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« Le savant le sait bien lui, que sans la science

I’'Homme ne serait jamais qu’un stupide animal

sottement occupé a s’adonner aux vains plaisirs de 'amour
dans les folles prairies de l'insouciance.

Alors que la science, et la science seule

a su lui apporter patiemment au fil des siecles...

le parcmeétre automatique et 'horloge pointeuse

sans lesquelles il n’est pas de bonheur terrestre possible !
Ets’il n’y avait pas la science,

malheureux cloportes suintants d’ingratitude aveugle et d’ignorance crasse,
s’il n’y avait pas la Science !

Combien d’entre nous pourrait profiter de leur cancer pendant plus de cinq ans ? »

Pierre DESPROGES
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Résumé

L’infection par le virus de I'hépatite C (VHC) perturbe le métabolisme lipidique de son
hote. En effet, les particules virales sont hétérogenes mais les plus infectieuses sont celles
retrouvées aux plus basses densités du fait de leur association avec des composants des
lipoprotéines de tres basse densité (VLDL), les lipoprotéines riches en triglycérides (TG)
et contenant 'apolipoprotéine B (ApoB) produites par les hépatocytes ; ces complexes
sont appelés lipo-viro-particules (LVP). De plus, les malades présentent frequemment une
stéatose hépatique, c'est-a-dire une accumulation de TG dans les gouttelettes lipidiques
(GL) des hépatocytes, qui stockent les lipides neutres au sein d'une monocouche de
phospholipides essentiellement constitués de phosphatidylcholine. Notre hypothese de
travail est que le VHC usurpe le métabolisme lipidique des hépatocytes au profit de la
production de LVP. Une étude publiée au début de mon travail de these a révélé que la
lysophosphatidylcholine acyltransférase 1 (LPCAT1) catalyse la synthése de
phosphatidylcholine directement a la surface des GL, avec pour conséquence un
remodelage de ces dernieres. Cela nous a incités a examiner si cette voie est détournée
par le VHC, puis a déterminer le role de LPCAT1 a la fois dans le métabolisme lipidique
des hépatocytes et dans le cycle infectieux du VHC.

Lors de l'infection de novo par le VHC, les cellules de la lignée hépatocytaire Huh-7.5.1 et
les hépatocytes humains en culture primaire (HHP) présentaient une diminution de
I'expression de I'’ARNm et de la protéine LPCAT1, suggérant une régulation
transcriptionnelle de cette enzyme par le VHC. L’extinction de LPCAT1 en cellules Huh-
7.5.1, infectées ou non, induisait une diminution du nombre des GL accompagnée d'une
augmentation de leur taille, suggérant une fusion des GL, ainsi qu'une accumulation
intracellulaire de TG a l’état d’équilibre, donc une stéatose. La sécrétion des TG
néosynthétisés et de I’ApoB était également augmentée, témoignant d’'une augmentation
de la production de VLDL. Dans les cellules Huh-7.5.1 et les HHP infectés par le VHC,
I'extinction de LPCAT1 n’affectait pas la réplication du génome viral mais augmentait la
production de virus infectieux, indiquant un effet sur la morphogenése du VHC. De plus,
les particules virales produites avaient une infectiosité spécifique supérieure corrélant
avec une densité plus basse, des propriétés caractéristiques des LVP.

En conclusion, le VHC diminue I'expression de LPCAT1, une enzyme associée aux GL des
hépatocytes, ce qui apparait comme une stratégie virale permettant d’augmenter le
contenu en TG, et de la I'infectiosité spécifique des particules virales néoformées. Cibler
la voie du métabolisme lipidique contrdlée par LPCAT1 représenterait une approche
thérapeutique intéressante, car susceptible de réduire a la fois le titre viral et la stéatose
hépatique.

Mots clefs : virus de I'hépatite C, lysophosphatidylcholine acyltransferase 1,
métabolisme lipidique du foie, morphogenese virale, infectiosité spécifique.
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VTV
WB

wt

« TIR domain-containing adaptor inducing IFN-f »

Récepteur a la transferrine 1

Tests rapides d’orientation diagnostic

Lipoprotéine riche en triglycérides (« triglycerid-rich lipoprotein »)

unité formant foyer

« Unfolded protein response »

« Vesicle-associated membrane protein 4 »

Virus de I'hépatite C

Particules virales du VHC produites en culture de lignée cellulaire
(« HCVcc »)

Particules virales produites en cultures primaires d’hépatocytes humains
(« HCVpc »)

Particules virales de sérum de patients infectés

Pseudo-particule du VHC

Lipoprotéine de tres faible densité (very low density lipoprotein)

Vésicule de transport des VLDLs

Western blot

Type sauvage (wild type)
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Préambule

Au fil du temps et des recherches, la définition du vivant a constamment évolué, allant de
I’étre pensant, pour s’affiner jusqu’a I'infiniment petit, et est délimitée aujourd’hui a la
capacité de pouvoir se répliquer de fagcon autonome. Les virus représentent la frontiere
actuelle entre le vivant et le non-vivant, car capables de transmettre leur matériel
génétique a leur descendance, tout en dépendant de la machinerie cellulaire de I'hote. Les
virus sont donc des parasites intracellulaires obligatoires, mais dotés d’une structure et
d’'un génome propres, les caractérisant. C'est d’ailleurs grace a son génome que le virus
de I'hépatite C (VHC) a pu étre identifié en 1989. En effet, ce virus fut le premier a étre
identifié par des techniques de biologie moléculaire, grace aux progres dans ce domaine,
et en dépit de I'absence de systémes de culture du virus (Choo QL et al., 1989). L’hépatite
C était initialement suspectée lors du diagnostic d’'une hépatite non due aux virus de

I’hépatite A ou B, d’ou1 son ancienne dénomination d’hépatite « non-A non-B ».

La caractérisation des particules virales circulantes dans le sang des patients a montré
que les plus infectieuses sont associées aux lipoprotéines de tres faible densité (VLDL)
(Bradley D et al., 1991; Hijikata M et al., 1993b; Andre P et al,, 2002). Nous verrons dans
cette these que le VHC perturbe le métabolisme lipidique des hépatocytes et notamment
usurpe la voie de production des VLDLs a ses fins. L'introduction de ce manuscrit
s’efforcera donc dans un premier temps de détailler le métabolisme lipidique des
hépatocytes, en se focalisant sur les triglycérides (TAG), le cholestérol, les gouttelettes
lipidiques ainsi que les VLDLs, tous impliqués dans le cycle infectieux du VHC, qui sera
décrit dans un second temps en insistant sur les relations du virus avec les lipides de son
hote. En revanche, les autres lipoprotéines ne seront pas détaillées, car non synthétisées
par le foie a 'exception des lipoprotéines de forte densité (HDL). D’excellentes revues sont
publiées sur ces HDL, faisant état de leur structure ainsi que de leur métabolisme (Gursky

0, 2015; Kontush A et al,, 2015; Zannis VI et al,, 2015).
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Introduction

Chapitre 1: Le métabolisme lipidique hépatocytaire

I. Principaux lipides hépatiques et leurs voies de synthese

Les cellules de I'organisme ont un besoin constant d’énergie afin de pouvoir effectuer
leurs réactions, et donc leurs fonctions. Cette énergie provient primitivement des apports
extérieurs lors de la digestion des nutriments, et est régulée afin d’assurer un apport
constant aux cellules via la circulation sanguine. Les principaux vecteurs de cette énergie
sont les triacylglycérols (TAGs) dont le pouvoir énergétique est 1000 fois supérieur a celui
de I'ATP, suivis du glucose. Si ce dernier est directement absorbé par les entérocytes, les
TAGs doivent étre hydrolysés par des lipases avant d’étre absorbés. Le glucose peut
directement étre largué dans le systéme lymphatique, dont la majorité sera captée par le
foie. En revanche, les lipides sont transportés dans des chylomicrons, particules
d’extrémement faible densité possédant des apolipoprotéines (Apo) a leur surface dont

I’ApoB-48 (Lieberman M et al,, 2009).

Les chylomicrons gagnent la circulation sanguine via le systeme lymphatique, mais ne
peuvent pas étre délivrés directement aux organes. Les lipoprotéines de haute densité
(HDL) transferent d’abord aux chylomicrons une molécule d’ApoE et d’ApoCII. L’ApoCII
permet d’activer une enzyme produite par les cellules musculaires et adipeuses, la
lipoprotéine lipase (LPL) plasmatique. Située a la surface des cellules endothéliales des
capillaires, la LPL hydrolyse la majeure partie des TAGs en glycérol et acides gras (AG)
libres, les libérant dans la circulation sanguine. Les AG libres peuvent alors étre captés
par les tissus, principalement les muscles et le tissu adipeux, et dans une moindre mesure
retourner dans le plasma par association avec I’albumine sérique. Le glycérol, quant a lui,
peut circuler librement dans le sang et sera absorbé majoritairement par le foie. Les
chylomicrons résultants de I’hydrolyse, moins grands et moins denses, sont alors captés
par les hépatocytes via la fixation de I’ApoE au récepteur des lipoprotéines de faible
densité (LDL)-cholestérol (LDL-R). Le cholestérol et les TAGs sont alors délivrés aux
hépatocytes par internalisation via un mécanisme d'endocytose avant d’étre transférés

dans un endosome précoce afin d’étre recyclés (Silbernagl S and Despopoulos A, 2009).
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I.1.  Triacylglycérols

L.1.A. Lipogenese

La lipogenese correspond a la synthese de novo de TAGs a partir de glucose (Pearce ],
1983). Si toutes les cellules peuvent I'effectuer, elle s'opére majoritairement dans le foie
ainsi que dans le tissus adipeux, a partir des AG ou du glucose provenant de la digestion
du bol alimentaire. En effet, la glycolyse va produire 2 éléments indispensables a la
lipogenese, le glycérol et les acyl-coenzymes A (Acyl-CoA). Ces derniers proviennent des
mitochondries par dégradation du pyruvate et contiennent un AG, dont la longueur de la
chaine carbonée est variable. La synthése des TAGs s’effectue en 4 étapes, les 2 premiéres
étant 'estérification successive de 2 Acyl-CoA sur une molécule de glycérol-3-phosphate
par des acyltransférases, afin de former I'acide phosphatidique (AP) (Figure 1). La
déphosphorylation de I’AP par la phosphatidate phosphatase (PP) permet la génération
de diacylglycérol (DAG), puis I'ajout d'un 3¢ AG sur le carbone 3 de ce dernier générera un
TAG. Cette derniere réaction est catalysée par une diacylglycérol acyltransférase (DGAT).
Les TAGs ainsi synthétisés constituent la source majeure d'énergie de 'organisme et sont

hydrolysés a fagon lors des besoins cellulaires.

I.1.B. Diacylglycérol acyltransférases

Elles font parties de la famille des « membrane bound O-acyltransferases » (MBOAT) et
seulement 2 isoformes sont constitutivement exprimées chez les mammiferes, DGAT1 et
DGAT?2. Elles sont fortement exprimées dans les tissus ou s’opére essentiellement la
lipogenese (foie, tissus adipeux et intestin) et ne partagent aucune homologie de
séquence. Leur localisation subcellulaire est au réticulum endoplasmique (RE), coté
luminal pour DGAT1 et cytosolique pour DGAT2, avec toutefois la possibilité pour DGAT2
d’étre relocalisée aux gouttelettes lipidiques cytosoliques (GLC) lors d’'une stimulation de
la synthése de TAGs (Stone SJ et al., 2009). Elles sont directement impliquées dans la
régulation du métabolisme lipidique de par leur fonction de synthese des TAGs. Leur
extinction chez la souris provoque une réduction de la quantité des TAGs, mais également
une diminution de I'obésité pour DGAT1, et une hypolipémie létale pour DGAT2 (Smith S]
etal, 2000; Chen HC et al.,, 2002; Stone S] et al., 2004).

21



Glycolyse

O.

