour étre amplifiés par le systeme Long Range.
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7.2.2. Amplification longue : PCR Long Range (LR-PCR)

Neuf enzymes différentes permettant ’amplification de longs brins d’ADN ont été testées : la Phusion
(Life Technologies), la Q5 (New Englands Biolabs), la Platinum, I’Accuprime (Life Technologies), la
Takara LA Taq, la GXL Prime Star (Ozyme), I'Expand Long Range (Roche), la KOD Hot Start
(Merck) et la KAPA long range (Kapa biosystems). Chaque mélange réactionnel ainsi que les protocoles
d’amplification ont été réalisés en suivant les recommandations des différents fabricants. Toutes ces
enzymes ont été sélectionnées pour leur capacité de réplication haute fidélité (avec un faible taux
d’erreur) et pour leur fonction Hot start permettant leur activation a haute température. Des amorces
ont été sélectionnées en fonction de différents parametres : leur séquence, la proportion en GC et les
températures d’hybridation des couples d’amorces et de I'amplicon désirés. Du fait de la présence de
structures secondaires et de régions riches en GC, des additifs comme le DMSO (2%), la BSA (bovine
serum albumin) et le T4gene (10ug/ pL) facilitant amplification de matrices difficiles ont également
été testés. L’obtention des produits de PCR a été vérifiée sur gel d’agarose 0.5% (TBE 1/10éme) dans
lequel a été incorporé du GelRed (Biotium).

Nom Séquence 5' -> 3' Sens Région Position* Tm (°C)
2ch GGAACTACTGTCTTCACGCAGAA Forward 5'UTR 53-73 59,4
UNI40 ACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCAT Forward 5'UTR 57-86 71,5
UNI49 ACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGT Forward 5'UTR 66-95 73,8
5NC1 GCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGT Forward 5'UTR 68-91 66,1
5NC3 GCCATGGCGTTAGTATGAGT Forward 5'UTR 82-101 57,3
5NC2 CTCGCAAGCACCCTATCAGGCAGT Reverse 5'UTR 288-311 66,1
RT946-3 GCAGTCGTTCGTGACATG Reverse Capside 945-962 55,3
Mars F3 ACSGCRGCRTGYGGGGACAT Forward 3309-3328 64,5
3df ACAAGAAACCAGGTCGAGGG Forward 3493-3511 59,9
RT3502 CCCTCGACCTGGTTCTTGT Reverse 3493-3511 58,5
Mars R2 GTGCTCTTRCCGCTRCCRGT Reverse 4035-4054 62,4
RT4485 GGGATGGCTTTGCCATAG Reverse 4466-4483 57,5
NS3G1F1_M13F | GTAAAACGACGGCCAGCTBCTSGGRCCRGCCGAT|  Forward >75
4cf CTATGGCAAAGCCATCCC Forward 4466-4483 57,5
For4884 GTCCTSTGTGAGTGCTATGACGC Forward 4884-4909 60,7
For4893 TGTGAGTGCTATGACGCRGGCTGTGC Forward 4893-4909 72,9
4e-f CATCGTGGGATCAAATGTGG Forward 5146-5165 60,5
Rev5295 GTGCTMGTGACGACCTCCAGGTC Reverse 5295-5317 65,2
Rev5299 GTGCTMGTGACGACCTCCA Reverse 5299-5317 57,5
RT5884 GCACCTTCCCAAGGCCTAT Reverse 5865-5883 59,9
Se-f CACCTGCCCATGTGGAGC Forward NS5A 6422-6439 62,1
RT6550 TCACGTAGTGGAAATCCCCCACCC Reverse NS5A 6625-6648 69,5
RT7343 CCGTGGAGGTGGTATTGG Reverse NS5A 7308-7325 58,1
HC3 TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC Forward NS5B 8256-8279 60,6
HUTLA2 GGGCCGGGCATGAGACACGCTGTGATAAATGTC Reverse NS5B 9276-9308 79,9
NA2 CGCGCATGMGACASGCTGTGA Reverse NS5B 9284-9304 64,7
7e-r GGGGAGCAGGTAGATGCCTA Reverse NS5B 9351-9369 60
dA20 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA reverse 3'UTR 9418-9438 36,8

*Position sur la souche de référence 1a-H77-AF009606

FiGURE 7.2.: Bilan des amorces utilisées pour la mise en place de la transcription inverse
et de 'amplification du HCV
Pour chaque amorce, la séquence, la position et la température d’hybridation sont in-
diquées
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7.3. Résultats

7.3.1. Premiere approche : transcription inverse utilisant la SSIIl avec I’amorce
HUTLA2

7.3.1.1. Contrdle qualité de la transcription inverse (RT)

Afin de contrdler la qualité de PADN complémentaire (ADNc) obtenu par transcription reverse
avec 'amorce HUTLA2, des PCR utilisant ’enzyme Phusion et ciblant les régions 5’UTR, NS3, NS5a
,NS5b et 3'UTR ont été réalisées. Les produits PCR ont été déposés sur gel pour étre analysés (cf
Figure 7.3). Sur celui-ci, on observe que les cinq régions ont été largement amplifiées, prouvant ainsi
que le DNAc produit est de qualité. Cependant, le gel montre également que la RT a rétro-transcrit
PARN jusqu’a la partie 5. L’ARN viral a donc été reverse transcrit dans sa totalité. Les produits issus
de la RT ont été utilisés afin de tester différentes enzymes Long range pour amplifier un hémigénome.

A 5ef/RT7343 HC3/HC2 HC3/HUTLA2 -

2ch/RT946 3df/MarsR2 M
1

—A | | 1 1 | | | | —
5UTR .
" Ccore E1 X\ YE2  P7T NS2 NS3 NSda NSdb NS5a Nssb  COTR
B SUTR Capside’  NS3 3UTR
MM
1000 b .
SOOBQ . — — =
PR - —
-

FI1GURE 7.3.: Controdle qualité de la transcription inverse réalisée avec la SSIII et ’amorce
HUTLA2 : PCR tout au long du génome
(A) Représentation du génome du HC'V sur lequel les amorces utilisées pour réaliser les
PCR ont été indiquées. (B) Gel d’agarose (1%) des produits PCR issus de la transcrip-
tion reverse avec l'amorce HUTLAZ2 et l’enzyme SSIIT

7.3.1.2. Test des différentes enzymes Long Range

Afin de trouver la meilleure enzyme permettant de réaliser une PCR dite Long Range, les enzymes
Q5, KAPA, KOD et I'Expand Long Range ont été testées avec un méme couple d’amorce (4ef/
HUTLA2) pouvant amplifier la moitié du génome. Les produits PCR ont été déposés sur gel pour étre
analysés (cf Figure 7.4).
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FIGURE 7.4.: Test des différentes enzymes afin d’amplifier ’hémigénome 4ef/HUTLA2
(A) Représentation du génome du HCV sur lequel l’amorce utilisée pour réaliser les
PCR a été indiqué. (B) Gel d’agarose (1%) du produit PCR4ef/HUTLAZ2 issu de la
transcription reverse avec l’amorce HUTLAZ2 et 'enzyme SSIII

De ces quatre expériences de PCR, deux seulement montrent une amplification d’'un hémigénome
avec un amplicon aux alentours de 4100 pb. Néanmoins, la bande utilisant ’enzyme Q5 est faible ce qui
peut étre expliqué par le fait qu’elle n’est pas vraiment une Long Range mais plutét une enzyme pou-
vant amplifier au maximum un amplicon de 8000 pb. L’autre enzyme ayant amplifiée un hémigénome
est I’Ezpand Long Range. Au vu de ces résultats, cette enzyme semblerait étre la plus adaptée des
enzymes utilisées pour amplifier I’hémigénome. Toujours dans le but d’améliorer 'amplification, des
additifs connus pour aider 'amplification des génomes riches en GC ont été testés. Cette amélioration
n’a été réalisée qu’avec '’enzyme ayant montré une amplification positive de 'hémigénome, c’est-a-dire
I’ Expand Long Range.

7.3.1.3. Test des additifs

Du fait, de la présence de structures secondaires et de certaines zones riches en GC, des additifs
peuvent étre ajoutés au mélange réactionnel des PCR. Dans ce cas précis, les additifs sélectionnés sont
le DMSO, le T4 gene et la BSA. Deux couples d’amorces différentes ont été choisis afin d’amplifier un
hémigénome et une bande plus petite qui servira de contréle positif. Ces PCR ont été réalisées avec
I'enzyme FEzpand Long Range et les amorces 4ef/HUTLA2 permettant d’amplifier un hémigénome et
HC3/HUTLAZ2 en contrdle positif. Les produits PCR ont été déposés sur gel pour étre analysés (cf
Figure 7.5). Pour les trois additifs, "amplification du petit amplicon démontre que 'amplification du
génome est positive. Néanmoins, celle-ci n’est ni améliorée ni perturbée par les additifs. Par contre, il
n’y a aucune amplification de I’hémigénome pour les trois additifs. Etant donné ces résultats, aucun
additif ne sera ajouté a la Faxpand Long Range.
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FIGURE 7.5.: Test des différents additifs afin d’amplifier ’hémigénome 4ef/HUTLAZ2 et la
région région 3’'UTR
(A) Représentation du génome du HCV sur lequel les amorces utilisées pour réaliser les PCR ont
été indiquées. (B) Gel d’agarose (1%) des produits PCR4ef/HUTLA2 et HC3/HUTLAZ2 issus
de la transcription reverse avec l’amorce HUTLAZ2 et l'enzyme SSIIT

7.3.1.4. Test d’amplification longue

Afin d’amplifier des amplicons de plus en plus longs, de nombreuses PCR amplifiant des
hémigénomes ou des génomes entiers ont été réalisées en utilisant I’ FExpand Long Range. Pour cela,
diverses amorces ont été utilisées avec des températures d’hybridation et des temps d’élongation
différents. L’ensemble des gels ne sera pas présenté dans ce manuscrit. Le bilan des PCR testées
sera résumé sur la figure 7.6. Grace a ces nombreux essais, on pu remarqué que de toutes les PCR
réalisées aucune au dela de I’amorce 4ef n’était positive.

MarsF3/Hutla2 3df/Hutla2 NS3GIF1/Hutla2 4cf/Hutla2 4ef/Hutla2

IW

— | | |1 1 |
5'UTR v
Core E1 N NE2  P7 NS2 NS3 NSda NSdb NS5a NSsb SR

FIiGURE 7.6.: Bilan des PCR testées afin d’amplifier un hémigénome
Chaque amplicon et les amorces qui lui sont propres ont été modélisés au niveau du
génome entier du HCV. La PCR positive a été indiquée en rouge et les autres négatives
en noires.
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A partir de ces expériences, deux conclusions se sont imposées :

— La région NS3 post-4ef semble étre difficile a synthétiser pour ’enzyme Fxpand Long Range. Afin
de déterminer si la présence de structures secondaires était un élément limitant de 'amplifica-
tion longue, des petites PCR intra-NS3 ont été réalisées et une étude des structures secondaires
présentes via 'algorithme Mfold a été effectuée.

— La question de la qualité et de la quantité de ’ADN complémentaire produit a également été sou-
levée. Afin de tester d’autres conditions, nous avons été choisi de réaliser la reverse transcription
avec une amorce polyA complémentaire de la région 3’poly U/UC, région pan-génotypique et de
comparer 'activité de ’enzyme superscript III par rapport a I’enzyme Prime Script.

7.3.2. Etude de I'impact de la région codant pour NS3 sur I'amplification
7.3.2.1. Test d’amplification de la région codant pour NS3

Afin de déterminer si la région codant pour NS3 est un probléme lors de I'amplification longue,
deux amplifications intra NS3 ont été réalisées avec les couples 4cf/RT5884 et FOR4493 /RT5584. Les
produits PCR ont été déposés sur gel pour étre analysés en présence d’un controle positif. Le gel montre
que les amplifications intra NS3 sont positives (cf Figure 7.7). Cela démontre que 'enzyme Ezpand
Long Range est capable de fonctionner dans cette région. Par ailleurs, ’analyse via Mfold indique que
la présence de nombreuses structures secondaires sont éliminées par 1’élévation de la température. De
cette expérience, il a été conclu que la région codant pour NS3 n’est pas un probléme pour de petits
fragments. Néanmoins, I’absence d’amplification longue pourrait étre expliquée par le décrochement
de I'enzyme ayant déja amplifiée 4000 paires de bases. Par 'analyse des structures secondaires, il a
été démontré qu’une température supérieure a 90°C permettrait d’éliminer une grande majorité de
celles-ci. Il convient donc d’utiliser des enzymes d’amplification ayant une température de dénaturation
élevée. Cependant la majorité des Long Range testées jusqu’a présent posseédent une température de
dénaturation de 94°C. Il a donc été décidé d’étudier d’autres enzymes Long Range.
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2CH/RT946 4cf/RT5884 FOR4893/RT5884
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FiGURE 7.7.: Test des différentes enzymes afin d’amplifier la région codant pour NS3
(A) Représentation du génome du HCV sur lequel les amorces utilisées pour réaliser les PCR
ont été indiquées. (B) Gel d’agarose (1%) des produits PCR 4cf/RT5884 FOR/485/RT558
2CH/RTYI46 issus de la transcription reverse avec l’amorce HUTLAZ et l'enzyme SSIII
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7.3.3. Etude de protocoles et d’amorces alternatifs

Afin de tester et de comparer un autre protocole de transcription inverse, deux enzymes ont été
testées. Dans le but de controler la qualité de PTADN complémentaire obtenu par transcription inverse
avec 'amorce dA20 et de comparer les deux enzymes utilisées (SSIII et Prime Script), des PCR ciblant
les régions 5’ UTR, NS3 et NS5b ont été réalisées. Les produits PCR ont été déposés sur gel pour étre
analysés (cf Figure 7.8 [B]). Pour les deux enzymes, les trois régions ont été amplifiées prouvant ainsi
que 'ADN complémentaire produit est de bonne qualité. On remarque aussi que le génome entier a
été retro transcrit du fait de la présence d’un produit d’amplification de la région 5’'UTR qui est la
région finale de la transcription reverse. Néanmoins, les produits d’amplification sont beaucoup plus
importants pour les trois zones ciblées pour I’enzyme Prime Script par rapport a la SSIII. Au vue de
ce résultat, nous avons choisi de continuer avec celle-ci.

w— MarsF3/MarsR2 —— HUTLA2/HC3
~_ ] \i

— 1 | | | | | | | 1 —
5'U y
" Core E1 X\ \E2  P7T NS2 NS3 NSda NSdb NS5a Nssb  SUTR

MM 1 2 3 4 5 6

<
KD

w— 1052

—
1 Kb e 745
- - -

0.5Kb g

243
-

FIGURE 7.8.: Comparaison des amplifications obtenues avec la SSIII (puits 2, 4, 6) et la
Prime Script (puits 1, 3, 5)
Les fragments 5NC1/5NC2 (243 pb) (puits 1 et 2), MarsF3/MarsR2 (745 pb) (3-4) et
HUTLA2/HC3 (1052 pb) (5-6) ont été amplifiés a partir du produit de RT obtenu pour
le patient Fp6218

7.3.4. Tests d’amplification longue

Pour réaliser des amplifications longues, 4 autres enzymes, la Platinum, I’Accuprime, la Takara LA
Taq et la GXL Prime Star (Ozyme) possédant des températures de dénaturation de 98°C ont été
testées. De nombreux tests avec des températures différentes d’élongation et des tampons différents
ont été réalisés. De toutes ces expériences, seulement une a donné un résultat positif sur I’amplification
d’un génome long, celle avec 'enzyme GXL Prime Star. Afin de contréler la nature de la bande de
9kb obtenue en utilisant la GXL Prime Star une PCR ciblant NS5B, a été réalisée, a la fois & partir
du produit de PCR Long Range directement et en partant de la bande d’ADN purifiée a partir du
gel d’agarose. Le produit de PCR a ensuite été séquencé d’apres la technique Sanger. Les résultats
obtenus, comparés a ceux du patient source réalisé en routine pour sa prise en charge thérapeutique,
montrent une similarité de séquence supérieure a 99% attestant que la bande obtenue correspond bien
a la souche HCV présente chez le patient
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FicURE 7.9.: Test des différentes amorces afin d’amplifier le génome entier du HCV
(A) Représentation du génome du HC'V sur lequel les amorces utilisées pour réaliser les
PCR ont été indiquées. (B) Gel d’agarose (1%) des produits PCR NS3G1F/HUTLA2
PHZMcoreFo/HUTLAZ2, 5NC3/HUTLA2 5NC1/HUTLA2 et HC3/HUTLAZ2 issus de la

transcription reverse avec l’amorce dA20 et 'enzyme Prime script

CONCLUSION

Le travail de biologie moléculaire réalisé sur ce projet a permis de mettre en évidence que la
transcription inverse du génome complet du virus de I’hépatite C était possible par deux enzymes
testées, a savoir la SSIII et la Prime Script. Néanmoins, il a été démontré que l’enzyme Prime
Script avec I’amorce dA 20 était plus efficace que la SSIII. Nous avons réussi a amplifier la totalité
du génome HCV a partir d’échantillon de sérum de patients et défini un protocole final (¢f Figure
7.10). Cette amplification longue est possible grace au couple d’amorce 5NC1/HUTLA2 et de
Penzyme GXL. Par ailleurs, un test de séquencage haut débit a pu étre effectué au CHU de
Grenoble (¢f Annexe B). Les résultats obtenus, comparés a ceux du patient source montrent
une similarité de 99%, attestant que la bande obtenue correspond effectivement a la souche HCV
présente chez le patient. Ces résultats démontrent que le protocole du génome complet mis au
point est robuste. Il peut maintenant étre utilisé sur des échantillons provenant d’expériences
d’infections in wvitro dans le but de détecter les mutations dues a la réplication virale, mais
également des échantillons d’origine hospitaliére (dépistage, génotypage,...).
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PCR.pdf

FicURE 7.10.: Protocole mis au point afin de réaliser une reverse transcription et une
amplification longue du HCV

(A) Protocole et programme de la reverse transcription utilisant l’amorce dA20 pour
réaliser une reverse transcription du génome entier du HC'V. Les volumes indiqués sont
ceuz d’une seule réaction de RT. (B) Protocole et programme de la Long range PCR.
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Transcription inverse de '’ARN du HCV

KIT PrimeScript Reverse™ Transcriptase
Composants Pour une réaction
pour 8 uL d'ARN vol (uL)
Primers GSP a 2 uM 1
dNTP 10 mM 1
ARN 8
Total 10

Incuber 5 min a 65°C puis placer rapidement les tubes dans la glace au minimum 1 minute

Composants vol (uL)
5X PrimeScript Buffer 4
RNaseOUT (40 U/ul) 1
T4gene ( 10ug/plL -> 0,1pug/pL) 0,2
Rnase free dH20 3,8
PrimeScript Reverse™ Transcriptase 1
Total 10

PROGRAMME

Température (°C)

Nombre
de cycle

42° 50 min
70° 15min 1 cycle
4° infini
Long range (LR-PCR) du HCV
KIT PrimeStar GXL DNA Polymerase (Ozyme)
Composants Pour une réaction
Pour 2 pl de cDNA vol (uL)
H20 (Nuclease Free) 10,8
5x PrimeStar GXL Buffer 4
2,5 mM dNTPs -> 0,2 mM 1,6
primer 10 pM -> 0,3 uM 0,6
primer 10 uM -> 0,3 pM 0,6
PrimeStar GXL (1,25U/uL -> 1,25U/50uL) 0,4
Total 18
PROGRAMME
N
Température (°C) Sl
de cycle
28 1_05 45 cycles
68° 9min25s
4° infini

Les volumes indiqués sont ceux d’une seule réaction PCR



Chapitre 8
Infection de cellules d’insecte par HC'V

Tous les outils précédemment développés ont été utilisés afin de répondre a la question principal
de mon travail de these : la lignée de référence C6/36 (Aedes albopictus) et celle développée
en laboratoire, les Kt-Mosl (Aedes aegypti), sont-elles permissives au HCV et existe-t-il une
réplication du HCV chez celles-ci ? Avant d’infecter ces cellules, il a fallu dans un premier temps
mettre en place un protocole fonctionnel d’infection par HCV de lignée cellulaire. Afin de va-
lider le protocole qui sera utilisé en laboratoire P3, un travail préliminaire sur des cellules
hépatocytaires nommées HepaRG®) a été réalisé comme contrdle positif de I'expérience. Ces
cellules ont été décrites comme pouvant établir un cycle viral complet du HCV. Une fois validé,
le protocole a été appliqué sur les deux lignées cellulaires C6/36 et Kt-Mosl. La mise en place
de I'expérience et les résultats sont développés dans ce chapitre.

8.1. Préambule

8.1.1. Réglementation et nécessités

De maniere générale, un agent biologique (virus, bactérie, champignon, protozoaire, ver,...) est
considéré comme pathogene si, d'une quelconque maniere, il présente une aptitude & provoquer une
maladie chez d’autres organismes, les animaux ou ’Homme. Les agents biologiques sont ainsi classés
en quatre groupes en fonction de 'importance du risque d’infection qu’ils présentent :

— le groupe 1 comprend les agents biologiques non susceptibles de provoquer une maladie chez
I’homme,

— le groupe 2 comprend les agents biologiques pouvant provoquer une maladie chez I’homme ; leur
propagation dans la collectivité est peu probable; il existe généralement une prophylaxie ou un
traitement efficace,

— le groupe 3 comprend les agents biologiques pouvant provoquer une maladie grave chez 'homme;
leur propagation dans la collectivité est possible, mais il existe généralement une prophylaxie ou
un traitement efficace,

— le groupe 4 comprend les agents biologiques qui provoquent des maladies graves chez 'homme;
le risque de leur propagation dans la collectivité est élevé, il n’existe généralement ni prophylaxie
ni traitement efficace.

Tout employeur a ’obligation d’assurer la sécurité de ses salariés. Il doit donc anticiper et évaluer
les risques auxquels peut étre exposé son personnel, notamment les risques biologiques. Le cadre
réglementaire de la prévention des risques liés aux agents biologiques est semblable & celui de tout
autre risque. Il a été défini lors de la parution de 'arrété du 16 juillet 2007 fixant les mesures techniques
de prévention, notamment de confinement, & mettre en oeuvre dans les laboratoires de recherche, d’en-
seignement, d’analyses, (...) ol les travailleurs sont susceptibles d’étre exposés a des agents biologiques
pathogenes [Arrété du 16 juillet, 2007].

Le virus de I’hépatite C est un virus de classe 3. Celui-ci ne peut donc étre manipulé que dans un
laboratoire particulier de type P3 dont tres peu de laboratoires sont équipés. Le CHU de Grenoble
possede ce type d’installation hautement spécialisé. Pour accéder a ce laboratoire P3, il a fallu dans
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un premier temps présenter le projet a la responsable scientifique, le Dr Christine Morel-Baccard. Une
phase de formation aux bonnes pratiques ainsi qu’une formation théorique ont ensuite été effectuées
pour obtenir I'accréditation nécessaire. Ces formations ont été réalisées au CHU sous la direction de
Laurence Grossi et du Docteur Max Maurin. Le P3 du CHU de Grenoble est un nouveau P3 dit P3 sec.
C’est un laboratoire ot les déchets liquides ne sont pas autorisés du fait de I'incapacité de retraitement
de ceux-ci. Afin de les limiter, il a été choisi de ne pas mettre d’eau dans les incubateurs et de réduire
au maximum les volumes dédiés a la culture cellulaire. Par ailleurs, étant dans un laboratoire dédié
a la biologie médicale, il a été nécessaire dans un premier temps de mettre en place les protocoles et
d’adapter les matériels disponibles aux conditions P3.