1/ Voie de novo
o ou de Kennedy

Glycérol-3-phosphate

Choline

@
Phosphate

Phosphocholine

g;g T

Cycle de Lands

CTP

('O

CDP-choline \

—y, —
T\ i =
' TAG
‘\
4 s
ﬂ \‘
Acide lysophosphatidique -_—r .J'
Acyl-CoA
H
Acyl-CoA m
3 e
Phosphate
Acide phosphatidique
Phosphatidylglycérol Phosphatidylinositol Phosphatidylsérine

,,..;\ A

N9

Types d'Acyl-CoA

CMP

Phosphatidyléthanolamine

e

GPAT : Glycérolphosphate acyltransférase

AGPAT : Acylglycérolphosphate acyltransférase

PP : Phosphatidate phosphatase

CPT : CDP-choline 1,2-diacylglycérol cholinephosphotransférase
DGAT : Diacylglycérol acyltransférase

CPT : CDP-choline:1,2-DAG cholinephosphotransférase

CK : Choline kinase

CMP / CDP / CTP : Cytidine mono / di / triphosphate-phosphocholine
CCT : CTP-cytidylyltransférase

PLA, : Phospholipase A,

LPCAT : Lysophosphatidylcholine acyltransférase

Figure 1: Voies de synthése des triacylglycérols et des phospholipides
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L.1.C. Régulation de la lipogenése

La voie de la lipogenése est réprimée en l'absence de stimulation. En effet, c’est
I'augmentation de la glycémie apres la digestion du bol alimentaire qui induit la
production d’insuline par les cellules 3 des ilots de Langerhans du pancréas, et entrainera
I'activation de la lipogenese. L’'insuline est I'hormone la plus importante dans la
stimulation de la lipogenese et par extension dans la régulation de la glycémie, en
favorisant 'incorporation du glucose a parti duquel sera synthétisé des AGs. L’action de
I'insuline a pour conséquence l'activation d’Akt (ou protéine kinase B) par
phosphorylation, qui a son tour phosphoryle Fox (« Forkhead box protein ») 01 et PGC-
la (« peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1a ») induisant alors leur
exclusion nucléaire, leur dégradation, ainsi que linhibition de la biogenese des
lipoprotéines de tres faible densité (VLDLs) (Figure 2). La glycogeneése et la 3-oxydation

des AGs sont également inhibées, étant respectivement régies par FoxO1 et PGC-1. Akt ne

Insuline  <+——  Glucose

e © vv
SEME

Tissus adipeux

Figure 2 : Régulation de la lipogenese en condition hyperglycémiante
d’apres (Postic C and Girard ], 2008) & (Leavens KF and Birnbaum M]J, 2011)
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posséde pas qu’'un role inhibiteur, il est aussi a I'origine de la stimulation de la lipogenése
en activant mTORC1 (« mammalian target of rapamycin complex-1 ») qui libére le facteur
de transcription SREBP-1 (« sterol regulatory element binding protein 1 ») séquestré au
RE. La libération de SREBP-1 permet sa maturation dans l'appareil de Golgi, puis sa
translocation dans le noyau ou elle active les géenes codant les enzymes de la
lipogenese dont les «fatty acid synthase » (FAS), stéaroyl-CoA désaturase-1 (SCD1),
acétyl-CoA carboxylase (ACC), adénosine triphosphate citrate lyase (ACL), glycérol
phosphate acyltransférase (GPAT), glucokinase et « liver pyruvate kinase » (LPK) (Postic
C and Girard J, 2008). L’insuline n’est pas la seule responsable de I'activation de la
lipogenese, le glucose lui-méme y contribue l'induction du facteur de transcription
ChREBP (« carbohydrate response element-binding protein »). PPAR-a (« peroxysome
proliferator activated receptor a») et le LXR («liver X receptor ») seraient, dans une
moindre mesure, également responsables de I'activation de tout ou partie de ces enzymes
(Leavens KF and Birnbaum M]J, 2011). Les AG synthétisés a partir des produits de la
glycolyse (voie de novo), apportés par les chylomicrons ou encore délivrés par les
adipocytes, peuvent étre incorporés dans les TAGs a 'aide des enzymes de la lipogenese.
Jusqu’a la normalisation de la glycémie, les hépatocytes favorisent le stockage des TAGs.

Une fois la glycémie normalisée, I'inhibition de la sécrétion des VLDLs est levée.

I.2. Synthese des phospholipides

Les phospholipides (PLs) sont les composants majoritaires des membranes cellulaires,
permettant aux organites d’étre compartimentés, et donc isolés les uns des autres grace a
leur caractere amphiphile. IIs constituent également les précurseurs de nombreux
messagers cellulaires et sont impliqués dans I'inflammation et I'agrégation plaquettaire.
Les PLs sont constitués d'une téte hydrophile, comprenant un glycérol-3-phosphate (pour
les glycérophospholipides), un groupement phosphate, et un dernier groupement alcool
les différenciant, ainsi que de deux chaines d’AG formant la queue hydrophobe. Leur
synthese s’effectue du c6té cytosolique de la membrane du RE, via deux voies possibles :

la voie de novo ou le cycle de Lands (Figure 1).
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I.2.A. Voie de novo

Aussi appelée voie de Kennedy, elle comprend la synthese des TAGs et PLs, qui partagent
le méme précurseur, le DAG. En effet, une fois le groupement phosphate de I’AP hydrolysé
par la PP, il peut y avoir formation soit d'un TAG (cf. 1.1), soit d’'un phospholipide. Dans
I'exemple de la phosphatidylcholine (PC), une choline est d’abord phosphorylée par la
choline kinase, suivi de I'ajout d'une cytidine diphosphate (CDP) catalysé par la cytidine
triphosphate-phosphocholine (CTP)-cytidylyltransférase (CCT), aboutissant en une
cytidine diphospho-choline (CDP-choline) (Kennedy EP and Weiss SB, 1956). La CCT est
I’enzyme limitante dans cette voie de synthése. La derniére réaction, catalysée par la CDP-
choline:1,2-DAG cholinephosphotransférase (CPT), permet la synthése de la PC par I'ajout
de la phosphocholine a un DAG.

Les autres phospholipides sont synthétisés selon le méme processus, avec une variante
pour les phosphatidylglycérols et phosphatidylinositols : au lieu d’étre déphosphorylé,
'acide phosphatidique se voit directement transféré une CDP par la CDP-DAG synthétase.
Le transfert du groupement inositol ou glycérol se fait ensuite en remplacant la CDP, de
facon identique a la PC (Nanjundan M and Possmayer F, 2003). Toutes ces réactions sont
réversibles pour la plupart, permettant une rotation entre les diverses especes de
phospholipides. Ainsi, la phophatidyléthanolamine peut é&tre recyclée en
phosphatidylsérine (et inversement) ou en PC, qui peut elle-méme former un TAG via
I'action de la PC transacylase. Une fois synthétisés au niveau de I'hémimembrane
cytosolique du RE, les phospholipides peuvent alors contribuer a la formation des
membranes cellulaires, des liposomes ou encore des micelles comme les GLC et les

lipoprotéines.

1.2.B. Cycle de Lands

Aussi appelée voie de remodelage, cette voie peut s’effectuer dans d’autres
compartiments que le RE comme les mitochondries ou d’autres membranes cellulaires.
Le cycle de Lands n’est pas aussi bien connu que la voie de Kennedy, notamment au niveau
des enzymes impliquées, mais serait pourtant majoritairement responsable de la
diversité des PLs membranaires (MacDonald JI and Sprecher H, 1991). Elle a pour rdle de

moduler les PLs au niveau de I'’AG en carbone 2, généralement poly-insaturé a I'inverse de
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celui en carbone 1 qui est saturé ou mono-insaturé, et repose sur 'action concomitante
de deux enzymes. La premiere enzyme est une phospholipase A qui hydrolyse le glycérol
du PL en position sn-2 (PLAz), libérant la chaine poly-insaturée et un lysophospholipide
(Figure 1). Le génome humain code plus d’une trentaine de PLA2, dont certaines sont
exprimées dans les hépatocytes au niveau du RE, du cytosol ou encore a la surface des

GLC comme la MAPK/ERK (Murakami M et al.,, 2011; Menzel N et al,, 2012).

La deuxieme enzyme est une lysophospholipide acyltransférase (LPLAT), qui transfere un
nouvel AG au lysophospholipide par estérification. De fait la diversité des phospholipides
au niveau de la longueur et du degré de saturation de leurs AG, les LPLATs sont

nombreuses mais peu ont déja été identifiées (Shindou H et al., 2009).

1.2.C. Lysophosphatidylcholine acyltransférases
L2.Ca. Classification

La littérature fait état de 13 enzymes appartenant a la famille des LPLATSs, qui est
organisée en 2 sous-familles, les 1-Acylglycerol-3-phophate O-acyltransférases (AGPATs),
et les MBOATs. Ces deux sous-familles se différencient par 8 motifs totalement
indépendants les uns des autres et essentiels a leur fonction, 4 étant constitutifs des
AGPATS et 4 autres constitutifs des MBOATSs (Yamashita A et al.,, 2007; Shindou H et al,
2013). Les fonctions de ces motifs demeurent cependant inconnues et leur étude
nécessiterait une analyse cristallographique des protéines. Les LPCATSs font partie des
LPLATS et sont au nombre de 5: LPCAT1, LPCAT2 et la lysophosphatidyléthanolamine
acyltranférase 2 (LPEAT2) faisant partie des AGPATSs, ainsi que LPCAT3 et LPCAT4
classées dans les MBOATSs. Elles permettent l'estérification d'un AG sur une
lysophosphatidylcholine en position sn-2 et interviennent donc toutes dans le cycle de
Lands (Figure 1). Par ce processus, elles participent a établir une diversité et une
asymétrie des PLs, et par conséquent contribuent a la maturation et la courbure des
membranes (Lands WE, 1958). Leurs fonctions sont d’autant plus importantes que chez
les mammiferes la PC est le PL majoritairement exprimé dans les membranes, les
lipoprotéines et le surfactant pulmonaire (Lands WE and Merkl I, 1963; Zhao Y et al,
2008). De plus, certaines peuvent estérifier un AG sur d’autres lysophospholipides dont

la lysophosphatidyléthanolamine (LPCATS3, LPCAT4 et  LPEAT2), la
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lysophosphatidylsérine (LPCAT3 et LPEAT2) et la lysophosphatidylglycérol (LPCAT1 et
LPEAT?2). Chez 'Homme, seules LPCAT1 et LPCAT3 sont exprimées dans les hépatocytes,
avec potentiellement LPCAT4 qui a été détectée dans la lignée cellulaire

d’hépatocarcinome humain HepG2 (Zhao Y et al, 2008; Matsubara T et al., 2012).

L2.C.h. Lysophosphatidylcholine acyltransférase 1

LPCAT1 a la particularité par rapport aux autres LPCATs de participer aussi a la voie de
Kennedy en catalysant I'ajout d’'un AG a I'acide lysophosphatidique pour former un acide
phosphatidique. Par conséquent, elle participe a la fois a la diversité des PLs, mais aussi a
leur synthése de novo. De plus, sa surexpression augmente la dégradation de la CPT via
les lysosomes, ce qui tend a réprimer la synthése de PC par la voie de novo, au profit de la

voie de remodelage (Butler PL and Mallampalli RK, 2010).

Il a été démontré que lors des réactions LPCAT1 ajoute préférentiellement une palmitoyl-
CoA (Chen X et al, 2006). Elle possede également, comme LPCAT2, une activité
acyltransférase sur le lyso-FAP qui est le précurseur du facteur d’activation plaquettaire
(FAP) (Shindou H and Shimizu T, 2009). LPCAT1 a été décrite comme la plus exprimée et
la plus active des LPCATSs dans les cellules alvéolaires de type Il du poumon, responsables
de la synthése de surfactant qui permet une diminution de la tension de surface des
alvéoles (Bridges JP et al, 2010). Ce surfactant est composé a 90 % de lipides,
majoritairement de la dipalmitoyl-PC, et LPCAT1 jouerait un role prédominant dans sa

synthese (Hishikawa D et al, 2014).

LPCAT1 est également impliquée dans les cancers colorectaux, les 1ésions cancéreuses
gastriques et les carcinomes hépatocellulaires (CHC) ou les PLs prédominants sont les PCs
et ou sa surexpression augmenterait la prolifération et I’évolution du cancer (Mansilla F
etal, 2009; Morita Y etal., 2013; Uehara T et al, 2015). Aucun mécanisme n’a cependant
été identifié permettant de relier directement les fonctions de LPCAT1 aux mécanismes

de prolifération ou de genese des tumeurs.

Dans les hépatocytes, LPCAT1 est exprimée au RE, mais aussi a la surface des GLC ou elle
conserve son activité acyltransférase dans le cycle de Lands (Moessinger C et al., 2011).
Cette derniere localisation est inattendue car LPCAT1 possede dans sa région carboxy-

terminale (C-terminale) un motif KKXX de rétention au RE (Shindou H and Shimizu T,
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2009). Ce motif permet 'ancrage de la protéine au RE du c6té cytosolique, mais plus son
domaine C-terminal est éloigné par rapport a la membrane, plus sa force de rétention
devient faible, pouvant expliquer la double localisation de la protéine (Shikano S and Li
M, 2003). De plus, il a été décrit que ce motif pouvait également favoriser le transfert de

la protéine aux GLCs au lieu de la séquestrer au RE (Ostermeyer AG et al., 2001).