8.1.2. Les cellules dédiées a l'infection HCV

Les cellules utilisées pour l'infection par HCV ont été dans un premier temps les cellules humaines
HepaRG®) afin de valider le protocole d’infection, puis la lignée C6/36 et enfin les cellules Kt-Mosl
que nous avons établis au cours de ce travail.

8.1.2.1. Les cellules humaines : HepaRGR®

Les cellules utilisées comme controle positif de 'infection ont été les cellules hépatocytaires d’origine
humaine HepaRG@®) (Biopredic). Ces cellules ont pu étre utilisées suite & un accord avec I'entreprise
Biopredic, dans le but de confirmer l'infection par HCV de ces cellules dans un autre laboratoire
que le laboratoire d’origine (INSERM, Marie-Anne Petit). Les cellules HepaRG® ont été isolées
a partir d’'une tumeur d’Edmonson de grade 1 résultant d’une hépatite C chronique. Ces cellules
présentent la particularité d’étre bipotentes, c’est a dire de pouvoir se différencier en hépatocytes et
en cellules biliaires apres 28 jours de culture sans repiquage (c¢f Figure 8.1) [Parent et al., 2004]. Elles
constituent le premier systéeme permettant 1’étude d’un cycle complet de réplication du HBV [Gripon
et al., 2002]. Elles ont été utilisées comme modele pour étudier l'infection virale par HCV ainsi que leur
capacité a développer une réponse immunitaire innée résultante contrairement aux cellules d’hépatome
(Huh-7, HepG2) [Maire et al., 2008b]. Ces cellules ont été montrées métaboliquement fonctionnelles
(mécanismes de detoxification, expression de cyt P450, métabolisme du fer,...).

o

¥

FiGURE 8.1.: Evolution morpholoqique des cellules HepaRG®) lors d’une étude cinétique
Les cellules ont été observées en microscopie & contraste de phase d différents stades de
culture : (A) Début de la phase de prolifération (jour 2), (B) Phase de prolifération
avancée (jour 4-5), (C) Phase intermédiaire ou stationnaire (jour 7-14), (D) Phase de
différenciation (jour 28-35). Les abréviations utilisées sont : H hépatocytes et B cellules
biliaires (grossissement x 100) [Parent et al., 2004]

Il a été démontré que les cellules HepaRG®) sont infectables par le HCV [Ndongo-Thiam et al., 2011]
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. L’infection virale a été réalisée avec des particules HCV de génotype 3a (LAT), purifiées a partir
de sérum de patients infectés. Les cellules ont été infectées a un état précis de leur développement. 11
a été démontré que 'ARN viral (+) et des particules virales nouvellement produites pouvaient étre
détectées entre 21 et 63 jours apres l'infection (c¢f Figure 8.2). Ces cellules ont été utilisées comme
controle positif de I'infection HCV dans nos essais d’infection avec les cellules d’insectes.

« P » = proliferation « D » = differentiation
INFECTION 1 DO>D7/014  D21/D2BD> > > > > > I3>>
[ | 1 HCVsp

(@) -NHS _-TE T e S - @ - 2697b

0:7 14 21 28 36 42 49 56 63 66 neg pos

() +1%nHs TR s
only during the
infectionprocess 03 4 7 14 21 28* 36 m 56** 63 66 neg pos

Days post-plating (p.p.)
HCVsp infection HCV RNA(+) = 6 log,, copies/mL

m.o.i. = 1 (HCV RNA = 5log,copies/mL)

FIGURE 8.2.: Production de particules virales infectieuses du HCV par la lignée hepato-
cytaire différencié HepaRG® au stade prolifératif.
Le milieu a été récolté a différents temps. La détection et la quantification du HCV ont
été réalisées en l'absence (a) ou en présence de 1% SHN (b). Le contrdle positif (POS)
utilisé est l'inoculum HCVsp. L’infection a été réalisée au stade prolifératif (J3 aprés
ensemencement) et la production virale est suivie par détection de ’ARN wviral (+) au
stade différencié soit entre 21 et 63 jours apreés infection [Ndongo-Thiam et al., 2011].

8.1.2.2. Les lignées d’insectes : la lignée C6/36 et la lignée Kt-Mosl

Les cellules C6/36 proviennent du moustique Aedes albopictus. Elles ont été isolées a partir de larve
et ont été décrites comme pouvant répliquer de nombreux arbovirus comme celui de la dengue . Cette
lignée cellulaire est tres utilisée en laboratoire du fait de sa robustesse mais aussi pour l'intérét de
son espece d’origine. Aedes albopictus a été décrit pour la premiere fois par Skuse (c¢f Figure 8.3). Il
lui a donné le nom de moustique tigré d’Asie (Aedes albopictus) & cause de ses pattes rayées et de
son corps tacheté de blanc. D’origine asiatique, il s’est répandu dans I’Océan indien, puis en Europe
(France, Italie, Espagne) et en Amérique du fait de la forte résistance des ceufs a la dessiccation.
Ceux-ci peuvent ainsi étre transportés via les voies commerciales. La ponte a lieu a la surface de
Ieau peu chargée en matiéres organiques ou sur un substrat sombre et rugueux. Aedes albopictus est
un moustique diurne ayant un pic d’activité en fin de journée. Il est zoophile et anthropophile. Il est
responsable de la vectorisation du virus de la dengue et du virus du Chikungunya. Les cellules Kt-Mos1
ont été développées spécifiquement pour ce travail de these. Elles ont été décrites dans le chapitre 6

FIGURE 8.3.: Moustique Aedes albopictus
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8.2. Matériel et méthodes

Pour valider le protocole qui permettra de répondre a nos questions, les cellules HepaRG®) ont été
utilisées comme controéle positif. L’utilisation de ces cellules a été réalisée suivant les recommandations
du kit 901. Etant donnés les résultats précédents, une cinétique longue a été réalisée afin de suivre
Iinfection virale dans le temps. La cinétique a été réalisée pendant 28 jours avec différents temps de
récolte des cultures cellulaires. Le protocole est résumé sur la figure 8.4. Il a été choisi de détecter le
virus & différents niveaux :

— Génomique : en détectant I’ARN viral dans les cellules par la technique d’amplification longue
du HCV mis au point dans le chapitre 7 & J=0 (pré-infection) puis a J+4, J+21 et J+28.

— Antigénique : par immunodétection antigénique de I’envellope du HCV par I'anticorps D32.10
au bout de 28 jours de culture.

- . Xe)
Préparation e’(}\@q Culture
cellulaire RN cellulaire

: ens;

ens : :
came | Wi

: ens:

J=0 J=4 J=21 J=28
Recolte Récolte Récolte Récolte

FI1GURE 8.4.: Chronologie de la mise en culture et de ’infection cellulaire par HCV réalisées
sur les lignées HepaRG®), C6/36 et les kt-Mosl

8.2.1. Ensemencement et protocole d’infection

Des particules HCV de génotype 3a (isolat LAT) ont été utilisées comme inoculum pour l'infection
cellulaire. Ces particules ont déja été utilisées pour tester la fonctionnalité du scFv D32.10 [Fallecker
et al., 2013] et pour Uinfection princeps des cellules HepaRG®) décrit dans larticle [Ndongo et al.,
2009, Ndongo-Thiam et al., 2011]. 50 000 cellules ont été ensemencées dans des chambres Lab-Tek
et des plaques 24 puits avec 500 pL a 105 cellules/mL . Les cellules d’insecte ont été placées a
28°C , les HepaRG®) a 37°C . L’ensemble des cellules a ensuite été déplacé dans le P3 (CHU de
Grenoble). L’ensemencement a été réalisé 23 jours avant linfection pour les kt-Mosl afin d’étre au
stade vésiculaire (apparition d’expansion vesiculaire) et trois jours avant l'infection pour les cellules
HepaRG@®) et C6/36 afin d’étre au stade prolifératif. A JO, les cellules sont infectées avec 500 uL de
milieu L-15 pour les cellules d’insecte ou du working HepaRG medium 710 pour les cellules HepaRG®)
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contenant des particules HCV infectieuses. L’infection a été réalisé au ratio de 1 virus pour 1 cellule
(M.O.I. = 1) pendant 18 heures a 28°C (cellules d’insecte) ou a 37°C(cellules hepaRG). Une condition
comprenant des cellules HepaRG ou des cellules d’insectes ont en méme temps été menées afin d’étre
utilisées comme controle négatif de 'expérience. Dans ce cas, les cellules ont été incubées avec 500
pL de milieu L-15 pour les cellules d’insecte ou du working HepaRG medium 710 pour les cellules
HepaRG® contenant du PBS a la place des particules HCV infectieuses. Toutes les cellules apres
infections ont été lavées cing fois avec leur milieu respectif et entretenues suivant les recommandations
du kit 901.

8.2.2. Détection de I'infection dans les cellules a J+4, J+421 et J428
8.2.3. Amplification longue (LR-PCR) pour détecter I’ARN viral (+)

Pour 'amplification 8emphlong Range, les cellulaires récoltées a JO, J+4, J+21 et J+28 ont été
centrifugées a 800 rpm pendant 10 minutes. Les culots cellulaires ont été stockés a -80°C pour réaliser
toutes les extractions en méme temps. Les milieux de cultures ont été congelés a -80°C . I’ARN
cellulaire a été extrait a I’aide du kit Rnase easy (Qiagen). Celui-ci a été spécialement choisi du fait de
I’absence d’ARN carrier qui pourrait poser un probléme pour les expériences d’amplification longue.
Les cultures et les extractions d’ARN ont été réalisées dans le P3 du CHU de Grenoble. Les traitements
a la DNase, la transcription inverse et les controles ont été réalisés le jour méme. Pour le contréle de la
transcription inverse, les amorces 5SNC1/5NC2 ont été choisies, et 'amplification longue a été réalisée
avec les amorces 5SNC1/HUTLA2 et 2ch/RT946 en controle positif.

8.2.3.1. Immunodétection des prtoéines d’envellope E1 E2 par I’anticoprs monoclonal D32.10

A J+28, les lames sont fixées avec 250 uL. de paraformaldéhyde 2% dilué dans du PBS 1x pendant
25 minutes et stockées & 4°C dans du PBS 1x. Les cellules sont perméabilisées/saturées avec du 0.1%
triton X100, 3% GPI pendant 5 minutes, mises en contact avec 'anticorps D32.10 (10 pug/mL) pendant
une heure et révélées a 'aide d’un anticorps anti-souris (1,/2500-mol.probes) couplé a '’ALEXA (488
nm). Les lames sont observées en microscopie photonique a fluorescence. Les noyaux ont été marqués
au hoecht (1/200).

8.3. Résultats

Suite a l'infection, les cellules HepaRG® ainsi que les cellules d’insectes conditionnées dans les
plaques 24 puits ont bien supporté l'infection, les étapes de lavages et les 28 jours de mise en culture.
Les cellules ensemencées dans les Lab-Tek ont par contre beaucoup souffert pendant I’étape d’infection.
Le manque d’eau dans l'incubateur et I’évaporation du milieu qui en résulte ont fragilisé les cellules
et une majorité de celles-ci se sont décollées durant ’entretien cellulaire.

8.3.1. Immunodetection

Cependant, un test a pu étre réalisé sur les cellules hépatocytaires (¢f Figure 8.5). Au vu du
marquage cellulaire par le DAPI des cellules infectées et non infectées, le protocole d’immunodétéction
est fonctionnel. Aucune luminescence provenant des cellules non infectées a été visualisée. Cependant,
peu cellules infectées ont montré un signal de luminescence. Il n’est donc pas possible de conclure sur
I'infection au vue du faible signal de luminescence et de la densité cellulaire.
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Non infectées Infectées

FIGURE 8.5.: Immunodetection du HCV sur des celulles HepaRG® non infectées (a) et
inféctées (b)
Les cellules Hepa RG®R) ont été infectées 28 jours auparavant. L’anti-HCV D32.10 E1E2

a été utilisé comme anticorps primaire puis celui-ci a €té révélé avec un anti-souris couplé
a VALEXA.

8.3.2. Détection génomique du HCV

Dans cette partie, nous présentons les résultats de I'infection des HepaRG@®) et des cellules d’insectes
C6/36 et Kt-Mosl.

8.3.2.1. Transcription inverse et amplification longue

Comme décrit dans le chapitre 7, la transcription inverse a été testée par PCR afin de controler
la qualité de PADN complémentaire produit. Une PCR ciblant la région 5’'UTR, a été réalisée avec
les amorces 5NC1/5NC2. Ce couple d’amorces a été choisi pour son caracteére pan-génotypique. Les
produits PCR ont été déposés sur gel d’agarose 1% (TBE 1/10éme) dans lequel a été incorporé du
GelRed (150V pendant 1h) (¢f Figure 8.6)

— Sur le gel A (HepaRG®) : 'amplification d’une bande ayant la bonne taille est visible a J+21 et
J+28. Cette bande a été extraite puis séquencée, révélant que celle-ci correspond bien a ’ARN
du HCV. Ce résultat confirme que les cellules HepaRG®) sont permissives au HCV et qu’il est
détectable 21 jours apres l'infection.

— Sur le gel B (C6/36 et des Kt-mosl) : "amplification de I’ADN complémentaire en ce qui concerne
les cellules C6/36 montre la présence d’une bande a la taille attendue a J+21 et J+28 contrai-
rement au Kt-Mosl ou celle-ci est visible a J+28. Apres extraction, ces trois bandes ont été
séquencées révélant que celles-ci correspondaient a la région 5’UTR du HCV. Ce résultat démontre
que ces deux types cellulaires sont permissives au HCV.

Le résultat de ’ensemble des sequencages réalisés sur les trois types cellulaires a été comparé a
I'inoculum HCV utilisé pour 'infection (¢f Figure D).
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FIGURE 8.6.: RT-PCR de ’ARN viral intracellulaire
(A) Gel d’agarose (1%) des produits SNC1/5NC2 issus de la transcription inverse de I’ARN wviral
des cellules humaines HepaRG® infectées (+) ou non (-) (B) Gel d’agarose (1%) des produits
5NC1/5NC2 issus de la transcription inverse de ’ARN wviral des cellules C6/36 et Kt-Mos1

Les ADN complémentaires ayant été amplifiés dans la région 5’UTR confirme la processivité de la
transcription inverse et la présence d’ARN viral dans les cellules d’insecte a 21 et/ou 28 jours apres
infection. Les produits ayant été controlés positivement ont été amplifiés avec le méme protocole que
celui du chapitre 7. Les produits PCR ont été déposés sur gel (c¢f Figure 8.7). La présence des bandes
attendues au niveau des controles positifs indique que les PCR ont été opérationnelles. Néanmoins,
aucune longue amplification n’est observable pour les cellules humaines hépatocytaires et pour les
cellules d’insectes. D’autres couples d’amorces ont alors été testés mais aucune amplification longue
n’a pour le moment pu étre réalisée.
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FiGURE 8.7.: Amplification du génome entier du HCV issu des produits d’infection de
cellules humaines et de cellules du genre Aedes
(A ) Représentation du génome du HCV sur lequel les amorces utilisées pour réaliser les PCR ont
été indiquées. (B) Gel d’agarose (0.6%) des produits PCR (1) 2ch/RT946 et (2) 5NC1/HUTLA2
des cellules humaines hépatocytaires HepaRG®), C6/36 et des Kt-mosl infectées par HC'V.
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Le virus de I’hépatite C (HCV) est un des rares virus a avoir été nommé dans un premier temps
en fonction de ce qu’il n’est pas, c’est-a-dire une hépatite non A non B. Répandu sur I'’ensemble de la
planete, source d’épidémie silencieuse, mais aussi non cultivable in vitro et de traitement difficile, il a
été classé virus de type 3. Le controle des modes de transmission (produits sanguins) et le dépistage
des hépatites virales au niveau du réservoir naturel (’homme) fut le seul moyen d’endiguer I’épidémie.
Néanmoins, encore de nos jours, 20 a 40% des contaminations restent inexpliquées. La découverte
d’homologues du HCV chez d’autres mammiferes comme le chien [Kapoor et al., 2011] et le rongeur
[Kapoor et al., 2013], la notion d’endémicité et son origine ancienne suggerent que le réservoir n’est
pas uniquement humain mais pourrait s’élargir a ’échelle des mammiféres. Ainsi, I’origine et les voies
de transmission du HCV ont été remises en cause. Une des nouvelles voies de transmission étudiée fut
celle de la transmission vectorielle par le moustique. Celle-ci fut étudiée par différentes approches :

— Epidémiologique [Pybus et al., 2007] : la colocalisation des souches endémiques du HCV avec les
zones de distribution d’Aedes aegypti, Aedes albopictus et izodes sp. supporte I'hypothése d’une
transmission du HCV par les arthropodes.

— Entomologique et cellulaire. Le docteur Raphaglle Germi a démontré que le virus du HCV pouvait
persister au niveau de la lignée cellulaire AP61 (Aedes pseudoscutularis) 21 jours apres l'infection
malgré de nombreux lavages et repiquages. La persistance de cet ARN au niveau cellulaire suggere
que le virus du HCV pourrait se répliquer chez Aedes pseudoscutularis. Par ailleurs, le docteur
Yassine Rechoum a démontré que le génome du HCV pouvait étre détecté par RT-PCR chez Ae.
vexans 21 jours post-infection, contrairement a culex pipens. Le séquencage de la région NS5b a
révélé la présence, au niveau de la séquence en acide aminés, des mutations suivantes : Val262-
Ala262, Pro265-Ser265, et Asn316-Asp316 prouvant ainsi la réplication virale chez Aedes vexans.

Etant donnés les résultats précédents, mon travail fut d’utiliser les conclusions épidémiologiques
avancées par Pybus et celles de Yassine Rechoum pour étudier la permissivité du HCV chez trois
especes de moustique : Aedes vexans, Aedes albopictus et Aedes aegypti. Afin de réaliser cela, une
partie de mon travail de these a été divisé en trois temps : (4) développement du matériel biologique
(ii) développement d’outils immunologiques et biomoléculaires afin de suivre l'infection virale et (%ii)
validation d’un protocole d’infection par HCV dans le but d’infecter des lignées cellulaires d’insecte.

— Nous avons fait le choix de travailler a 1’échelle cellulaire. Pour cela, il a fallu dans un premier temps
développer une lignée cellulaire pour Aedes verans. Afin de réaliser ce travail, nous nous sommes
inspirés du travail de Singh et al qui a pu développer une lignée d’Aedes aegypti et sur les travaux
du docteur Florence Fouque. Grace a cela, il a été possible d’obtenir une lignée cellulaire d’ Aedes
aegypti ayant des caractéristiques phénotypiques uniques. En effet, le pléomorphisme cellulaire
suggere que la lignée d’Aedes aegypti serait pluripotente. De plus, I'organisation vésiculaire laisse
penser que les cellules seraient fortement cohésives. Ce pléomorphisme et le caractére polarisé de
cette lignée cellulaire sont des éléments essentiels pour I'entrée virale du HCV. Notre travail sur
cette lignée cellulaire est corrélé par les travaux de Singh en 1967 au niveau larvaire [Singh, 1967].
Cependant, il semble qu’il n’avait pas pu garder ce pléomorphisme cellulaire apres ses différents
repiquages. Tout cela montre qu'une nouvelle lignée cellulaire d’Aedes aegypti a pu étre obtenue
pendant ce travail de these que le protocole développé est opérationnel et robuste. Malgré que
nous n’avons pas pu obtenir une lignée cellulaire Aedes verans, nous avons pu adapter le protocole
d’Aedes aegypti et apporter des améliorations notables concernant 1’étape d’éclosion.

— Afin de visualiser le HCV au niveau génomique, les protocoles d’extraction, de transcription in-
verse et d’amplification ont été développés. Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'IBP
(CHU de Grenoble). Etant donnés les difficultés de mise en culture du virus, les expériences ont été
réalisées sur des sérums humains. Celles-ci nous ont permis de conclure que quelque soit ’enzyme
utilisée pour rétro-transcrire 'ARN viral (Prime Script ou SSIII), ’ADN complémentaire produit
correspondait au génome viral dans son entier. Néanmoins, 'efficacité de ces deux enzymes étant
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différentes, la Prime Script a été choisie. En ce qui concerne I'amplification du génome viral dans
sa totalité, le protocole final a été mis au point apres de nombreux essais d’enzymes, de protocoles,
d’additifs et d’amorces couvrant tout le génome. Le probleme soulevé de la région NS3 nous a
permis de comprendre que les structures secondaires pouvaient étre un élément perturbateur au
niveau de cette région malgré le travail a haute température. Cette conclusion nous a forcé a
rechercher d’autres enzymes pouvant a la fois amplifier de longs génomes et supporter des fortes
températures de dénaturation. Ce probleme pu étre en partie résolu par l'utilisation d’autres
amorces et d’'une autre enzyme nommée GXL. Un protocole génome entier est donc opérationnel
a partir d’échantillons sériques humains. Néanmoins, vues les amplifications longues réalisées sur
les extraits cellulaires provenant de cellules humaines ou d’insectes, il semblerait que le protocole
ne soit pas encore completement adapté a ce type d’échantillons. Malgré un témoin positif bien
présent, aucune amplification longue des produits d’extraction n’a été obtenue. Cela peut étre
expliqué par la faible teneur en ARN viral dans le produit d’extraction. En effet, nous avons
travaillé sur des sérums ayant des forts taux viraux, ce qui peut expliquer pourquoi ’amplifi-
cation d’échantillons sériques semble étre plus robuste. Il y a donc possiblement un seuil limite
d’amplification longue du HCV. Celui-ci reste a déterminer. Par ailleurs, le produit d’extraction
issu des cellules d’insectes ou humaines pourrait empécher ou diminuer la capacité des enzymes a
rétro-transcrire ou a amplifier le matériel génomique. Afin de purifier, voire méme de concentrer
notre ARN viral issu du produit d’infection, d’autres produits que ceux déja utilisés (DNase ou
RNASE out) devront étre testés.

Une fois les outils nécessaires a I’analyse du génome viral et la lignée cellulaire d’Aedes aegypti
développés, nous nous sommes focalisés sur le protocole d’infection. Afin de valider celui-ci sur
les cellules d’insectes, il nous a fallu dans un premier temps le valider sur des cellules humaines
(HepaRG®). De cette premiére infection, nous sommes arrivés a la conclusion que les cellules
étaient permissives au HCV, 'ARN viral était détectable J+21 et J+28. Ces résultats sont en
accord avec les travaux précédents réalisés sur cette méme lignée dans lesquels le HCV avait pu
étre détecté a partir de 21 jours post-infection [Ndongo-Thiam et al., 2011]. L’ensemble de ce
travail a ensuite été adapté aux lignées cellulaires de moustique C6/36 mais aussi a la lignée
développée en laboratoire (les kt-mosl). A partir de cette infection et en utilisant les outils de
biologie moléculaire développés auparavant, il est possible de conclure que les cellules provenant
du moustique Aedes albopictus et Aedes aegypti étaient permissive au HCV. En effet, ’ARN viral
est détectable a J+21 et J+28 en ce qui concerne la lignée cellulaire C6/36 et a partir de J+28
pour la lignée cellulaire kt-mosl. Ces résultats sont en accord avec ce qu’avait trouvé Yassine
Rechoum au niveau du moustique entier et semblent aussi étre cohérents avec ce qui a été trouvé
au niveau de la lignée hépatocytaire HepaRG®). De ces travaux nous pouvons conclure que les
cellules HepaRG®), C6/36 et les kt-mos1 sont permissives au HCV. De plus, la persistance virale
a J+21 et/ou a J+28 suggere que la réplication virale du HCV pourrait avoir lieu au niveau de ces
lignées cellulaires. Afin de valider ces résultats, une étude utilisant le séquencgage haut débit doit
étre menée. Les échantillons sont actuellement en cours d’envoi pour le traitement. L’entreprise
GATC a été choisie pour réaliser cette expérience.