Une étude récente incrimine également LPCAT1 dans le métabolisme des TAGs et le
remaniement des GLCs. Son extinction en lignée cellulaire Huh-7 induit une augmentation
de la concentration intracellulaire des TAGs, ainsi qu'une diminution de nombre de GLCs
mais avec une augmentation de leur taille moyenne, suggérant une fusion des petites GLCs

vers des plus grosses (Moessinger C et al., 2014).

I.3.  Autres principaux lipides hépatiques

L.3.A. Sphingolipides

Deuxieme espece prédominante des membranaires cellulaires, ils sont les homologues
des glycérophospholipides et appartiennent également a la famille des PLs. Ils
comprennent a ce titre deux AG, avec un groupement phosphate et un alcool (choline ou
éthanolamine), donnant une sphingomyéline. Ils divergent par la structure du glycérol et
de I'AG en carbone 1 qui sont organisés en une sphingosine. Les liaisons carbone 1 et 2 a
I'oxygéne sont remplacées respectivement par une liaison au carbone de I'AG et a un
azote. La téte de la phosphorylcholine peut également étre remplacée par un (des) ose(s),
générant des glycosphingolipides. Les propriétés physicochimiques des sphingolipides
restent similaires a celles des glycérophospholipides, avec [l'originalité des
glycosphingolipides dont la téte glucidique sert de récepteur a certains virus et bactéries

(Pollard TD et al., 2004).

1.3.B. Cholestérol

Le cholestérol fait partie des stérols, troisieme espéce lipidique la plus importante dans
la composition des membranes cellulaires. C'est un élément essentiel dans le métabolisme
car il constitue la base de nombreuses hormones stéroides comme I'cestrogene, la
progestérone ou encore I’hydrocortisone, activatrice des genes de la glycogenese dans le
foie (role antagoniste de 'insuline, donc favorisant la lipolyse). Il participe également a la

formation des sels biliaires par son oxydation dans le foie. Le cholestérol provient de
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I'alimentation, et est distribué au foie avec les TAGs et AG par les chylomicrons. Il est
également synthétisé de fagon majoritaire par le foie et les entérocytes a partir de la
condensation de 3 AG, formant 'HMG-CoA (hydroxy-méthyl-glutaryl-CoA) qui subit
diverses réactions afin d’aboutir au cholestérol. En cas d’exces, le cholestérol est estérifié

afin d’étre stocker.

Dans les membranes, le cholestérol permet I'ancrage de nombreuses protéines et
participe a la fluidité membranaire en s’opposant a I'’empilement des chaines carbonées,
favorisant la diversité membranaire. En effet, une forte concentration en cholestérols et
en sphingolipides a un endroit de la membrane permet la génération d'un radeau
lipidique, espace plus ordonné et compact favorisant l'ancrage des protéines

transmembranaires par exemple.
II. Gouttelettes lipidiques

II.1. Gouttelettes lipidiques cytosoliques

II.1.A. Structure

Toutes les cellules possedent des GLCs, qu’elles soient constitutives ou transitoires, de
taille variable selon le type cellulaire. Elles sont constituées d’'un cceur de TAGs et de
stérols (esters de cholestérols essentiellement), et entourées d’'une monocouche de PLs,
principalement la PC (Figure 3) (Farese RV, Jr. and Walther TC, 2009). De nombreuses

protéines y sont associées, dont des enzymes du métabolisme lipidique, des protéines

n Phosphatidicholine

ﬂ Autres phospholipides

m Triglycérides

é Cholestérol

Protéome des gouttelettes ﬁ\ Eetars dacholestérg
lipidiques cytosoliques

Figure 3 : Composition des gouttelettes lipidiques cytosoliques
d’apres (Guo Y et al., 2009)
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structurelles ou d’autres protéines impliquées dans le trafic et la signalisation cellulaire.
Leur taille initiale est de 0,1 pm, augmentant a mesure de l'incorporation de lipides

neutres, et pouvant aller jusqu’a 50 pm (Brasaemle DL and Wolins NE, 2012).

I.1.B. Biogenése

La morphogenése des GLC demeure mal comprise, essentiellement au niveau du
mécanisme de leur « bourgeonnement » dans le cytoplasme a partir du RE. Elle s’initie par
I'action précoce de la «long chain acyl-CoA synthetase 3» (ACSL3) qui active les AG
inertes cytoplasmiques en acyl-CoA, et les met a disposition au niveau de la membrane du
RE. A proximité, PLA2 synthétise des lysophosphatidylcholines dont le potentiel de
courbure dans les membranes est plus important, et permet au feuillet cytoplasmique du
RE de se déformer, donnant naissance a un globule, précurseur des GLCs (Fuller N and
Rand RP, 2001). Les DGATSs synthétisent alors les TAGs, a partir des DAGs et des acyl-CoA
(c¢f. 1.1), qui s’accumulent au sein de la bicouche phospholipidique et promeuvent le
« bourgeonnement ». Une partie du protéome des GLCs matures est constituée a cette
phase, via leur association a la membrane. Le DAG serait responsable du recrutement au
lieu de « bourgeonnement » d’'une partie de ce protéome et d’enzymes impliquées dans la
morphogenése des GLCs comme la périlipine 3 (aussi appelée TIP47), la CCT ou encore la
protéine kinase C (Leikin S et al, 1996; Skinner JR et al., 2009; Krahmer N et al,, 2011;
Suzuki M et al., 2013). Les LPCATs amplifient ensuite la courbure de la membrane en
synthétisant diverses PCs a partir des lysophospholipides générés par la PLA2, ce qui
préviendrait la dégradation des GLCs naissantes ainsi que la fusion avec d’autres GLCs
(PolAetal, 2014). Les globules naissent a la périphérie du RE, et migrent tout au long de
leur maturation jusqu’au stade de gouttelette lipidique mature au centre du RE. L’étape
de séparation des GLCs est cependant moins bien comprise quant a la topologie des
membranes et a I'implication d’'un ou deux des feuillets de la membrane. Trois modeles

de « bourgeonnement » ont été émis :

- Le premier constitue le modele canonique, appelé « bourgeonnement du RE », et
ne fait intervenir que le feuillet externe de la membrane du RE. La gouttelette
« bourgeonne » vers le cytosol en se refermant a la base afin de clore la GLC (Figure 4A,

GLC a gauche) (Suzuki M et al, 2011). La gouttelette lipidique peut également rester
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ancrée a la membrane du RE, formant un appendice lipidique particulier du RE (Figure

4A, GLC a droite) (Guo Y et al.,, 2009).

- Le modele bicellaire, quant a lui, forme la GLC par la fusion des deux feuillets de
part et d’autre du cceeur de la gouttelette (Figure 4B) (Ploegh HL, 2007), laissant un pore
dans la membrane du RE qui sera comblé par la jonction ou par la synthése de
phospholipides. Les feuillets interne et externe du RE comptent donc chacun pour moitié

dans la composition de la monocouche des GLCs.

- Le dernier modele, dit vésiculaire, constitue les GLCs par la formation d'une
vésicule possédant une lumiere en son sein, comme tout liposome (Walther TC and Farese

RV, Jr., 2009) (Figure 4C).
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Figure 4 : Modeles de « bourgeonnement » des gouttelettes lipidiques cytosoliques
d’apres (Kohlwein SD et al., 2013)

Le modele vésiculaire pourrait expliquer la présence dans le cytoplasme de protéines
immatures normalement destinées a étre maturées dans le Golgi et permettrait également
I'ancrage dans les GLCs de protéines transmembranaires qui nécessitent un double
feuillet. Néanmoins le modele de « bourgeonnement du RE» n’en reste pas moins le plus
probable, étayé par des expériences d’électromicroscopie ou des GLCs précoces
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bourgeonnantes ne sont entourées que par une monocouche de PLs (Kassan A et al,

2013).

Les protéines responsables de la libération des GLCs matures n’ont pas clairement été
identifiées, mais une protéine transmembranaire serait fortement impliquée : la seipine.
La perte de fonction de cette protéine induit une stagnation des GLCs a la membrane du
RE, probablement par une inaptitude a faire converger les TAGs vers les GLCs les plus
matures, favorisant la formation de GLCs plus précoces (Cartwright BR and Goodman JM,
2012). Cette hypothese est confortée par des expériences de surexpression de la seipine
qui induit une diminution du nombre de GLCs avec une augmentation de leur taille,
indiquant que la seipine intervient dans la fusion des GLCs (Clement S et al., 2013). Ce role
de guidage des TAGs ne serait pas assuré directement par la seipine, mais par d’autres
protéines qu’elle recruterait. Grace a ses 2 hélices transmembranaires qui lui conférent
un ancrage a la membrane du RE, elle servirait donc de plate-forme de fusion et de largage

pour les GLCs.

II.1.C. Protéines associées et leurs fonctions

De nombreuses protéines cellulaires sont associées a la monocouche des GLCs, dont
certaines sont parties intégrantes de ces organites (Bartz R et al, 2007). Ce protéome
associé aux GLCs est fonction du type cellulaire dans lequel elles sont générées ainsi que
des conditions environnementales comme le glucose, les hormones (dont I'insuline) etc...
Il comprend des protéines de structure, de jonction, de trafic, ou encore des enzymes
impliquées dans le métabolisme lipidique comme DGAT?2, la CoA carboxylase, LPCAT1
(Kuerschner L et al., 2008; Stone S] et al., 2009; Moessinger C et al., 2014). Ces protéines
peuvent s’associer aux GLCs soit par liaison avec la téte hydrophile des PLs de la
monocouche ou aux lipides a I'intérieur de la GLC, soit par interaction électrostatique avec
les autres protéines associées (Welte MA, 2007). Ce protéome est a l'origine des fonctions
des GLCs, qui étaient considérées auparavant comme de simples compartiments inertes

de stockage.

IL.1.C.a.  La Famille des périlipines

Anciennement appelées PATs (Périlipine, ADRP, TIP47), les périlipines (PLINs) sont des

protéines structurales des GLCs, au nombre de cinq (Kimmel AR et al, 2010). Elles
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constituent les protéines les plus importantes dans la stabilisation et la dégradation des
GLCs, régulant essentiellement 'acces des lipases aux GLCs (Pawella LM et al.,, 2014). En
effet, PLIN2 et PLIN3, anciennement appelées respectivement ADRP («adipocyte
differentiation-related protein ») et TIP47 (« tail-interacting protein »), sont exprimées
de facon ubiquitaire a la surface des GLCs et ont un role protecteur pour ces dernieres,
favorisant le stockage de TAGs. PLIN2 est la protéine la plus exprimée a la surface des
GLCs des hépatocytes (Fujimoto Y et al.,, 2004) (Figure 5) et les protege de la lipolyse en
les enrobant, empéchant 'action des lipases. Cependant lorsque la synthése d’AG diminue
et qu'un besoin énergétique survient, PLIN2 est dégradée par le protéasome permettant
'acces des lipases aux TAGs (Sahini N and Borlak ], 2014). PLIN3 est également impliquée
dans la biogenese des GLCs en favorisant l'enrichissement des globules en TAGs,
potentiellement par le recrutement d’autres partenaires (Ohsaki Y et al., 2006; Bulankina
AV et al., 2009). Si le mécanisme mis en jeu pour I'enrichissement est hypothétique, c’est
I'affinité de PLIN3 pour les DAGs qui lui permet d’étre localisée aux globules a un stade

précoce de la biogenése des GLCs (Skinner JR et al., 2009).

PLIN5 (OXPAT ou PAT1) a un réle antagoniste et n’est activée par phosphorylation,
catalysée par la protéine kinase A (PKA), qu’en réponse a un besoin énergétique. PLIN5
recrute alors I'adipose triglycéride lipase, qui se fixe a CGI-58 a la surface des GLCs afin
d’hydrolyser les TAGs (Suzuki M et al., 2011). L’activation de PLIN5 permet également le
recrutement des GLCs aux mitochondries afin de les dégrader, libérant des AGs par [3-

oxydation (cf. II.1) (Wang H et al,, 2011).