Parallelement a ce travail principal et dans le but d’améliorer les outils de détection du HCV, nous
avons travaillé sur la création d’'un scFv D32.10 a partir de 'anticoprs monoclonal anti-HCV E1E2
D32.10. Nous avons pu ainsi créer un scFv pouvant reconnaitre les particules virales HCV de génotype
la/éa et 3a. Malgré son apparente insolubilité il a été possible de produire celui-ci via la technique
de flash refolding, ce qui nous a permis de valider la fonctionnalité de la construction. De plus, cette
construction semble avoir une bonne affinité envers les particules virales LAT et FAN. En effet, la
mise en compétition de 'anticorps entier et du scFv montre une inhibition réciproque de ceux-ci. Cela
peut étre expliquer par le nombre de valence qui est de deux pour 'anticorps et d’une seule pour le
scFv. D’autres moyens d’expression ont été testés afin de produire le scFv en condition soluble, en
particulier le cell-free et le baculovirus. Malgré I'apparente production du scFv D32.10 en cell-free, la



protéine scFv n’a pas pu étre purifiée du fait de sa production sous forme d’agrégats solubles. Aucune
activité n’a pu étre observée en dot blot. La production en baculovirus s’est révélée trés intéressante.
En effet, la condition dans laquelle le scFv D32.10 a été sécrété dans le milieu montre une bonne
production et permet la purification contrairement au sckFv D32.10 produit dans le cytoplasme. De ces
deux expériences, nous pouvons conclure que les voies de secrétion sont essentielles a la production
de la protéine sckFv D32.10 active; capable de reconnaitre les particules virales HCV. Ce travail de
these s’est essentiellement focalisé sur le virus de 'hépatite C. Il a permis d’apporter la preuve que les
cellules provenant d’Aedes aegypti et d’Aedes albopictus étaient permissives au HCV. Par ailleurs, ces
résultats suggerent une réplication virale de cet agent pathogeéne chez l'insecte du fait de la persistance
de PARN viral a J421 et/ou J+28. Cette information est essentielle et va dans le sens des hypothéses
émises par Pybus. Les résultats corroborent ceux de Yassine Rechoum sur Aedes verans. Dans son
travail, celui-ci avait démontré la présence du HCV au niveau du corps mais aussi au niveau de la téte
de l'insecte. Ainsi, il serait intéressant de réaliser une nouvelle infection sur moustique avec les deux
especes étudiées lors de ma these afin de rechercher le virus hors du sac gastrique, afin d’étudier la
capacité de ceux-ci d’étre un réservoir et /ou un hote naturel du HCV. La capacité vectorielle pourra
ainsi étre explorée.

L’ensemble de ces résultats ainsi que la découverte d’un nouvel homologue chez le chien et le ron-
geur, la notion d’endemicité posent la question de l'origine du HCV. Est il d’origine humain ? ou
s’est- il adapté a 'homme ? L’identification du réservoir et des hdtes sont importantes. Le traitement
des infections chroniques étant difficile, le controle du réservoir infectieux est essentiel pour éviter
toute épidémie. Etant donnée I'issue de I'hépatite chronique due au HCV et Dabsence de prophy-
laxie, I’éradication de celui-ci est essentielle et primordiale pour les personnes malades. Etant non
lytique, le virus circule dans le corps durant de longues périodes entrainant de nombreuses compli-
cations cliniques (fibrose, cancer). Les protocoles thérapeutiques mis en place sont dépendants des
personnes, il est difficile de trouver un protocole général. Il est donc tout aussi important de connaitre
I’état de la personne infectée que de connaitre le génotype et les sous-populations qui 'infecte. Le
protocole d’amplification longue du HCV réalisé en collaboration avec le Dr Sylvie Larrat et Elodie
Santoni (IBP CHU de Grenoble) pourrait avoir plusieurs applications. L’une des applications est celle
développée durant ma these, a savoir le suivi des mutations dues a la réplication virale. Une seconde
application du protocole est celle développée par I’équipe du Dr Sylvie Larrat, a savoir la possibilité
de génotyper, sous-typer et identifier les mutations de résistance dues a la pression thérapeutique des
antiviraux d’action virale directe (AAD) comme les antiprotéase. Le but est alors d’optimiser le choix
du traitement. En effet, apparition des mutations peut étre la cause de résistances thérapeutiques et
entrainer la sélection d’une souche ne répondant pas aux anti-viraux [Thompson and McHutchison,
2009]. L’absence de thérapeutique adaptée entraine l'apparition de lésions hépatites graves comme
la fibrose et/ou le cancer du foie (HCC). Le HCV est ainsi responsable de 30% des transplantations
hépatiques et réduit de 8 a 12 ans 'espérance de vie des patients infectés [Ryder, 2007]. Des agents
inhibant I’entrée virale comme des anticorps monoclonaux ou plus récemment des protéines recombi-
nantes de type scFv pourrait constituer une nouvelle approche. ¢’est pourquoi nous avons développé un
scFv D32.10 qui est pan génotypique. Il pourrait étre a la base d’une nouvelle approche pour prévenir
les ré-infections des greffons de transplantés hépatiques.

Notre travail a permis d’apporter deux réponses essentielles : (i) Les moustique Aedes aegypti et
Aedes albopictus pourraient étre un réservoir naturelle du HCV et (7i) le scFv D32.10 pourrait consti-
tuer une nouvelle approche immunoprophylatique anti-HCV efficace.
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Aedes aegypti mosquitoes are important vectors of viral diseases, such as Yellow and
Dengue Fever. As an example, Dengue viruses cause the most common arthropod-borne
viral disease in human with 50-100 million infections per year . Traditional strategies
currently employed for the control of the disease vector, Ae. aegypti, such as insecticide
applications are becoming more and more ineffective due to the rapid resistance of this
vector (Strode et al., 2008). This situation reinforces the need to understand the biology
of the vector/pathogen interaction. In contrast to mammalian systems, neoplastic
tumors typically do not occur in insects, nor are viruses available that can be used to
establish immortalized insect cell lines. It was not until the early 1960s that Grace
(1962) established the first continuous cell line from tissues of the moth, Antheraea
eucalypti (Grace, 1966). Cell lineages constitute homogeneous, sensitive and
reproducible systems, allowing the detection of very subtle changes in the response to
different kinds of pathogens and stimuli. For these reasons, cells from Drosophila
melanogaster (especially S2 cells), Anopheles gambiae (5.1* and Sua5B), Lutzomya
longipalpis (LL5 cells), Aedes albopictus (especially C6/36 cells), among other insects,
have long been used to investigate different aspects of insect biology and immunity,
being essential tools for the construction of the knowledge we have today regarding
immune activation pathways in insects (Levashina et al, 2001; Lowenberger, 2001;
Sanchez-Vargas et al,, 2004; Barletta, Silva, and Sorgine, 2012). Mosquito cell lines also
have been found to be effective in early detection and isolation due to their high
sensitivity to arboviruses (Singh, 1972; Mussgay et al., 1975; Igarashi, 1978; Vazeille-
Falcoz et al., 1999; Vazeille et al,, 2003). From the first description of the Ae. aegypti cell



lineage of embryonic origin (Aag-2)(Peleg, 1968), very few studies have been published.
Recently some authors described a new cell line from the neonate larvae of Ae. aegypti,
called NIV-AA-706 (Sudeep et al., 2009). Here we present a thorough ultrastructural
description of a new cell line from Ae aegypti (Bora bora), by using recent approaches of
3D immunofluorescence. Primary cultures were prepared using protocols derived
several decades ago (Singh, 1967). In brief, 50 Ae. aegypti (Bora Bora) mosquito eggs
collected from the insectary were surface sterilized using 2.6 % sodium hypochlorite
and washed two times in 1% PBS (Figure 1A). The neonate larvae were finely chopped
with sterile scissors in a 2 mL eppendorf tubes containing 1 mL L-15 Leibovitz growth
medium (Gibco) supplemented with 20% fetal bovine serum, 1% penicillin-
Streptomycin, 1% l-glutamine. The cultures were incubated as static cultures in a 28°C
incubator and observed using an inverted microscope for tissue attachment and

proliferation.
Observation of the global cellular growth over time.

A new cell line from the neonate larval tissues of Ae. aegypti (Bora-Bora strain) was
established and characterized using different parameters. This new mosquito cell line
has undergone > 100 passages in vitro and has been named Kt-Mos1. It is striking to
notice that two weeks after the cultures were set up, large hollow vesicles developed at
the cut ends of the tissue fragments and continued to increase in size and number
(Figure1B). These vesicles appeared to consist of monolayers of epithelium-like cells. At
this stage, few cells were found attached to surface of 48-wells plates (Figure 1C upper
panel). Three months later, floating tissue fragments with huge hollow vesicles blew up
and have been seeded into new wells. Large proportion of the cell masses have attached
to the plastic. Microscope observations shown that cells were organized in dome-like
shape after one month that became new hollow vesicles after two months in adherent
conditions (Figure 1D ). Adherent cells subculturing (6-well,) was carried out giving 1:2
ratio at an interval of two weeks with one medium change in between. Hollow vesicules
were isolated and medium was changed once per week. Morphological studies were
performed at the 43 th passage level demonstrated predominance of adherent cells with
a morphology similar to that of the cells described in Figure 1C. Mainly three
morphological types of cells were observed (hollow vesicles, dome and adherent

cells)(see below). Finally we performed a species-diagnostic PCR by using primers



(18SFHIN : 5'GTAAGCTTCCTTTGTACACACCGCCCGT3' ; aegrl : 5'
TAACGGACACCGTTCTAGGCCCT 3") designed on the internal transcribed spacer (ITS)

regions of the ribosomal DNA (Higa et al., 2010) (Figure 1C lower panel).
Observation of Kt-Mos1 cells by light microscopy.

The Kt-mos1 Aedes aegypti cells were grown on thin glass (0,17 mm), 2 chambers
LabTek (Nunc). The cells were fixed after different periods of cultivation with 2% PFA
for 20 minutes at 37°C. After permeabilization by PBS 0,1% Triton X100 for 2 minutes,
the nuclei were stained by Hoechst 33258 (Sigma). Observation was performed on
motorized inverted Olympus IE81 microscope using the DIC (differential interference
contrast) and the DAPI filter. First, we carried out a 2D observation: Kt-Mos1 cells
cultivated along 55 passages were observed as isolated cell or monolayer. At this stage,
cell appeared mononucleated with either an elongated shape or a large square flat
cytoplasm (Figure 2A, right panel). Mitosis events can sometime be found in and showed
clearly at the late metaphase stage three pairs of chromosomes segregating from the
mitotic spindle (Figure 2A, left panel). Then, a second approach consisting in a 3D
observation was undertaken: Over the time cells in monolayer (Figure 2B) had a
tendency to differentiate and supracellular structure became visible. First, a “dome like”
structure lifted from the adherent cells monolayer. In Figure 34, the monolayer which is
about 50 um in size are shown at two different Z positions. In the Figure 3A (right panel)
a “lid” of cells covers the blurry adherent cells thus showing the apparition of a 3D
structure. These cellular structures grown with time and became more and more
structured in the Z dimension. In Figure 3B, a “supracellular” structure is observed on a
47 pm thick Z dimension by step of 1um. The Z=0 observation shows that nuclei can be
seen only at the periphery of the structure suggesting a hollow assemblage. Again the lid
is clearly visible closing the structure. Using the Volocity software a 3D reconstruction
using the Z-serie pictures allowed to give an overview of the cell assemblage. For better
view and understanding the last top views were withdrawn from reconstruction
showing a volcano shape and above all confirming that this structure is hollowed. At the
very late stage of the supracellular structure differentiation, bubbles of different size in
the hundred of micrometer range detached from the support. In Figure 3C (left panel),
these cellular assemblages looking like “golf ball” in the DIC channel are clearly visible.