Physiologiquement, PLIN1 (périlipine) et PLIN4 (S3-12) ne sont pas constitutivement
exprimées dans les hépatocytes humains. Leur expression n’a été détectée que lors de la
stéatose et serait régie par I'expression prolongée des PPARs (Bickel PE et al, 2009;
Okumura T, 2011). L’action de PLIN1 est similaire a celle de PLIN5. Devant étre
phosphorylée pour exercer sa fonction, elle recrute la lipase sensible aux hormones (HSL)
qui hydrolyse les TAGs (Sztalryd C et al., 2003). Le role de PLIN4 est peu décrit mais
semble étre similaire a celui de PLIN3, théorie renforcée par 'homologie de séquence

qu’elles partagent (Wolins NE et al., 2006).
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Le destin des GLCs est donc régi en partie par la balance entre les périlipines, PLIN2Z et
PLIN3 permettant leur protection lors de la lipogenese, PLIN5 permettant leur
dégradation lorsqu’un besoin énergétique survient (PLIN1 également en cas de stéatose).
Les PLINs sont elles-mémes régulées positivement par 'action des PPARs, a I'exception
de PLIN3 qui, elle, subit une répression, les impliquant donc toutes dans la lipogenese
(Okumura T, 2011). En contexte physiologique, PLIN3 s’accumule aux GLCs les plus
petites, tandis que PLIN5 s’associe préférentiellement avec celles de taille plus élevée
(Figure 5), suggérant une élimination des plus grosses GLCs afin de prévenir une
accumulation pathologique des lipides (Sahini N and Borlak ], 2014). Il a été observé que
I'expression de PLIN2, préservant également les GLCs de la lipolyse, correle positivement
avec I’évolution de la stéatose et y jouerait un réle important de par sa fonction (Pawella
LM et al, 2014). Etant constitutivement activée et augmentant donc graduellement lors
de la stéatose, elle représente un marqueur pertinent dans le diagnostic de cette

pathologie (Heid HW et al., 1998; Straub BK et al., 2013).

Maturation des
Adipophilin!pﬁf>

Taille des gouttelettes lipidiques

Stéatose aigué d Stéatose chronique

Hépatocytes périportaux Hépatocytes péricentraux

Figure 5 : Répartitions des périlipines a la surface des gouttelettes lipidiques cytosoliques
en fonction de leur taille ou de 'avancement de la stéatose
d’apres (Pawella LM et al., 2014)
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I1.1.C.Db. Les Rabs

La seconde famille de protéines la plus exprimée a la surface des GLCs est celle des petites
GTPases, les Rabs («Ras superfamily of GTPases»). Ces protéines ne sont pas
exclusivement exprimées aux GLCs. Elles sont présentes de fagon générale a la surface des
vésicules comme les endosomes et contribuent a leur trafic cellulaire. Tout comme les
PLINS, elles participent au devenir des GLCs, mais en régulant leur localisation cellulaire
au niveau du RE, du Golgi, dans le cytosol... Rab18 est la premiere a intervenir dans la
biogenese des GLCs en inhibant I'association de PLIN2 par sa propre fixation aux GLCs.
Cela a pour conséquence de rapprocher et séquestrer les GLCs en cours de formation a la
membrane du RE, permettant leur maturation et enrichissement en TAGs (Ozeki S et al.,
2005). Pour les GLCs déja formées, Rab18 favorise leur retour au RE ou elles pourront
participer a 'enrichissement d’autres gouttelettes (cf. 11.2). Néanmoins, I'expression de
Rab18 est stimulée, comme pour PLIN2, par la lipogenese induite par I'insuline, suggérant
qu’'un équilibre entre ces 2 facteurs est nécessaire. De plus, I'action de Rab18 est auxiliaire
car, lors de sa surexpression en lignée cellulaire HepG2, le volume total des GLCs
n’augmente pas, indiquant que les GLCs une fois matures sont libérées et non surenrichies

en lipides par un ancrage prolongé au RE.

Rab18 n’est cependant pas la seule GTPase importante dans le destin des GLCs. En tant
qu’organite de stockage des lipides, les GLCs peuvent s’enrichir en lipides apres leur
genese, notamment en captant les lipides de la circulation sanguine, via I'entrée de ces
derniers par I'intermédiaire des endosomes. Ce sont les Rab5, 7 et 11 qui régulent ce trafic
des endosomes et leurs interactions, dont celles avec les GLCs. Alors que Rab5 est
constitutif des endosomes précoces et Rab7 des endosomes tardifs, Rab11 est quant a elle
exprimée de facon indépendante au niveau des deux types d’endosomes, mais intervient
plus spécifiquement dans le transport du cholestérol (Holtta-Vuori M et al., 2002; van der
Bliek AM, 2005). Les TAGs et le cholestérol entrent dans la cellule par endocytose, via le
LDL-R s’ils sont transportés par une lipoprotéine, et sont acheminés en partie aux GLCs

par l'interaction de ces protéines Rab entre elles.

Rab5 et 11 sont également impliquées dans la préservation des GLCs en empéchant leur
catabolisme (Liu P et al, 2007; Goodman |JM, 2008), tandis que Rab7 au contraire est

nécessaire a leur dégradation (Schroeder B et al,, 2015).
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I.1.D. Devenir des gouttelettes lipidiques cytosoliques

Les GLCs ont longtemps été considérées comme de simples compartiments inertes de
stockage, mais leur étude ainsi que celle de leur protéome a révélé qu’elles sont en fait
trés dynamiques et impliquées dans de nombreuses fonctions qui dépendent du
protéome qui leur est associé (Guo Y et al, 2009; Murphy S et al, 2009). Elles sont
désormais considérées comme des organites a part entiere des cellules, méme si leur
fonction premiere reste la régulation et le stockage des lipides neutres et I'isolement des
AG libres qui sont toxiques dans le cytoplasme. Lors de leur genese, certaines GLCs restent
ancreées au RE (Figure 4), ou y reviennent par la suite, et constituent une plate-forme
d’échange entre le RE et les GLCs matures. Ces GLCs résidentes du RE sont caractérisées
par la présence de GPAT4 qui transite du RE jusqu’a la membrane des GLCs (Wilfling F et
al, 2013). Les GLCs sont également impliquées dans la biogenése des VLDLs, y compris

les GLCs demeurant aux RE (cf. I11.1).

IL.1.D.a.  Fusion des gouttelettes lipidiques cytosoliques

Nous avons vu que les GLCs matures peuvent s’enrichir en lipides provenant de la
circulation sanguine. Une autre possibilité de contribuer a leur enrichissement en TAGs
est la fusion des GLCs entre elles par deux mécanismes possibles, impliquant soit les
protéines « Cell death-inducing DNA fragmentation factor 45-like effector » (CIDEs), soit
les «Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptors»

(SNARESs) (Figure 6) :

- Les CIDEs sont au nombre de 3 chez 'Homme (A, B et C) et sont composées de 2
domaines, un domaine N-terminal (CIDE-N) et un domaine C-terminal (CIDE-C) qui
permet leur ancrage dans les gouttelettes (Yonezawa T et al., 2011). C’est également ce
dernier domaine qui est responsable de la fusion des GLCs par I'association en dimere des
CIDEs de chaque GLC formant alors un pont. Les domaines N-terminaux permettent de
renforcer la jonction des 2 domaines C-terminaux, en s’associant également entre eux
et/ou en s’associant sur leur propre GLC avec PLIN1 (Sun Z et al, 2013). Les 2 GLCs
fusionnent alors par fusion des membranes, le contenu de la plus petite allant toujours

dans la plus grande. Ceci est dii a I'écart de pression interne des GLCs (Xu L et al,, 2012).
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Figure 6 : Mécanismes de fusion des gouttelettes lipidiques cytosoliques
d’apres (Sun Z et al,, 2013; Sahini N and Borlak ], 2014)

- Le complexe SNARE agit sur le méme principe que les CIDEs, mais avec d’autres
récepteurs membranaires dont la syntaxin-5, VAMP4 (« vesicle-associated membrane
protein 4 ») et SNAP23 (« synaptosomal-associated protein of 23 kDa »). Brievement, les
deux GLCs fusionnent par l'interaction de 2 complexes SNAREs : un complexe R-SNARE
(VAMP4) situé sur la plus petite des GLCs et un complexe Q-SNARE (SNAP-23 et syntaxin-
5) sur la plus grosse s’entrelacent pour former une structure a 4 hélices. Les 2 GLCs
fusionnent ainsi par la jonction de leur membrane (Bostrom P et al., 2007). Les auteurs
de cette étude supposent néanmoins que la fusion des GLCs reste un évenement rare,
concernant environ 15 % des gouttelettes, et que leur expansion se fait essentiellement

par un enrichissement en TAGs. La fusion d’'une GLC avec une autre gouttelette au RE est
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également possible via ces mécanismes de fusion, indiquant que les GLCs peuvent
également contribuer a la formation et/ou maturation des VLDLs (Yonezawa T et al.,
2011). En parallele a ces 2 mécanismes, il a été démontré in vivo et in vitro, que I'AP

promeut la fusion des GLCs (Fei W et al, 2011).

IL1.D.b.  Catabolisme des gouttelettes lipidiques cytosoliques

Le dernier destin des GLCs est d’étre catabolisé lors d'un besoin énergétique de
I'organisme relayé par des messagers hormonaux et/ou des signaux inflammatoires afin
d’induire la lipolyse. Les GLCs peuvent étre dégradées de 2 facons, aboutissant dans tous
les cas a la libération d’un glycérol et de 3 AGs qui seront dégradés lors de la 3-oxydation

dans les mitochondries :

La premiere voie catabolise les GLCs en hydrolysant directement les TAGs a l'intérieur de
la gouttelette, action effectuée potentiellement par de nombreuses enzymes hépatiques.
Cependant, l'adipose triglyceride lipase (ATGL) est I'enzyme participant de fagon
majoritaire a cette hydrolyse dans les hépatocytes (Ong KT et al.,, 2011) et est régulée par
son association avec d’autres protéines comme CIDEC, PLINZ et 5 (Mashek DG et al,
2015). Les AGs résultants sont en partie acheminés aux mitochondries ou leur recyclage
participe a la synthése des VLDL (cf. IIl.1). Un phénomeéene amplificateur de cette voie
serait la phosphorylation de la sérine 492 de PLIN1 par la PKA qui induit une fission des
GLCs. Le rapport surface/volume des GLCs est donc augmenté, ce qui accroit I'accessibilité
des lipases a la membrane (Marcinkiewicz A et al, 2006). La seconde voie, dite
lipophagique, fait intervenir Rab7 a la surface des GLCs qui permet a des phagosomes
d’internaliser les GLCs et de procéder a leur dégradation par des lipases phagosomales
(Singh R et al, 2009). Les AGs résultants sont transférés dans les mitochondries de la
méme fagon que pour la premiere voie. Une fonction hypothétique des GLCs serait la
séquestration de protéines cytotoxiques ou mal conformées, prévenant ainsi des
interactions nocives pour la cellule jusqu’a leur dégradation ou celle de la GLC (Welte MA,

2007).

En conclusion, nous avons vu que les GLCs ne sont pas seulement des organites de
stockage mais ont de nombreuses fonctions qui sont dépendantes de leur protéome

associé, qui dicte leur destinée.
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I1.2. Gouttelettes lipidiques luminales

Certaines études de microscopie électronique suggerent l'existence de gouttelettes
lipidiques luminales (GLLs) (Alexander CA et al., 1976; Hamilton RL et al., 1998), qui a été
confirmée biochimiquement. Elles sont pourtant indispensables a la maturation des
VLDLs (cf. 1I1.2). Appelées parfois « microsome-associated lumenal lipid droplets »
(MALD), elles sont définies comme des vésicules résultant de la fragmentation du RE et

non associées a ’ApoB (Yao Z et al., 2013).

Les GLLs sont les homologues des GLCs, formées a partir de 'accumulation de TAGs dans
la membrane du RE, mais « bourgeonnent » vers la face luminale du RE (Figure 7). Chez
la souris, leurs structures sont identiques, avec cependant une quantité plus élevée de
cholestérol libre et de PLs dans la GLL que dans la GLC (Wang H et al., 2007). Appartenant

a 2 compartiments cellulaires différents, leur protéome I'est aussi.

Contrairement au protéome des GLCs, celui des GLLs a été peu étudié, souffrant du
manque de techniques permettant leur purification sans contamination par les GLCs ou
les pré-VLDLs. De nouveaux protocoles permettant de surmonter ces obstacles viennent
d’étre développés, rendant possible une étude approfondie de leur protéome et donc de
leur biogenese (Wang H et al., 2013). Les GLLs ne possedent pas de protéine d’enrobage
telles que les PLINs ou les Rabs, indiquant que les GLCs ne pourraient pas participer
directement a la formation des GLLs. Elles partagent néanmoins certaines protéines, dont,
étonnamment, la « Binding immunoglobulin Protein » (BiP) qui est une chaperonne
normalement exclusivement présente dans le RE. Les GLLs possedent également a leur
surface la TAG hydrolase (TGH), et les ApoC et E (Wang H et al, 2007). De facon
intéressante, 'ApoE est retrouvée sur les GLLs de plus grande taille, tandis que la TGH est

présente sur les plus petites gouttelettes.

A défaut de participer directement a la formation des GLLs, les GLCs peuvent y contribuer
indirectement par un transfert des TAGs a la membrane du RE, gouverné par la

«microsomal triglyceride transfer protein» (MTP) (Lehner R et al, 2012).
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Figure 7 : Biogenese des gouttelettes lipidiques luminales

L’augmentation de 'accessibilité a la surface des GLCs induite par I'inhibition de PLIN2
conduit d’ailleurs a l'augmentation de la sécrétion des VLDLs dans les cellules
hépatocytaires de rat (Magnusson B et al.,, 2006). Des protéines comme CIDEB et Rab18
se fixeraient davantage aux GLCs, favorisant leur retour au RE afin de mettre a disposition

leur contenu en TAGs pour la biogenese des GLLs ou des VLDLs.

La MTP joue un réle fondamental dans la genese (cf. 1I.1) comme le démontre les
expériences d’'inhibition de son expression qui induit une diminution de 'accumulation
de TAGs au sein des MALDs (Kulinski A et al., 2002). De plus, I'invalidation du gene codant
la MTP abolitla formation de MALDs (Raabe M et al.,, 1999). L’une des isoformes de DGAT1
serait également responsable de la partition des TAGs vers les GLLs. En effet, DGAT1

existe sous 2 formes : I'une dite « latente », serait responsable du transfert des TAGs de la

40



membrane du RE vers les GLLs, tandis que I'autre, dite « ouverte » les transfererait vers

les GLCs (Wurie HR et al., 2011).

III. Labiogenese des VLDLs

Principales vésicules de sécrétion des
TAGs, les VLDLs sont synthétisées
exclusivement par les hépatocytes. Les
VLDLs partagent la méme structure de
base que les GLCs et les GLLs, et se

distinguent également de ces dernieres

par leur protéome. Elles contiennent une Phospholipides Cceur de TAGs
et cholestérol non estérifié et d’esters de cholestérol

molécule unique d’ApoB-100 a leur

surface (Figure 8), seule Apo dite « non- Figure 8 : Composition des VLDLs
échangeable » car ne peut pas étre désappareillée des VLDLs ni dans la cellule, ni dans la
circulation sanguine, contrairement aux Apos «échangeables». L’ApoB-100 est
uniquement synthétisée par les hépatocytes et dans une moindre mesure les entérocytes.
Les VLDLs possedent également d’autres molécules d’Apo échangeables, ApoE et/ou
ApoC, qui s’associeraient aux VLDLs pendant et/ou apres leur maturation/sécrétion. Leur
contenu en lipides conferent aux VLDLs une densité extrémement faible, entre 0,930 et
1,006 g/ml, les caractérisant. Les apolipoprotéines ont 4 grandes fonctions pour la
lipoprotéine : elles favorisent sa formation, participent a sa structure, servent de ligands
pour les récepteurs cellulaires, et régulent I'activité de certaines enzymes du métabolisme
lipidique (lécithine cholestérol acyltransférase, LPL, lipase hépatique) (Feingold KR and
Grunfeld C, 2000). L’ApoB-100, contrairement a I’ApoB-48, est dotée du domaine de
fixation au LDL-R, permettant aux VLDLs d’étre endocytosées. La biogenese des VLDLs
n’est pas encore totalement élucidée, certaines étapes et acteurs demeurant inconnus,

mais peut étre décrite en 4 étapes clefs.

III.1. Lipidation de la pré-VLDL

La formation des VLDLs débute lors de la traduction de ’ApoB par les ribosomes a la
membrane du RE rugueux, c6té cytosolique. L’ApoB en cours de synthese est
progressivement transloquée dans le RE, ou elle s’associe simultanément avec des TAGs

sous l'action de la MTP, formant ainsi une pré-VLDL partiellement lipidée (Figure 9).
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Les TAGs participant a cette lipidation de ’ApoB proviennent primitivement de la
synthese de novo (cf 1.1.A), au cours de laquelle la forme latente de DGAT1 les
synthétiserait et favoriserait leur transfert dans le RE (Wurie HR et al, 2011). Ceci
concorde avec les études en hépatocytes de souris et de rats, ou la surexpression de
DGAT1 aboutita une augmentation de sécrétion des VLDLs (Liang]] et al., 2004; Yamazaki
T etal., 2005). Dans certaines circonstances entrainant une lipidation anormale de I'’ApoB,
il a été observé une stase des GLCs en cours de synthése a la membrane du RE. Il en résulte
une accumulation de lipides dans la bicouche et d’ApoB a sa surface formant alors une
structure appelée « ApoB-crescent » (Ohsaki Y et al., 2008). Cependant cette accumulation
demeure anormale et conduirait les ApoBs lipidées de la sorte a leur dégradation par le

protéasome.

Les TAGs stockés dans les GLCs peuvent également participer a la lipidation de I’ApoB :
Rab18ala surface des GLCs recrute les TAGs ala membrane du RE, mais aussi les enzymes
du métabolisme lipidique permettant cet échange (Martin S et al, 2005; Ozeki S et al,
2005) (Figure 7). CIDEB y contribuerait fortement de par sa capacité a interagir avec
ApoB. Ancrée a la surface des globules et des GLCs (cf: 11.1.D.a), CIDEB est recrutée par
I’ApoB en cours de synthese et permet, au cours de sa translocation dans le RE, de guider
les TAGs et PLs vers la pré-VLDL (Figure 9) (Ye ] et al., 2009). De plus, CIDEB participe a
I'enrichissement lipidique des GLCs et est 'un des chainons manquants dans l'inaptitude

de la lignée cellulaire Huh-7 a sécréter d’authentiques VLDLs (cf. Chapitre 2 : 11.3).

Les AGs constituent la derniére possibilité de contribuer a la lipidation de I'ApoB, qu'’ils
proviennent directement de l'alimentation ou bien de la dégradation de lipides
intracellulaires. Ils sont captés par les mitochondries ou ils servent de substrats a la 3-
oxydation, générant ainsi de I'acétyl-CoA qui sert a son tour de substrat pour la synthese

de TAGs a la membrane du RE.

La MTP est responsable du transfert de ces TAGs et des PLs sur ’ApoB en cours de
synthese, et est constituée de 3 domaines : un domaine d’ancrage a la membrane du RE,
un domaine de fixation a I'’ApoB et un 3¢ domaine permettant le transfert des lipides
(TAGs comme PLs) (Hussain MM et al., 1998; Liang ] and Ginsberg HN, 2001; Hussain MM
et al., 2003). Récemment, le groupe d’Hussain a démontré in vivo que seule I'activité de

transfert des PLs du 3¢ domaine était nécessaire pour la sécrétion de VLDLs matures
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(Khatun I et al., 2012), avec cependant un enrichissement inférieur en TAGs et donc une

densité plus élevée.

§ Milieu extracellulaire

Figure 9 : Biogenése des VLDLs
d’apres (Abumrad NA and Davidson NO, 2012)

43



II.2. Destin de la pré-VLDL

Lorsque la disponibilité en TAGs est limitée ou si I'activité de la MTP est altérée, 'ApoB
non lipidée est rapidement dégradée soit par la voie de dégradation associée au RE
(ERAD), soit par rétro-translocation dans le cytosol, ubiquitinylation puis dégradation par
le protéasome (Fisher EA et al, 2001; Fisher EA, 2012). 1l est a noter qu'une mutation
inactivant la MTP induit une hypobétalipoprotéinémie, par I'altération de la formation des
VLDLs (Di Leo E et al, 2005). Si I'’ApoB n’est pas dégradée, la pré-VLDL poursuit sa
maturation par un enrichissement en lipides. Dans une premiére hypotheése, cette tiche
incomberait a la GLL soit par fusion avec la pré-VLDL, procurant de fait a cette derniere
I’ApoE et/ou I'’ApoC, soit en fournissant a la MTP les substrats nécessaires afin de lipider
la pré-VLDL (Figure 9, étape 3) (Mitchell DM et al., 1998; Rustaeus S et al., 1998). Le role
de I'’ApoE dans la morphogenese des VLDLs n’est pas élucidé, mais la littérature s’accorde
sur le fait qu’elle la favorise (Kuipers F et al., 1997; Maugeais C et al., 2000), sans toutefois
étre indispensable (Gusarova V et al, 2007). Etant une Apo échangeable, elle peut
également s’associer au VLDLs en dehors du RE, notamment dans le Golgi ou méme dans

la circulation sanguine (cf. I).

La pré-VLDL sera ensuite acheminée dans une vésicule de transport des VLDLs (VTV) au
Golgi, ou elle rentre par fusion impliquant le complexe SNARE et le facteur 1 d’ADP-
ribosylation (ARF1) (Tiwari S and Siddiqi SA, 2012). La seconde hypothése concernant
la maturation des VLDLs situe I'enrichissement en lipides pendant cette étape, ou la VLDL
en cours de transfert fusionnerait directement avec une GLC (Figure 10). Singaravelu et
collaborateurs avancent '’hypothése d’un recrutement des GLCs via l'interaction entre
I’ApoB et CIDEB précédemment décrite (Singaravelu R et al, 2013). Cependant, il n’est
pas expliqué comment CIDEB interagit avec ApoB, qui est située a I'intérieur de la VTV. La
fusion au préalable de la GLC et de la VTV serait nécessaire, soit par le mécanisme des

SNAREsS, soit par celui des CIDEs elles-mémes.

II1.3. Maturation au Golgi

Une fois dans le Golgi, les pré-VLDLs subissent des modifications indispensables afin
d’aboutir aux VLDLs matures, comme leur phosphorylation ou encore la glycosylation de
I’ApoB. C’est également dans le Golgi que se déroulerait I'enrichissement en lipides, selon

la troisieme hypothese, par I'action conjointe d’ERK2 (« extracellular signal-regulated
44



kinase 2 ») et de la phospholipase D1, activée par ARF1 (Gibbons GF et al., 2004). Ces deux
enzymes interviennent dans la formation des GLCs stimulée par I'insuline, en promouvant
respectivement la synthese de TAGs et I'enrobage des GLCs par PLIN3 (Marchesan D et
al, 2003; Andersson L et al, 2006). La formation des GLCs ainsi favorisée permet
d’augmenter la disponibilité en TAGs au sein du Golgi (Olofsson SO et al., 2007), et par
conséquent d’enrichir les VLDLs en lipides (Kulinski A et al., 2002; Gusarova V et al., 2007;
Li X et al, 2012). L’analyse du protéome des VTVs indique 'absence d’ApoAl dans ces
vésicules (Rahim A et al,, 2012), tandis que les VLDLs sortant du Golgi sont associées a
cette Apo (Tiwari S and Siddiqi SA, 2012). Cette observation souleve une hypothese
alternative qui impliquerait le transport d’ApoAl du RE au Golgi par une autre vésicule,
pouvant également contenir une GLL afin de lipider les VLDLs. Si la VLDL n’est pas
suffisamment lipidée ou mal conformée, elle sera éliminée par le mécanisme de
protéolyse pré-sécrétoire post-RE (PERPP) faisant intervenir I'autophagie (Pan M et al,
2008). Si les VLDLs sont parfaitement matures, elles intégrent de nouveau une VTV afin

d’étre sécrétées par exocytose.
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Figure 10 : Maturation et sécrétion des VLDLs
d’apres (Olofsson SO and Boren |, 2012)
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Chapitre2: Le virus de I'hépatite C

I. L’hépatite C
I.1. Epidémiologie

L’hépatite C est une maladie virale constituant un probleme majeur de santé publique,
touchant 130 a 150 millions de personnes dans le monde selon I'organisation mondiale
de la santé, soit environ 1,7 a 2 % de la population mondiale. Ces chiffres sont
probablement sous-estimés dii au manque de données dans certains pays, dont ceux
d’Afrique centrale et de l'ouest essentiellement (Figure 11A), ou la prévalence y est
estimée tres élevée (Figure 11B). De plus, le caractére souvent asymptomatique de
I'infection par le VHC amplifie cette sous-évaluation, y compris dans les pays développés.
A Tinverse, la plupart des études surévalueraient la prévalence en se focalisant
uniquement sur la détection des anticorps (Ac) anti-VHC chez les patients, ne
discriminant donc pas les personnes actuellement infectées par le virus de celles guéries
naturellement ou médicalement. Le nombre de personnes atteintes par I’hépatite C serait

donc plutot compris entre 80 et 184 millions (Lavanchy D, 2011; Mohd Hanafiah K et al,,

2013; Gower E et al, 2014), avec une incidence de 1,25 millions de personnes par an

(Razavi, AASLD 2014 unpublished).