This morphology reflected that the focus was done in the medium section with image



contamination coming from cells above and below the focus plane. When looking at the
DNA content (Hoechst staining) of these “golf ball like” structures, it is obvious that the
shell is composed of a monolayer of cell with an empty cavity (Figure 3C left panel).

Assuming a perfect sphere, the volume of the shown structure is about 4 106 um3.

This paper described for the first time the ultrastuctural characterization of Aedes
aegypti cell development from the hatching of the eggs to the stage of long-term in vitro
cultivation of the cells. It is striking that the DAPI analysis also indicated diploid number
of chromosomes (n=6) as previously described (Giannelli et al, 1999), demonstrating
that no transformation of cells has occurred. The most prominent results is the
confirmation by new microscopical techniques the presence of hollow vesicles described
by Singh 45 years ago, in the early steps after chopping the larvae as well as in the later
stages of cell culture. Still many questions have yet to be answered, namely the cyclic
pattern of these 3D “supracellular” structures, which could open up a entire new field of

research in insect cell development.
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Legends

Figure 1

Global process of the Kt-Mos1 cell generation from eggs hatching to the final
supracellular structures. Macroscopic picture showing the eggs of Ae aegypti collected
from insectary (A). Large hollow vesicles developing at the cut ends of the larvae
fragments (B). Microscopic examination of the adherent cells and molecular
identification of cell and larvae extracts by PCR targeting rDNA ITS (C) : The upper panel
of the panel shows cells in monolayer. The lower panel indicates species-diagnosis PCR
of cellular samples: hollow vesicles (lane 1), adherent cells (lane 2) and “Dome-like”
structures (lane 3). HEK 293 cells are the negative control, ground larvae extracts of Ae
aegypti bora bora strain are the positive control. The approximate amplified size is 550

bp. Microscopic examination of the hollow vesicles as supracellular structures (D 1 & 2)

Figure 2.

Fluorescence observation of adherent KT-Mos 1 cells. (A) Isolated cells grown on a
glass coverslip are observed using the DIC and Hoechst channels. The left panel shows a
late metaphase stage of a dividing cell. (B) Similar observation of KT-Mos1 cells in

monolayer.



Figure 3

3D observation of KT-Mos1 supracellular structures. (A) New forming cellular
structures are shown at their bottom (left) and top views (right) using DIC and Hoechst
channels. (B) Z-serie of a well-differentiated cellular structure acquired in the Hoechst
channel. The two extreme positions (Z=0 and Z=47 mm) are shown in the right while a
full 3D reconstitution performed by Volocity software is shown in the left. (C) Advanced
“golf ball” supracellular structures are observed in the DIC channel (left) and a cross-
section (right) shows that these spherical structure shells are composed by a monolayer

of cells.
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ANNEXE B. SEQUENCAGE HAUT DEBIT REALISE AU CHU DE GRENOBLE (DR SYLVIE LARRAT ET ELODIE
SANTONI)

400

200

Profondeur de lecture

5000 8000

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 0 100 110 120 130

Contigs HSTNPKPORKTNHNTNRRPODVKFPGGGOIVGGYYLLPRRGPRLGYRATRKTS GKVIDTLTCGF
2112896003251 gb | GUAS HSTNPKPDRKTKRNTNRRPIJDVKFPGEGHIVEGVYLLFRRGPRLEVRHTRKTSERSHPRERRHPIPKRRRPEGRTI«IHHPGVPHPLYENEELEHHGHLLSFRGSRPSHGPTDPRRRSRNLGKVIDTLTEGL
Consensus HSTHPKPQRKTnrNTNRRPODVKFPGGGAIVGGYYLLPRRGPRLGVRATRKTSER: TPKARRPEGR. NLGKVIDTLTCGL

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

Contigs ADLNGYIPLYGAPLGGAARALAHGYRYLEDGYNYATGNL PGCSFSIFLLALLSCLTIPASAHEVRNASGYCHY TNDCSNSSIYYEARDIIHHTPGCYPCYRDAN=—————— ILPLLGSANSHARSAERGR
2112896003251gb1GU4S  ADLHGY IPLYGAPLGGAARALAHGYRYLEDGYNYATGNLPGRSE S IFLLALL SSSTIPASAHGYRNYSGYYVY TNDCSNSS TV YEARDNINHTPGCYPCYRENNSSRCHVAL TP TLAARNESVPTTTIRR
Consensus ADLHGYIPLYGAPLGGAARAL AHGYRYL EDGYNYATGNLPGrSFSIFLLALL SclTIPASAH#VRNaSGYchY THDCSHSSTYYEARDL THHTPGCYPCYR#aN. . ... LaaanfharsqerrR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1

Contigs IYGNTT HGGC LFCHYRGRSLRICS
£112896003251 5b1 GUSS HYDLLYGRAAFCSMTYVGOLCGSYILYSULF TLSPRRVETY TALVVSQLLRT HGVLAGLI TVHLL] TYASGA
CONSENSUS  wvevvesseesscnscsensnnnenns NLSPRRY « « e vvveeessnsesssssssssssssscsssssesssesssssssnensns ACHGEC . v s svsssnneennennnn LLFagVrGaslaica

391 a00 a0 azo azo aao aso a60 azo aso ago 500 510 520
1

Contigs SRLPVVHLLASPAXDGTG--LOLLNLSRPRNRPSHGLGYDDELVT ¥ 3 T
£112896003251 01 GUSS ORGHT TNRLASEF SPGPSOK IOl YNTNGSUHINR TALNCNDSLNTGFLARLFY TRKE NSSGCTERHASCRPIDDFAQGHGP TNHY VPNISDORPYCHHYAPOP COIVPARQVCGPYYCE TPSPYYYGTTD
Consensus qaghttnrLASfasdGpg..i0L1Nlnrprornrhalnc#Deln JFTPdP

s21 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 ) 650
Contigs ELGXGFDCDATLCR
i 12896003251 gb1GU4A5 RYGVPTVKIIGENEYIJVLLLNNYRPPQGNMFGCYHHNNTGFTKTCGGPPCNIGGVGNNTLTCPTIJCFRKMPERTVTKCGSGPIILYPRCIIVI]VPVRLIIMYPCTVNFTIFKVRHVVGGV[MRLNRRENIITRGE
CONSENSUS  ceeeenneccccccecocaoooooccccceceoooeoooeooeeececeeseeeeooseeseTAC REHE oouoo P o e cdEPCrlfHe el ccceoccacoanan EhrlnaaC#aTror
651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
1
Contigs RXRRHPCDRGSARPYHXX:
112896003251 gb I GUAS R\:uLEanRSELsPLLLsTtEquLPcsthLPm.:ﬂm_IHLuquIvnqun_vu\msvvvsvnIn<uEVVVLLFLLLnnnvancLunnLL ENLVVL ILSFLVFFCAANYIKG
CONSEnSUS RO AArDREEANPLRLSEE G« e v e v e e eeeeeneenonnesssseeeseeeeeeeessssseseeeaeeeeeeosssseseeeseeeeeesesssssseeeeeeesesossssssseeeeooesens
781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1
Contigs
2i12896003251gb1GU45 RLAPGAAYAFYGYMPLLLLLLALI TLLTL: ARLTHHL QYL ITRAEAHL HYMTPPLNVRGGRDATILL VCAVHPEL IFETTKILLATL GPLHVL QASLIRVP
ONSENSUS  ceeseessssscssessesssssssssssssssssssssssssssssssssesesessesssssssesessssessssssssssssessessessssssssssssssssesesssssssssssssssnns
911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1049
Contigs AP TTAYRGATRGL -
£11289600325 1 55 16UGS  YFVRAGGLIRACHL VRKVAGGHYVGHALHKLARLTGTYVYDHL TPLRDAANAGLRDLAVAVEPVVF SDHE TKTTTHGADTARCGDT TSGLPVSARRGRE TLLGPADGF GDAGHRL L AT TAYSQ0TRGLF
COMSENSUS o eceeennecccccaceaoseoeaeececeeeeaeseeensoneeseceeeeeeeeeesoseeseeeeeesesesososescaeesseeeeseooceceseeeeoeeenes QGHRLLAPITAYaQQTRGL .

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
]

Contigs GCIITSLTGROKNOVEGEVQVVSTATOSFLATCVHGYCHTYYHGAGSKTLAGOKGPIIQNY TNYDODL VGHOAPPGARSL TPCTCGSADL YL VTRHADYIPYRRRGDSRGSL L SPRPVSYLKGSSGGPLL
#i12896003251gbIGUA5 GCILTSLTGRDKNQVEGEVQVVSTATOSFLATCYNGYCHTVYHGAGSKTLAGPKGPITAHY TNVNQDL YGHOAPSGARSL TPCTCGSSDL YL VTRHADYIPYRRRGDSRGSLL SPRPVSYLKGSSGGPLL
c GCIITSLT! QVVSTATASFLATCYNGYCHTVYHGAGSKTLAGGKGPTiQHY THY #QDLVGHOAPPGARSL TPCTCGSaDL YLV TRHADVIPYRRRGDSRGSLL SPRPVSYLKGSSGGPLL

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
Contigs CPSGHAVGIFRAAVCTRGVAKAVDFYPVESHETTHRSPVFTDNSSPPAVPQTFQVAHL HAPTGSGKSTKVPAAYARQGYKYL VL NPSVAATL GFGAYNSKAHGVDPSIRTGVRTITTGAPITYSTYGKFL
2i12896003251gbIGUA5 CPSGHAVGIFRAAYCTRGYAKAVDF IPVESHE T THRSPVF TDNSSPPAYPOTFQVAHL HAPTGSGKSTKYPAAYAPQGYKVL YL NPSVAATL GFGAYHSKAHGYDPNIRTGVRTITTGAPTTYSTYGKFL
Consensus CPSGHAVGIFRAAVCTRGVAKAVDF ! PVESHETTHRSPVFTDNSSPPAVPQTFQVAHLHAP TGSGKSTKVPAARYAaQGYKVL VL NPSVAATLGFGAYHSKAHGYDPNIRTGVRTITTGAPITYSTYGKFL

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1330 1400 1410 1420 1430

Contigs ADGGCSGGAYDIIICDECHSTDATTILGIGTVLDOAETAGARLYYLATATPPGSYTYPHPNIEEVALSNTGEVPFYGKATPTETIKGGRHL IFCHSKKKCDEL AAKL SGLGLNAYAY YRGLDVSVIPSSG
i 12896003251gb1GU45 ADGGCSGGAYDIIICDECHSTDSTTILGIGTVL DOAETAGARL VVLATATPPGSTTVPHPNIEEVAL SNTGETPFYGKATPTEATKGGRHL IFCHSKKKCDEL ARKL SALGLNAVAYYRGLDVSVIPTSG
Consensus ADGGCSGGAYDIIICDECHSTDaTTILGIGTVLDOAETAGARLYVLATATPPGS ! TYPHPNIEEVAL SNTGE ! PFYGKATPIEaIKGGRHL IFCHSKKKCDEL AAKL Sal GLNAVAYYRGLDVSVIPSSG