[] Aucune donnée
B 0,0%-<1,0% B 0,0%-<1,0%
[ 1,0%-<1,5% [ 1,0%-<15%
[ 1,5%-<2,0% [ 1,5%-<2,0%
0 2,0%-<5,0% 0 2,0%-<5,0%
Bl >5.0% Bl =50%
A : Prévalence basée sur les cas recensés B : Prévalence basée sur les cas recensés et les estimations

Figure 11 : Prévalence mondiale du virus de I'hépatite C par pays en 2014
d’apres (Gower E et al., 2014)
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La prévalence est tres disparate dans le monde, comprenant des régions de faible endémie
(prévalence inférieure a 1 %, comprenant 'Europe de l'ouest, I'Inde, I'Asie du sud),
d’endémie modérée (prévalence entre 1 et 2 %, dont les Amériques, les pays de 'ancienne
U.R.S.S, la Chine et’Australie), jusqu’aux régions de forte endémie (prévalence supérieure
a 5 % pour l'Afrique centrale et de I'ouest, la Mongolie, le Pakistan, I'Ouzbékistan, le
Turkménistan, et I'Egypte). En France, la prévalence est estimée a moins de 1 % de la
population, représentant entre 234 000 et 578 000 personnes infectées par le virus, avec
une incidence annuelle minimum de 5000 nouveaux cas (Delarocque-Astagneau E et al,,

2010; Cornberg M et al.,, 2011; Gower E et al, 2014).

1.2. Transmission

Le VHC se transmet de maniere interhumaine directe via I'’échange de fluides sanguins,

c’est-a-dire par tout acte permettant au virus de

passer au travers de la barriere cutanée ou des muqueuses. La réutilisation de matériel
souillé (seringue, acupuncture, tatouage, infection iatrogene et partage de matériel
servant a 'inhalation de drogues) constitue la voie principale de dissémination mondiale
du virus. L’exemple le plus frappant a eu lieu en Egypte, ou la réutilisation de seringues
contaminées lors des vastes campagnes de traitement contre la schistosomiase entre les
années 1950 a 1980 a provoqué la plus forte épidémie mondiale, élevant la prévalence du
pays a 15 % (Guerra ] et al, 2012). Les autres facteurs de risque sont constitués, en
fréquence d’observation décroissante, par les rapports sexuels violents et non-protégés,

la transmission verticale et les accidents d’exposition au sang lors des activités de soins.

Au débutdes années 1990, le dépistage sérologique systématique des donneurs d’organes
a été mis en place dans la majorité des pays développés suite a I'affaire du sang contaminé
dans plusieurs pays, ayant pour conséquence une diminution trés significative de
I'incidence dans ces pays. La premiere source de contamination dans les pays développés
est désormais la réutilisation de matériel contaminé lors de la prise de drogues,
représentant en moyenne 58 % des nouveaux cas diagnostiqués entre 2010 et 2011

(Eurosurveillance editorial t, 2013).
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I.3. Histoire naturelle de la maladie

Les 6 premiers mois suivant la contamination par le virus correspondent a la phase aigué
de l'infection, caractérisée par une forte augmentation de la concentration sanguine des
alanine et aspartate aminotransférases. Cette phase est asymptomatique dans 70 a 85 %
des cas, mais des symptémes non-spécifiques peuvent apparaitre tels la léthargie, la
myalgie, ou encore la jaunisse (Orland JR et al.,, 2001). Le virus est détectable dans le sang

circulant des patients dans le mois suivant la contamination.

Si le VHC est éradiqué naturellement dans 25 a 50 % des cas grace au systéme
immunitaire, principalement par la réponse spécifique des lymphocytes T, l'infection
évolue vers une chronicité dans 50 a 75 % des cas et une fibrose hépatique peut survenir
suite a l'inflammation du foie provoquée par la réponse immunitaire (Figure 12)
(Pawlotsky JM, 2004; Micallef ]M et al, 2006). En effet, la réponse antivirale a pour
conséquence de détruire les cellules infectées et engendre une cicatrisation récurrente du
tissu qui remplace peu a peu les hépatocytes par des fibroblastes. De plus, les patients
atteints de I'hépatite C présentent fréquemment une stéatose hépatique, dont la
prévalence atteint 40 %, tous génotypes confondus (Rubbia-Brandt L et al., 2000; Sharma
Petal, 2004).

Dans les 10 a 20 ans suivant I'établissement de l'infection chronique, I'hépatite peut
évoluer dans 4 a 24 % des cas vers une cirrhose dont les effets sont irréversibles, puis
vers un CHC dans 1 a 23 % des cas de cirrhose et avec une incidence annuelle de 1 a 4 %
des l'apparition de la cirrhose (NIH C, 2002; Westbrook RH and Dusheiko G, 2014). Le
principal facteur de risque conduisant au CHC est constitué par la cirrhose elle-méme,
mais d’autres facteurs comme le génotype du VHC, le diabete, 'obésité, la prise excessive
et réguliere d’alcool, la co-infection par le virus de I'hépatite B ou par le virus de
I'immunodéficience humaine sont également impliqués dans I'évolution de la maladie et
pourraient expliquer les différences d’évolutions observées. L’hépatite C est responsable
de 27 % des cirrhoses et 25 % des CHCs et a été la cause de 350 000 a 500 000 déces dans
le monde en 2010 (Perz JF et al., 2006; Lozano R et al.,, 2012). L’évolution de la maladie
étant tres lente et la dissémination du virus toujours importante dans certaines régions
du monde, ces chiffres tendront a augmenter dans les 10 prochaines années en dépit d'un

traitement et/ou vaccin efficace(s) accessible(s) a tous.
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Figure 12 : Histoire naturelle de I'infection par le VHC

I.4. Variabilité génétique du virus

Les études du génome du VHC ont permis de le classer dans la famille des Flaviviridae qui
est constituée de 3 genres : les Pestivirus, les Flavivirus et les Hepacivirus dont le VHC est
le représentant majoritaire (Choo QL et al, 1991). Le VHC était le seul représentant du
genre Hepacivirus jusqu’a la découverte récente de nouveaux virus chez les rongeurs,
nommé RHV pour « rodent hepacivirus », chez les canidés et les équidés, appelés NPHV
pour « non-primate hepatitis C virus », ou encore le GB virus B chez divers primates non-
Humains (Kapoor A et al., 2011; Stapleton JT et al., 2011; Burbelo PD et al., 2012; Kapoor
A et al.,, 2013). Il existe une forte diversité du génome du VHC due a I'absence d’activité
correctrice de sa polymérase NS5B, induisant I'apparition de mutations de I'ordre de
2,5.10-5, par nucléotide et par cycle de réplication (Ribeiro RM et al, 2012). Malgré le
caractére aléatoire des mutations lors de la réplication virale, certaines régions du
génome sont plus conservées que d’autres a cause de la pression de sélection. Les régions
les plus conservées sont celles correspondant aux régions 5’ et 3’ non-codantes ainsi que
la séquence codant la protéine de capside (C) du VHC. A l'inverse, les séquences codant
les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont les régions les plus soumises aux mutations,
notamment au niveau de la région hyper variable (HVR)-1 d’E2. Ces mutations conférent
aux nouveaux virions un avantage sélectif certain, via un échappement a la réponse

immunitaire spécifique (Farci P et al, 1996; Prentoe | et al, 2011). Il existe donc une
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multitude de variants viraux coexistant au sein d’'une personne infectée a un instant t

donné, définissant le concept de quasi-espece (Martell M et al.,, 1992).

Afin de faciliter la caractérisation des différents groupes de variants et unifier leur
nomenclature, une classification mondiale a été instaurée en 1993, puis ajustée plusieurs
fois jusqu’en 2015 (Simmonds P et al, 1993; Simmonds P et al., 2005; Smith DB et al,
2014; Murphy DG et al., 2015). Les variants sont ainsi classés en 7 génotypes différents
(de 1 a 7), avec plusieurs sous-types (67 en tout) en leur sein (a, b, c, etc...). Leur
classification est organisée selon leur degré d’homologie (ou divergence) de leur
séquence nucléotidique comme suit : les isolats d'un méme génotype partagent 67 a 70 %
d’homologie, ceux d’un sous-type, 75 a 80 % d’homologie, et au minimum 90 %

d’homologie pour les quasi-especes (Bukh | et al., 1995).

De par cette diversité génétique, les différentes souches n’ont pas le méme poids dans la
pathogeneése et la réponse aux traitements. En effet, le génotype 1 est celui répondant le
moins au traitement de premiere génération, tandis qu’'une stéatose hépatique viro-
induite est fréquemment observée chez les patients atteints d’'un génotype 3. Au méme

titre que la prévalence, la distribution des génotypes dans le monde est hétérogene

(Figure 13).
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I.5. Dépistage

En France, seulement 24 % des personnes infectées par le virus étaient au fait de leur
séropositivité en 1994, pour atteindre 62 % en 2009 (Meffre C et al., 2010; Deuffic-Burban
S et al, 2012). Un tiers des personnes infectées ne seraient donc pas conscientes de leur
séropositivité, constituant un frein majeur a I'éradication du virus et des pathologies
associées. Afin de réduire la dissémination et I'ampleur de la maladie dans le monde, la
généralisation du dépistage du VHC par un test de diagnostic rapide, sir, pratique et peu
onéreux serait le premier moyen de lutte. Des tests rapides d’orientation diagnostique
(TROD) comme I'OraQuick® (Lee SR et al., 2010) ont été développés ces 5 dernieres
années permettant le dépistage du VHC en 40 min a partir d'un prélévement buccal ou

capillaire, avec une fiabilité de 98,1 ou 99,8 %, respectivement.

Le principal enjeu dans les pays peu développés est la réduction de la transmission du
VHC par transfusion sanguine ou voie iatrogene, ainsi qu'une prise de conscience
collective de la maladie, car malheureusement les traitements ont un cofit trop élevé pour
étre prescrits systématiquement. En plus d’étre moins chers de 30% par rapport au test
RIBA (« Recombinant immunoblot assay »), I'avantage des TROD pour les pays peu
développés réside dans le prélevement qui peut étre buccal, donc ne nécessite pas

l'utilisation de seringue, limitant la contamination par du matériel souillé.

I.6. Traitements

I.6.A. Evolution des traitements antiviraux

Avant méme l'identification en 1989 de I'agent responsable des hépatites dites « non-A
non-B » et suite aux avancées du traitement de ’hépatite B, un premier traitement basé
sur l'utilisation d’interféron-alpha (INF-a) pendant 24 semaines a été initié en 1984
(Hoofnagle JH et al., 1986). Si cette monothérapie s’est révélée peu efficace, le traitement
a été amélioré au fur et a mesure durant les 2 décennies suivantes pour constituer,
aujourd’hui encore, le traitement mondial de référence. La premiére des améliorations a
été I'ajout de Ribavirine au traitement, permettant une réponse immunitaire des patients
plus soutenue (Brillanti S et al., 1994), suivi de la pégylation de I'INF-q, c’est-a-dire I'ajout
d’'une molécule de polyéthyléne glycol. Cette derniere peut-étre soit linéaire et de 12 kDa

(INF-a2a), soit ramifiée et de 40 kDa (INF-a2b), et a pour fonction d’augmenter la demi-
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vie initiale de 7 h a 75 h pour 'INF-a2a et a 30 h pour 'INF-a2b (Glue P et al., 2000; Manns
MP et al., 2001; Fried MW et al., 2002).

Le traitement associant 'INF-a pégylé et la Ribavirine sur une durée de 48 semaines est
devenu le traitement standard durant plus de 10 ans, permettant une éradication du virus
dans 42 a 46 % des cas de génotype 1 et 76 a 82 % des génotypes 2 ou 3. Le protocole de
traitement a cependant été optimisé quant a sa durée en fonction des patients et de leur
réponse au traitement. Par exemple, le fait d’étre infecté par le génotype 2 ou 3, ou de
présenter une réponse antivirale rapide (clairance du virus dans les 4 premiéres semaines
de traitement), permet d’ajuster le traitement a 24 semaines seulement (Moreno C et al.,
2010). A linverse, les patients présentant une réponse antivirale lente (encore
virémiques a 12 semaines et avec une clairance a 24 semaines) ont une fenétre de
traitement prolongée jusqu’a 72 semaines (Berg T et al, 2006). Cette optimisation du
traitement permet a la fois de réduire le colit de la thérapie, mais surtout d’améliorer la
qualité de vie du patient et de I'exposer le moins possible au traitement qui induit de
lourds effets secondaires (dépressions, asthénies, myalgies, insomnies ou encore
migraines) (Manns MP et al.,, 2001). Enfin, il est a noter que l'initiation du traitement apres
I'entrée en cirrhose abaisse significativement le taux d’éradication du virus, mais
néanmoins demeure toujours indiqué car permet de réduire de 33 % le risque de

développer un CHC (Ikeda K et al., 1999).

1.6.B. Derniére avancée : les antiviraux a action spécifique

Jusqu'a présent, le traitement visait a augmenter la réponse du systéme immunitaire du
patient et inhibait la réplication virale de facon non spécifique. A partir de 2003, une
nouvelle génération de médicaments a été développée, celle des antiviraux a action
directe (DAA), ciblant directement les protéines virales (Lamarre D et al., 2003). Les 2
premiers inhibiteurs moléculaires passant la phase III de développement ont été le
Telaprevir et le Boceprevir, se fixant a la protéase NS3/NS4A du virus et inhibant donc la

maturation de la polyprotéine virale et la réplication virale.

Malgré I'augmentation de la réponse observée lors du traitement avec l'une de ces
molécules en trithérapie avec 'INF-a pégylé et la Ribavirine, ces DAA procurent une
efficacité variable selon les génotypes ainsi qu'une faible barriere a la sélection de variants

viraux résistants. En effet, la haute spécificité des DAAs pour la structure de leur domaine
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cible ne permet pas leur fixation a ce dernier en cas de mutation. Par conséquent, leur
utilisation a été restreinte au traitement contre le génotype 1 (Ghany MG et al, 2011),
mais pourrait étre remise en cause car de récentes études ont révélé des effets
secondaires plus fréquents et plus graves ainsi qu’'une plus faible efficacité que ceux

observés en phase III (Hezode C et al,, 2014).

En 'espace de 4 ans, plus d'une vingtaine de DAAs ont été développés, dont certains ont
déja été approuvés comme le Daclatasvir (anti NS5A), Dasabuvir et Sofosbuvir (anti
NS5B), Simeprevir (anti NS3-NS4A) (Pawlotsky JM et al, 2015). Au méme titre que le
Telaprevir et Boceprevir, ces derniers constituent la premiére génération des DAAs
synthétisés n’offrant pas d’action antivirale pangénomique et/ou une faible barriere aux
résistances. Cependant, la trithérapie incluant un DAA entraine une éradication du virus
dans 75 % des cas au minimum (génotype 1a, trithérapie avec Simeprevir) et jusqu’a 96
%, a condition de déterminer le génotype de la souche virale au préalable afin de
sélectionner les DAAs les plus appropriés. Plusieurs traitements en associant une
combinaison uniquement de DAAs ont été mis en place, et ont conduit a une efficacité
dans plus de 90 % des cas pour les génotypes 1, 3 et 4 (Afdhal N et al, 2014; Lawitz E et
al, 2014), prouvant la possibilité de s’affranchir de I'INF-a pégylé, et par conséquent de
ses lourds effets secondaires ainsi que de I'administration du traitement par injection. Le
nouveau traitement de référence pour le VHC de génotype 2 contient cependant toujours
de la Ribavirine associée au Sofosbuvir. Des DAAs de seconde génération ont été
synthétisés afin de pallier les limites des DAAs de premiére génération (faible barriere a
la résistance et action génotypique-dépendante). Déja en cours d’essais cliniques pour la
plupart, elles constitueront tres certainement les futurs traitements de référence

permettant une guérison dans plus de 95 % des cas.

I.6.C. Vers un vaccin

Méme si les nouveaux traitements sont tres efficaces, le colit d'une thérapie de 12
semaines a base de DAA est élevé, entre 40 000 et 84 000 € selon les pays, et constitue
une barriere certaine pour I'éradication mondiale du VHC (Ministere de la santé, 2014;
Negro F, 2014). C'est pourquoi d’autres pistes sont toujours étudiées afin de lutter contre
le VHC de facon efficace et accessible, y compris pour les pays peu développés. Par

exemple, des molécules antivirales de la famille des flavonoides issues de plantes comme
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le thé vert ont des propriétés antivirales. Leur capacité a inhiber de facon efficaces
différentes étapes du cycle viral et leur colit de production relativement faible en font des
candidats thérapeutiques intéressants (Haid S et al., 2012; Vausselin T et al., 2013; Calland
Netal, 2015). Une piste alternative est évidemment le développement d’un vaccin. A titre
d’exemple, le vaccin contre la poliomyélite a été administré a 2,5 milliards d’enfants en 20
ans, pour un cotit de 0,11 $ par dose (Hagan LM et al, 2013). La prophylaxie a I'aide d’'un
vaccin serait évidemment le meilleur moyen d’éradiquer le VHC car, peu onéreuy, il peut
étre employé dans les régions les plus pauvres. Mais la mise au point d'un vaccin contre
I’hépatite C demeure difficile, car il faut s’affranchir a la fois de la variation génotypique
du virus et du taux de mutation élevé dans larégion HVR1 de la glycoprotéine d’enveloppe

E2 (Bassett SE et al., 1999).

Néanmoins certains vaccins en cours de développement présentent des résultats
encourageants. L'un d’entre eux a la particularité de procurer une immunité a la fois
contre I'hépatite B (immunogene : antigene HBs, réponse aussi importante qu’'avec le
vaccin actuellement disponible) et contre les génotypes 1, 2 et 3 du VHC (immunogene :
glycoprotéine d’enveloppe E2 de génotype 1a) (Beaumont E et al, 2013). Son pouvoir
immunogene a été confirmé in vivo chez le lapin (Beaumont E and Roingeard P, 2015), et
les Ac générés permettent une neutralisation en culture cellulaire de 50 a 80 % des

particules virales du VHC, selon le génotype.

II. LeVirus del’'Hépatite C

II.1. Structures des particules virales

IL1.A. Structure théorique du virus de I’hépatite C

Le VHC est un virus enveloppé dont la taille oscille entre 40 et 100 nm de diameétre (Kaito
M et al., 1994). Bien qu'il ait été identifié il y a 25 ans, sa structure exacte demeure
indéfinie malgré les tentatives d’analyses ultrastructurales. Ceci est dii en grande partie a
I’hétérogénéité des virions ainsi que leur association avec des lipoprotéines, comme 1'a
démontré la caractérisation des particules virales circulantes dans les sérums de patients
(VHCser) (Andre P et al,, 2002). La forme putative du VHC repose essentiellement sur les
observations réalisées sur les virus de la méme famille, dont notamment celui de la

dengue. Dans ce modele, le génome du VHC serait contenu dans une capside icosaédrique
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Figure 14 : Structure putative du VHC

de 30 a 35 nm de diameétre, elle-méme entourée de I'enveloppe virale ou sont enchassées
les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (Figure 14). Les données les plus récentes
réfutent 'hypothese d'une structure icosaédrique et décrivent des virions sphériques
avec quelques pics en surface (Catanese MT et al., 2013b). La structure du VHC divergerait
donc des caractéristiques morphologiques des autres virus de la famille des Flaviviradae,
a savoir une surface lisse, une structure icosaédrique et une taille invariable. Malgré les
doutes qui subsistent sur I'organisation des particules, les constituants en revanche sont

bien identifiés :

- L’enveloppe du VHC est une bicouche phospholipidique émanante de la membrane du
RE de la cellule hote, dans laquelle sont enchassées les glycoprotéines d’enveloppe E1 et
E2 du VHC qui forment un hétérodimere (Deleersnyder V et al.,, 1997; Vieyres G et al.,
2010).

- La nucléocapside résulte de la polymérisation d’environ 200 molécules de protéine C
mature entre elles, autour du génome viral (Pietschmann T et al,, 2009). Le génome du
VHC est un ARN simple brin de polarité positive de 9,6 kilo bases (kb), codant les 10

protéines virales.

IL1.B. Structure du génome

Le génome du VHC est un ARN monocaténaire d’environ 9,6 kb et de polarité positive,
pouvant de fait étre directement traduit par la machinerie cellulaire de ’'hépatocyte (Choo
QL etal., 1989). Cet ARN posseéde un cadre ouvert de lecture unique et est flanqué de deux

régions non codantes en positions 5’ (5’NCR) et 3’ (3’'NCR) (Figure 15).
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IL1.B.a.  Région 5’ non codante

La région 5’NCR correspond aux 341 premiers nucléotides du génome et est tres
conservée entre les différentes souches. Cette région est essentielle a la fois pour
l'initiation de la réplication du génome viral, mais aussi pour sa traduction. Elle est
organisée en 4 domaines (de I a IV) tres riches en structures tiges-boucles (Honda M et
al, 1999; Lukavsky PJ et al, 2003). Le 1¢r est impliqué uniquement dans la réplication du
génome viral tandis que les autres participent également a la traduction. En effet, les
domaines II, Il et IV forment le site interne d’entrée du ribosome (IRES) permettant
I'initiation de la traduction, et ce de fagon indépendante a la coiffe (Wang C et al., 1993).
L’'IRES permet la fixation de la sous-unité 40S des ribosomes afin de les acheminer au
niveau du codon initiateur AUG au 342¢ nucléotide (Pestova TV et al., 1998). Ce nucléotide
est situé au niveau de la derniére tige boucle du domaine IV et constitue le début de la
séquence de la protéine C. La région 5’NCR permet également la fixation du micro ARN
miR-122, indispensable lui aussi a la réplication virale et exprimé uniquement dans les

hépatocytes (Jopling CL et al., 2005; Henke ]I et al., 2008).

5'NCR 3'NCR

Génome du VHC 3
5 9.6 Kb

AUG UGJ\(

( Traduction IRES-dépendante

Polyprotéine ™R RR 9
HN—<_Ci) E1 | E2 Jo7)NS2 ] NS3 Ju NS4B) NS5A | NS5B )-COOH

1 192 354 751 814 1030 1662 1716 1977 2443 3033
Clivages
( Maturation de la polyprotéine virale K sPp § ns2
R sp NS3W4A

Cc El E2 p7] | NS2 NS3 4A | NS4B NS5A NS5B

| Protéines structurales| T | Protéines non-structurales |

Viroporine
l Module d’assemblage Il Complexe de réplication |

Figure 15 : Organisation génomique du VHC
d’apres (Madan V and Bartenschlager R, 2015)
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IL1.B.b.  Région 3’ non codante

La région 3’ NCR débute apres le codon STOP de la séquence codant la polyprotéine. Elle
est moins conservée que la 5’NCR, mesure entre 200 et 235 nucléotides, et est organisée
en 3 domaines. Le premier domaine est assez variable et mesure une cinquantaine de
nucléotides, le deuxieme posséde un motif polyuracile/pyrimidine et le dernier, appelé X-
tail, est tres conservé (Kolykhalov AA et al., 1996). Ce domaine X-tail est caractérisé par 3
tiges-boucles, dont la deuxiéme interagit avec I’ARN polymeérase virale NS5B. Il permet
d’initier la réplication a la fois du brin de polarité (+) et (-), en association avec les autres
structures conservées de cette région (Kolykhalov AA et al, 2000; Friebe P and

Bartenschlager R, 2002; Friebe P et al., 2005).

IL1.B.c.  Région codante

Entre les deux régions non codantes se situe le cceur du génome viral, la région codante.
Elle représente la majeure partie de ’ARN viral (entre 9024 et 9111 nucléotides) et son
cadre unique de lecture permet la synthese de la polyprotéine virale de plus de 3000 a.a.
Cette polyprotéine subit plusieurs clivages enzymatiques, générant les protéines virales
matures, comprenant: les protéines structurales (la protéine C, les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2), la viroporine p7, et les protéines NS pour non-structurales (NS2,
NS3, NS4A et B, NS5A et B). Les clivages sont opérés par des protéases cellulaires pour les
protéines structurales et la viroporine, et des protéases virales pour les protéines non-

structurales (Figure 15) (Bartenschlager R et al., 2013).