1431 1440 1as0 1460 1a70 1480 1as0 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

Contigs DVYYYATDALHTGYTGDFDSYIDCHNTCYTQTYDFSLDPTFETIETTTYPADAYSRSORRGRTGRGRGGIYRF VAPGERPSGHEDSSYL CECYDAGCAMYEL TPAETSVRLRAYLNTPGLPYCODHLEFHES
11289600325 1gb1GUA5  DVVYVATDALHTGY TGDFDSY IDCNTCY TATYDFSLDP T TIE T TT VP QDAY SRS QRRGRTGRGRGGIYRE VTP GERPSGHEDSSYL CECYDAGCANYEL TPAETSVRLRAYLNTPGLPVCADHLEFHES
Consensus DVYVVATDALHTGYTGDFDSYIDCNTCYTATYDFSLOPTFTIETTT TGRGRGGIYR CYDAGCAMYEL TPAETSVRLRAYLNTPGLPYCADHLEFHES

FiGURE B.1.: Bilan du séquencage haut débit réalisé sur les produits d’amplification long
de HCV
(A) Répartition des contigs sur ’ensemble du génome pour l’échantillon 6. Certaines
zones et notamment celle située entre 1000 et 3000pb présentent une tres faible couver-
ture de lecture. Les zones les mieux couvertes atteignent une profondeur de lecture de
prés de 700x. (B)Ezemple d’alignement des contigs obtenus da l'issue du séquencage 45/
d’un échantillon sur la séquence de référence la plus proche a laide du logiciel en ligne
Multalin®. La deuxiéme ligne correspond d la séquence de référence issue du site VBRC
(GU451219.1), la suivante au contig reconstitué a l'issue du séquencage 454. Les acides
aminés marqués en rouge correspondent parfaitement entre les contigs et la séquence de
référence. Ceux représentés en bleu différent entre les deux séquences. Les régions en
noir sont des zones pour lesquelles les contigs n’ont pas pu étre alignés sur la séquence
de référence.
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HepaRG®°CULTURE KIT FOR
50 PLATES

DESCRIPTION AND USE GUIDE
FOR THE THAWING AND CULTURE OF
CRYOPRESERVED, PROLIFERATING HEPARG® CELLS FOR THE
PRODUCTION OF 50 PLATES

This description and use guide for the thawing and culture of cryopreserved proliferating
HepaRG® includes five sections:

Section 1: product description

Section 2: production plans

Section 3: recommended materials, media and cells

Section 4: protocol for the thawing, seeding, maintenance, differentiation and freezing of
HepaRG® cells

Section 5: cell morphology

LIMITED USE LICENSE

NOTE: READ THIS LIMITED USE LICENSE BEFORE UTILIZING THE HEPARG® CELLS
HepaRG® cells are patented and by using them in any way, you obligate yourself to comply with this
LIMITED USE LICENSE, the terms of which include that you will treat them as a disposable product only
for in vitro studies and destroy cells used in a study or experiment upon its conclusion. This license for
KIT901 allows for you to use the HepaRG® accompanying these instructions for a maximum time period
of six months following receipt of the cells. At the point that you or your facility uses the cells
accompanying these instructions to produce more than fifty (50) multiwell plates containing HepaRG®
cells, this license will lapse. It will also lapse six months following your receipt of the accompanying cells,
even if you have not produced fifty multiwell plates at that time. You will not propagate, clone, amplify or
reproduce HepaRG® cells in excess of either the time or volume limits of this license; transfer them to
anyone outside your facility; use them as the direct source of commercial product unless you receive prior
written approval from Biopredic; or use them for treating or diagnosing disease. In addition, you will
considered as confidential the information of that manual, ie you will not transfer it outside your working
team. If you are unwilling to abide by these terms, stop immediately and return the cells for credit;
violators of this LIMITED USE LICENSE will be prosecuted to the fullest extent of the law. HepaRG® is a
trademark owned by Biopredic International.

North America: Corporate Headquarters:

5801 West 129 Street #101 8-18 rue de Professeur Jean Pecker
Overland Park, KS 66209-3605 35000 Rennes France
913-851-1588 33(0)299 14 36 14
david.steen@biopredic.com www.biopredic.com
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SECTION 1: PRODUCT DESCRIPTION

HepaRG® cells have the unique properties of maintaining significant levels of hepatocyte functions,
of being CYP450 inducible and supporting the complete replicative cycle of HBV.

The KIT901 is composed of two frozen vials of proliferating HepaRG® cells, ADD710 and
ADD720 for working media preparation. The undifferentiated HepaRG® cells can be used within
three passages after thawing and seeding; and the amount of ADD710 and ADD720 are enough for
the generation of 50 plates in the format of 24 wells, 96 wells, and 6 wells.

The procedure of HepaRG® culture consists of growth and differentiation stages. After thawing and
seeding into plates, proliferating HepaRG® cells grow for 14 days to achieve 100% confluence in
growth medium which consists of basal medium MIL700 and ADD710. Then, the differentiation of
HepaRG® cells takes place at day 14 by the replacement of growth medium with differentiation
medium which consists of basal medium MIL700 and ADD720. The highly differentiated HepaRG®
cells have an adult phenotype with normal and stable caryotype, and the enzyme activities of drug
metabolizing genes are quite stable during 3-4 week culture condition.

After differentiation step, the maintaining of differentiated HepaRG® cells requires a larger amount
of ADD720 not included in the kit.

SAFETY OF THE MATERIAL

Hepatitis B, hepatitis C and HIV1 viruses undetected by PCR on the cell suspension.

Notice: although controls are performed, human material has to be considered as potentially
dangerous. Observe universal precautions in order to protect yourself and your colleagues. Handle
the cells in a Level 2-biology safety room.

North America: Corporate Headquarters:

5801 West 129" Street #101 8-18 rue de Professeur Jean Pecker
Overland Park, KS 66209-3605 35000 Rennes France
913-851-1588 33(0)299 14 36 14
david.steen@biopredic.com www.biopredic.com
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SECTION 2: PRODUCTION PLANS, ONE OVER THE TWO SHOULD BE

CHOSEN FROM THE START BY THE USER

Production plan 1 :siiiii Operation Number of cell supports
Vial of working bank P17 Thaw and seed the HepaRG® | 2 x 25cm? flasks
cells (2 vials)
Cells in monolayer P18 Subculture the HepaRG® cells [ 20 x 25cm? flasks for the
and seed the cells in 25 cm? flasks | HepaRG® cell proliferation
for proliferation
Cells in monolayer P19 Subculture the HepaRG® cells | > 50 MWPs for the HepaRG® cell
and seed the cells in multiwell | differentiation
plates (MWPs)
Production plan 2 :slsziii Operation Number of cell supports/vials
Vial of working bank P17 Thaw and seed the HepaRG® 2 x 25c¢m? flasks
at P17 cells (2 vials)
Cells in monolayer P18 Detachment of the cells 6 vials
Production of a working bank at
P18 (6 vials)
Vials of working P18 Thaw 1 wvial and seed the | 1x 25cm?flask
bank at passage 18* HepaRG® cells
Cells in monolayer* P19 Subculture the HepaRG® cells | 2 x 25cm? flask
and seed the cells in 25 cm? flasks | 3 MWPs for the HepaRG® cell
for proliferation, and in multiwell | differentiation
plates (MWPs) for differentiation
Cells in monolayer* P20 Subculture the HepaRG® cells | 6 MWPs for the HepaRG® cell

and seed the cells in multiwell

plates (MWPs) for differentiation

differentiation

* From 1 vial, production of 9 MWPs. With 6 vials, production of > 50 MWPs

North America:

5801 West 129™ Street #101
Overland Park, KS 66209-3605

913-851-1588
david.steen@biopredic.com

Corporate Headquarters:
8-18 rue de Professeur Jean Pecker
35000 Rennes France
33(0)299 14 36 14
www.biopredic.com

3/13




@ BIOPREDIC

I' N ERNATIONAL

FduKIT901v033111_2

“ SECTION 3: MATERIALS, MEDIA AND CELLS H

1 Materials

- Water bath at +37°C

- Laminar flow hood

- Pipet-aid, pipettes and micropipettes
- Multichannel pipettes

- Cryo 1°C freezing container “Mister Frosty” (NALGENE® Labware) or an equivalent cooling

box

- Incubator at +37°C, 5% CO, and saturating humidity

- Phase-contrast microscope

- Material for cell count (cell counting chamber, coverslips, 0.05% Trypan blue solution)

2 Consumables

Article Provider Reference

96 well culture plate (Nunc MicroWell™ plate) Nunc 167008*
24 well culture plate (BD Falcon™) Becton Dickinson 353047*
6 well culture plate (BD Falcon™) Becton Dickinson 353046%*
25 cm?2 flask (BD Falcon™) Becton Dickinson 353108*
Freezing vials 2 mL Nunc 055004*
Polystyrene round-bottom tubes (40mL)
Petri dishes (92 x 17 mm)
*References in Europe
3 Media

Article Provider Reference Storage
Basal hepatic cell medium BIOPREDIC International MIL700 +4°C
Additives 710 for HepaRG® growth medium BIOPREDIC International ADD710%* -20°C
Additives 720 for HepaRG® differentiation medium | BIOPREDIC International ADD720%* -20°C
Trypan blue (0,4 %) Sigma—Aldrich® T8154* Room temperature
D-PBS 1X Invitrogen™ 14190%* +4°C
Trypsin/EDTA 1X (Trypsin, 0.05%) Invitrogen™ 25300%* -20°C
Dimethyl sulfoxide BIOPREDIC International DMS168 Room temperature

*References in Europe

*#*Volume of ADDs needed for the generation of 50 MWPs (9 x ADD710; 9 x ADD720)

4 Cells (Immediately place the cryovial(s) in liquid nitrogen upon receipt)

f viabl Conditions of
HepaRG® cells Number' 0 v1abG ¢ Reference
cells / vial (x10°) Shipping Storage
Cryopreserved undifferentiated HepaRG® cells >1 HPR109 Dry ice nI;tl;})llgl:n

North America:

5801 West 129" Street #101
Overland Park, KS 66209-3605
913-851-1588
david.steen@biopredic.com

Corporate Headquarters:

8-18 rue de Professeur Jean Pecker
35000 Rennes France

33(0)299 14 36 14
www.biopredic.com

4/13




FduKIT901v033111_2

@ BIOPREDIC

I'N ERNATIONAL

SECTION 4: PROTOCOL FOR THE THAWING, SEEDING,
MAINTENANCE, DIFFERENTIATION AND FREEZING
OF HEPARG® CELLS

NOTE: OBSERVE UNIVERSAL PRECAUTIONS WHEN HANDLING HepaRG® CELLS AND TREAT ALL
BIOLOGIC MATERIAL AS POTENTIALLY INFECTIOUS
THE FOLLOWING STEPS MUST BE PERFORMED UNDER A LAMINAR FLOW HOOD.

1. Media preparation

1.1 HepaRG® WORKING GROWTH MEDIUM 710
- Thaw the HepaRG® Growth Medium Supplement (ADD710) by placing the bottle in a
+37°C water bath until completely thawed.

- Prepare working HepaRG® Growth Medium 710 by adding the entire contents of the bottle
of ADD710 to 500 mL of Base Medium.

- The working HepaRG® Growth Medium 710 is now ready for use. It should be stored at
+4°C for a maximum of one month.

1.2 HepaRG® WORKING DIFFERENTIATION MEDIUM 720
- Thaw the HepaRG® Differentiation Medium Supplement (ADD720) by placing the bottle in
a +37°C water bath until completely thawed.

- Prepare working HepaRG® Differentiation Medium 720 by adding the entire contents of the
bottle of ADD720 to 500 mL of Base Medium.

- The working HepaRG® Differentiation Medium 720 is now ready for use. It should be stored
at +4°C for a maximum of one month.

North America: Corporate Headquarters:

5801 West 129 Street #101 8-18 rue de Professeur Jean Pecker
Overland Park, KS 66209-3605 35000 Rennes France
913-851-1588 33(0)299 14 36 14
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2. Thawing, Seeding, Maintenance and Differentiation of HepaRG®

cells
FOLLOWING SCHEMATIC IS FOR SUGGESTED PRODUCTION PLAN 1 see page 3.

Working Bank (P17) 1% trypsinization (P18) 2 trypsinization (P19)
2 vials 10M ~100M

W a—a—

Culture support

— Use

25 cmz flasks x 2 25 cmz flasks x 20

> 50 MWPs

Expired
within
Thawing Amplification Differentiation 4 weeks

A

Day'0 Day'1 Da

4 28 days —

2.1 Thawing and seeding

1. In order to thaw cells, use the working HepaRG® Growth Medium 710.

2. Pre-warm the working HepaRG® Growth Medium 710 in a 37°C water bath.

3. Prepare a sterile 40 mL polystyrene round bottom tube with 4.5 mL of warmed working HepaRG®
Growth Medium 710 per 0.5 mL HepaRG® cryovial. The dilution must be 1/10.

4. Prepare a 70% ethyl alcohol absorbent paper.

Remove cryovial(s) from liquid nitrogen. Under a laminar flow hood, briefly twist the cap a quarter
turn to relieve the internal pressure, and then close again.

6. Quickly transfer the cryovial(s) to a 37°C water bath. While holding the tip of the vial, gently agitate
for 1-2 minutes, being careful not to allow water to penetrate the cap. Do not submerge it
completely.

7. Watch the cryovial(s) closely. When just a small crystal of ice remains, remove it from the water
bath.

8. Wipe the outside of the vial(s) with 70 % ethyl alcohol absorbant paper and place it under a laminar
flow hood.

9. Aseptically transfer the cell suspension into the medium warmed in the polystyrene round bottom
tube.

10. Rinse the cryovial(s) once with the working HepaRG® Growth Medium 710.
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11. Count the cells using Trypan Blue and a Nageotte Chamber to assess cell number and viability (see
2.2).

12. Transfer the cells into 25 cm? flasks (cell suspension from 1 vial in 1 flask)..

13. Gently shake the 25 cm? flasks in a back-and-forth and side-to-side manner, and control visually the
homogeneity of cell suspension.
Carefully place the 25 cm? flasks into an incubator at 37°C, 5% CO, and saturating humidity.

14. Six hours after seeding, observe cell morphology under phase-contrast microscope, if possible, take

photomicrographs, and renew the medium (see 2.3).

For maintenance of the cells see 2.3.

2.2 Cell viability measurement and cell counting
1. Gently homogenize the cell suspension.
2. In a5 mL polystyrene round bottom tube, dilute 100 uL of the cell suspension in 100 uL of trypan
blue solution at 0.05%.
3. Gently homogenize the obtained cell suspension.
4. Proceed to observation and counting using a Nageotte chamber: observe under microscope. Living
cells exclude the dye, dead cells take up the dye and appear blue. Count the living and dead cells

and calculate cell viability and cell concentration.

2.3 Maintenance of cells

1. Maintain the 25 cm? flasks in the working HepaRG® Growth Medium 710 for 2 weeks.

N

Renew the medium (5 mL per flask) (see 2.7) every 2 or 3 days after microscopic observations.

3. After the 2 weeks of proliferation, proceed to subculture of the cells (see 2.4).

2.4 Subculture and seeding

1. To trypsinise cells, use the working HepaRG® Growth Medium 710.

2. Pre-warm D-PBS 1X, trypsin/EDTA solution and HepaRG® working growth medium in a 37°C
water bath.

3. Aspirate medium from the 25 cm” flask(s) at passage P, and rinse the monolayer twice with 5 mL
sterile D-PBS 1X.

4. Remove the D-PBS 1X and detach the cells by adding 1 mL trypsin/EDTA solution. After 3 to 5
minutes at 37°C, tap the flask gently to detach the cells.

5. Neutralize trypsin by adding 5 mL of the working HepaRG® Growth Medium 710 directly into the
flask.

6. Pipette gently up and down, once or twice, in order to break up the bigger clusters.

7. Transfer the cell suspension into a sterile 40 mL polystyrene round bottom tube or a sterile bottle.
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8. Rinse the 25 cm® flask(s) with 1 mL of the working HepaRG® Growth Medium 710, and add to cell
suspension.

9. Count the cells using Trypan Blue solution 0.05% to assess cell number and viability (see 2.2, with a
1/10 dilution in trypan blue solution).

10. Seed the cells in the working HepaRG® Growth Medium 710, in appropriate supports according to
the following table:

Cell culture support Number of cells per well or support (10° Volume per well or support (ml)
96 well plate* 0.009 0.1
24 well plate* 0.055 0.5
6 well plate* 0.2 2
25 cm’ flask** 0.5 5

# Used for HepaRG® cell line differentiation
## Used for HepaRG® cell line maintaining

11. Except for the 96 well plates, gently agitate the supports in a back-and-forth and side-to-side
manner, and control visually the homogeneity of cell suspension.
Carefully place the culture supports into an incubator at 37°C, 5% CO, and saturating humidity.
Note: At this stage, in a record, the cells are now in passage P+1.

12. To maintain the cell line, continue to step 2.5.

13. However, to induce differentiation, follow instructions under step 2.6.

2.5 HepaRG cells maintenance
1. Maintain the 25 cm? flasks in the working HepaRG® Growth Medium 710 for 2 weeks. Renew the
medium (5 mL per flask) (see 2.7) every 2 or 3 days after microscopic observations.
Note: At this stage, the cells must have reached confluency.

2. After the 2 weeks of proliferation, repeat step 2.4.

2.6 HepaRG cells differentiation
1. Maintain the plates in the working HepaRG® Growth Medium 710 for 2 weeks. Renew the medium
(see 2.7) every 2 or 3 days after cell morphology observations.
Note: At this stage, the cells must have reached confluency.
2. Remove the working HepaRG® Growth Medium 710 and replace with the working HepaRG®
Differentiation Medium 720 for 2 more weeks (for the first 2-3 days, dilute HepaRG® working

differentiation medium half with HepaRG® working growth medium). Renew the medium

every 2 or 3 days (see 2.7) after cell morphology observations.

Note: At this stage, the cells reach a differentiated hepatocyte-like morphology and express liver-
specific functions.

Cells can then be maintained in the working HepaRG® Differentiation Medium 720 for 3-4 weeks

further. The maintaining of differentiated cells requires a larger amount of the working HepaRG®
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Differentiation Medium 720 not included in the kit: 12 mL / 24 or 06 MWP / medium change, or 9.6
mL / 96 MWP / medium change.

2.7 Renewal of the medium
USE A CULTURE MEDIUM PRE-WARMED AT ROOM TEMPERATURE
1. Renewal of the medium in 96 well plate(s)
- Transfer some culture medium into a 92 x 17 mm Petri dish.
- Remove the lid from the plate.
- Aspirate the existing medium from the plate.
- Add gently 100 pL of medium into each well with a multichannel pipette. Take care not to
pipette down the medium directly on the cells.
- Control visually the medium level in the wells.

- Put the lid back on the plate.

2. Renewal of the medium in 24 well plates
- Transfer some culture medium into a 92 x 17 mm Petri dish.
- Remove the lid from the plate.
- Aspirate the existing medium from the plate.
- Add gently 500 pL of medium into each well with a multichannel pipette. Take care not to
pipette down the medium directly on the cells.
- Control visually the medium level in the wells.

- Put the lid back on the plate.

3. Renewal of the medium in 6 well plates
- Remove the lid from the plate.
- Aspirate the existing medium from the plate.
- Add gently 2 mL of medium into each well with a pipette. Take care not to pipette down the
medium directly on the cells.

- Put the lid back on the plate.

4. Renewal of the medium in a 25 cm? flask
- Remove the cap from the flask(s).
- Aspirate the existing medium from the flasks.
- Transfer 5 mL of medium into a 25 cm? flask. Take care not to pipette down the medium
directly on the cells.

- Replace the cap on the flask.
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3. Working bank production

FOLLOWING SCHEMATIC IS FOR WORKING BANK PRODUCTION: “PRODUCTION PLAN 27,
see page 3.

P17 vial P17 trypsinization
(P18)
Freezing

N\ T~ 7\

Thawing and 9-10 days

seeding In culture 6 vials

1. Thaw and seed the cells (see 2.1).

2. After 9-10 days in culture, trypsinize the cells (see 2.4).

3. Count the cells using Trypan Blue solution 0.05% to assess cell number and viability (see 2.2, with a

1/10 dilution in trypan blue solution).

4. Freeze the cells

North America:

Determine total number of cells to be frozen.

Determine number of vials to be frozen (1.5 million cells / 500 pL vial).

Determine the required final volume.

Place at 4°C Cryo 1°C freezing container(s) “Mister Frosty”” with 100% isopropyl alcohol.

Place the freezing vials on ice.

Prepare double strength DMSO freezing medium (HepaRG® working growth medium + 20%
DMSO, half the required final volume).

Place at 4°C HepaRG® working growth medium and double strength DMSO freezing medium.
Centrifuge cell suspension at 500g during 3 min at +4°C.

Resuspend cell pellet in HepaRG® working growth medium in half the required final volume.
Keep cell suspension on ice.

Add slowly and drop-wise while mixing an equal volume than growth medium containing the
cells, of double strength DMSO freezing medium.

Dispense 500 pL of final mixture per sterile freezing vial.

Transfer the vials into Cryo 1°C freezing container(s) “Mister Frosty”.

Place overnight the Cryo 1°C freezing container(s) “Mister Frosty” at -80°C.

Transfer into liquid nitrogen.

Corporate Headquarters:

5801 West 129" Street #101 8-18 rue de Professeur Jean Pecker

Overland Park,
913-851-1588

KS 66209-3605 35000 Rennes France
33(0)299 14 36 14

david.steen@biopredic.com www.biopredic.com

10/13



FduKIT901v033111_2

SECTION 4: CELL MORPHOLOGY

1 PROLIFERATION PERIOD

- After 2 or 3 days of culture, HepaRG® cells appear in small undifferentiated colonies (Fig.1).

- During the proliferation period, HepaRG® cells appear as a homogeneous cell population with an
epithelial phenotype showing no regular structural organization (Fig.2).

- Then, when reaching confluency, cells undergo progressive morphological changes and granular

hepatocyte-like cells appear (Fig. 3).

2 DIFFERENTIATION PERIOD

- Two weeks after plating, addition HepaRG® working differentiation medium induces hepatocyte-like
cells to organize in well delineated trabeculae with many bright canaliculi-like structures.

- Differentiated HepaRG® cells can then be maintained in HepaRG® working differentiation medium for 4
additional weeks (Fig. 4-6)
Figures 7-12 show cell suffering: detachment (fig 7), destructuration (fig 8, 9), necrosis (fig 10, 11, 12).
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(A) Alignement des séquences de la région IRES des échantillons LAT (inoculum
génotype 3a), des échantillons issus de l'infection par HCV. H a été utilisé pour He-
paRG, C pour C6/36 (Aedes albopictus) et K pour les kt-mos1 (Aedes aegypti). les jours
post infection ont été mentionnés aprés les lettres C, K H pour chaque échantillons. (B)
Afin de visualiser les mutations, celles-ci ont été placées sur le structure secondaire de
IRES et sont symbolisées par un rond rouge. Les ronds violet indiquent les mutations
déja observées chez Aedes vexans et l'étoile (*) indique une mutation récurrente chez
I’homme []. Le format d’écriture des mutations sont le nom de l'espéce symbolisé par
(k/C/H) + la date de récolte (21 ou 28) et la base de l'inoculum / la mutation observée)
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