I.L1.C. Les différentes particules virales
I.1.Ca. Particules virales in vivo

Les particules virales apparaissent hétérogenes dans le sang circulant des patients
infectés par le VHC, a la fois par leur taille, mesurant entre 20 et 100 nm (Kaito M et al.,
1994; Andre P et al., 2002; Roingeard P et al., 2004; Petit MA et al., 2005), mais aussi par
leur densité comprise entre 1,03 et 1,34 g/ml (Figure 16) (Thomssen R et al, 1992;

Thomssen R et al.,, 1993). La densité des particules virales est fonction de leur teneur en
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Figure 16 : Particules virales circulantes dans le sang des patients

lipides, donc de leur association avec les VLDLs essentiellement, mais aussi d’autres
molécules contenues dans le sang comme des immunoglobulines. La fraction de plus forte
densité, supérieure ou égale a 1,22 g/ml, correspondrait a des nucléocapsides non-
enveloppées ou encore des complexes de petites tailles associant la capside et des Ac
neutralisants (38 a 62 nm) (Hijikata M et al., 1993b; Thomssen R et al., 1993; Kanto T et
al., 1994; Maillard P et al.,, 2006). Celles de densité comprise entre 1,12 et 1,21 g/ml ont
une taille plus variable, entre 35 et 70 nm, et constituent les particules virales
enveloppées « classiques ». Enfin, les particules d'une densité inférieure a 1,10 g/ml sont
associées a des lipoprotéines riches en TAG et contenant ’ApoB, les LDLs et les VLVLs,
formant des complexes appelés lipo-viro-particules (LVP) (Andre P et al., 2002; Nielsen
SU et al., 2006). Leur structure est globulaire et irréguliére, affichant une taille moyenne
de 100 nm. Lors d’expériences d'immunocaptures, il a été déterminé que ces LVPs sont
associées aux ApoClI, CII, CIII et E, des Apos échangeables, en sus de ’ApoB, Apo non

échangeable, et aussi a des immunoglobulines G et M (Andre P et al, 2002; Diaz O et al.,

58



2006; Nielsen SU et al, 2006; Huang H et al, 2007b; Meunier ]JC et al, 2008). Cette
association originale du virus aux lipides lui confere un avantage certain, car I'infectiosité
des particules virales est inversement proportionnelle a leur densité, comme cela a été
observé in vivo chez le chimpanzé (Bradley D et al, 1991; Hijikata M et al, 1993b). Ces
observations ont également été étayés dans un cas de transmission (Diaz O et al.,, 2008).
Il a été suggéré que seules les particules virales les moins denses auraient la capacité de
se lier aux hépatocytes (Wunschmann S et al, 2000), méme si les bases moléculaires du
gain d’infectiosité d a l'association des particules virales avec les lipoprotéines
demeurent encore largement incompris. De plus, cette association avec les lipoprotéines
constituerait un mécanisme d’échappement au systeme immunitaire, par le camouflage

de la particule virale.

L’étude des particules virales in situ dans les hépatocytes est rendue difficile par la faible
proportion de cellules infectées aussi bien dans les biopsies hépatiques humaines
qu’animales. En effet, les patients présentant une charge virale de 10> Ul/ml n’affichent
que 7 a 20 % de cellules infectées (Liang Y et al., 2009). Néanmoins, les particules virales
putatives d’une taille de 40 a 65 nm ont été visualisées dans des vésicules cytoplasmiques,
des citernes du RE, ou encore sous forme libre dans le cytoplasme des hépatocytes
infectés (Abe K et al, 1989; Bosman C et al., 1998; De Vos R et al, 2002). De plus, la
caractérisation des particules virales intra-hépatiques chez des chimpanzés
chroniquement infectés a révélé deux pics d’ARN viral apres centrifugation sur gradient
de saccharose. Le premier pic est retrouvé a 1,06 g/ml et le second a 1,16 g/ml, et
correspondraient respectivement aux particules enveloppées et aux virus nus (Hijikata M

etal, 1993b).

I1.1.C.b. Particules virales in vitro

Les particules virales sécrétées en culture cellulaire, appelées VHCcc, affichent également
une hétérogénéité de densité et de taille. Morphologiquement, elles sont plus sphériques
que celles produites in vivo, et présentent deux populations majoritaires, dont les tailles
moyennes sont de 60 nm et 45 nm (Wakita T et al., 2005; Gastaminza P et al, 2010). Les
particules virales de plus petites tailles présentent une densité élevée et correspondraient
aux particules non enveloppées. Les plus grandes, quant a elles, possedent une bicouche

phospholipidique qui constituerait leur enveloppe. Cela concorde avec leur densité
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avoisinant 1,11 g/ml et leur caractere infectieux, propriétés donc proches des particules
virales circulantes dites « classiques ». L’étude de VHCcc purifiées par Merz et al. a permis
de déterminer la composition lipidique de ces particules. Le profil lipidique des VHCcc est
a mi-chemin entre celui des VLDLs et des LDLs, constitué majoritairement d’esters de
cholestérol, puis de PLs et de cholestérol, (Merz A et al., 2011). Concernant la répartition
des PLs, la PC est prépondérante avec une proportion toutes fois plus faible comparée a
celles des VLDLs et LDLs, au profit de 'augmentation de sphingomyéline. Les expériences
d'immunocaptures ont révélés que les VHCcc sont couplées a 'ApoE (Merz A et al.,, 2011;
Boyer A et al, 2014), mais aussi a I'’ApoB (Boyer A et al, 2014). Ces associations ont été
confirmés par leur visualisation en cryo-microscopie électronique, apres marquage
immunologique a 'or (Catanese MT et al., 2013b). L’analyse de la densité des particules
sécrétées par les Huh-7 infectées révele que I’ApoB est sécrétée dans les plus faibles
densités, pic a 1,03 g/ml, tandis qu’ApoE est majoritairement présente dans les densités
plus élevées, vers 1,15 g/ml, et que l'infectiosité des particules virales est portée par les
fractions entre ces deux pics de densité (Merz A et al,, 2011). L'immuno-capture de ces
fractions, tantdt par des Ac anti-ApoB, tantot par des anti-ApoE, permet la détection de
I’ARN virale, confirmant I'association de ’ApoE et de I’ApoB avec les VHCcc. De plus,
I'incubation des virions avec des Ac neutralisant anti-ApoB, comme anti-ApoE, permet
d’inhiber significativement l'infection virale, suggérant un role de ces Apos dans

'infectiosité des particules virales (Merz A et al., 2011; Boyer A et al., 2014).

II.2. Cycle viral

L’absence de modele de culture du virus jusqu’'en 2005 a constitué un frein dans la
compréhension du cycle viral (Wakita T et al, 2005). Certaines étapes demeurent mal
comprises et nécessitent d’étre approfondies. Néanmoins, le cycle peut étre disséqué en
6 étapes qui sont : (1) attachement et entrée virale, (2) décapsidation, (3) traduction et
maturation des protéines virales, (4) réplication du génome viral, (5) morphogenese

virale, (6) maturation et sécrétion des virions (Figure 17).
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Figure 17 : Cycle viral du VHC
d’apres (Herker E and Ott M, 2011)

I1.2.A. Entrée virale
I.2.A.a.  Attachement et facteurs cellulaires impliqués

Complexe et lente, 'entrée du VHC fait intervenir de nombreux récepteurs cellulaires et
dépend de la composition des particules virales (Figure 18). En effet, les lipides associés
aux LVPs sont des facteurs essentiels a I'entrée virale. Cette propriété inédite du VHC et

le fait que sa réplication s’effectue majoritairement dans les hépatocytes expliqueraient

en partie le tropisme du virus pour ces cellules.

I1.2.A.a.i. Protéoglycanes a héparane sulfate

L’étape précoce d’attachement des LVPs fait intervenir un récepteur non-spécifique du
VHC, mais spécifique des lipoprotéines, les protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG)
(Figure 18). Les HSPGs font partie de la famille des glycosaminoglycanes et sont utilisés
comme récepteurs d’entrée par plusieurs Flaviviridae, dont le virus de la dengue et le
virus de la peste porcine classique (Hulst MM et al., 2001; Lin LT et al., 2013). Cependant,

les LVPs n’interagissent qu’avec un groupe particulier d’"HSPGs, les syndecans.
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Quatre syndecans ont été identifiés chez 'homme, dont seulement deux sont exprimés a
la surface des hépatocytes: syndecan 1 et 4. Il était initialement pensé que les
glycoprotéines d’enveloppe étaient la cible des syndecans (Barth H et al., 2003), mais cela
a été infirmé récemment en montrant qu'’il s’agissait de I’ApoE contenue dans les LVPs
(Jiang ] et al, 2013). Si syndecan 1 peut participer a I'entrée virale (Lin LT et al, 2013),
une étude récente a révélé que c’est majoritairement syndecan 4 qui est responsable de
I'attachement des particules via ApoE (Lefevre M et al., 2014). De fagon intéressante,
Lefevre et collaborateurs ont montré qu'un peptide homologue de la séquence du
domaine de fixation de I'’ApoE a I'HSPG pouvait inhiber par compétition l'infection par le

VHC.
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IL.2.A.a.il.  Récepteur aux LDL cholestérol

Le LDR-R permet physiologiquement la clairance des lipoprotéines par liaison et
internalisation des lipoprotéines transportant le cholestérol, 'ApoE et I’ApoB-100
(Hussain MM et al., 1999). Néanmoins, les VLDLs ne peuvent se lier directement au LDL-
R. Elles doivent subir au préalable 'action de la LPL afin de réduire leur contenu en TAGs,
formant ainsi une lipoprotéine de densité intermédiaire (IDL), plus dense et capable de
se fixer au LDL-R par sa molécule d’ApoB-100 ou d’ApoE (Chappel S et al,, 1998). L’ApoB-
48 en revanche ne peut s’y fixer, car elle ne posséde pas le domaine de liaison au LDL-R.
Ce récepteur participe au métabolisme lipidique en permettant l'internalisation des
lipoprotéines par endocytose via un mécanisme dépendant de la clathrine, qui conduira a
leur dégradation (Goldstein JL et al., 1985; Krul ES et al., 1985). Dans les années 1990, la
détection du génome du VHC associé aux lipoprotéines dans le sang circulant de patients
avait suggéré l'utilisation du LDL-R comme récepteur d’entrée virale (Thomssen R et al,
1992; Agnello Vet al, 1999). En 2007, il a été démontré en culture d’hépatocytes humains
primaires (HHP) que la neutralisation ou la diminution d’expression du LDL-R,
respectivement par le traitement avec des Ac anti-LDL-R ou avec du 25-
hydroxycholestérol, inhibe l'infection par VHCser (Molina S et al, 2007). Cette méme
étude prouve également que seules les particules virales de faibles densités, c’est-a-dire
enrichies en lipides par leur association avec des lipoprotéines, ont la capacité de se fixer
au LDL-R. Cette hypothese est confortée par la diminution d’infection observée lors du
traitement des LVPs par la LPL, qui induit une perte et d’ApoE et de TAGs dans les
particules virales (Andreo U et al., 2007; Shimizu Y et al., 2010). De plus, il a été montré
que l'extinction du LDL-R était associée a une diminution de I'infection par le VHC (Owen

DM et al., 2009).

Cependant, une étude plus récente remet en cause le rdole de ce récepteur dans
I'internalisation du VHC, par 'action conjointe de la LPL (Albecka A et al, 2012). Les
auteurs montrent que I'action de la LPL favorise la fixation des VHCcc au LDL-R, mais leur
internalisation par ce processus ne constitue pas une voie productive pour le virus, bien
qu’il augmente la quantité d’ARN viral intracellulaire. Cependant, le LDL-R est important
dans le cycle infectieux du VHC, car son extinction impacte négativement la réplication

virale. C’est son réle dans I'incorporation des lipides qui semble étre impliqué : I'inhibition

63



du LDL-R induit une augmentation de phosphatidyléthanolamine au détriment de la PC
(Albecka A et al, 2012), pouvant modifier I'intégrité des membranes du RE ou la
réplication du virus a lieu (Li Z et al, 2006). Ces observations pourraient expliquer la
réponse augmentée aux traitements antiviraux et la fréquence de guérison spontanée
plus élevée qui ont été observées chez les patients présentant certaines mutations
induisant une perte de fonction du LDL-R (Mas Marques A et al.,, 2009). Ce récepteur est
donc un facteur important dans I'entrée du VHC, contribuant également a la réplication
virale. Il est cependant de moindre importance pour I’entrée des VHCcc, dii probablement

par la plus faible teneur en lipide de ces particules.

I1.2.A.a.ili.  Récepteur scavenger de classe B type 1

Apres les facteurs d’attachement non-spécifiques du VHC interviennent les récepteurs
d’entrée spécifiques qui sont au nombre de quatre : le récepteur « scavenger » de classe B
type 1 (SR-B1), le «cluster of differentiation 81 » (CD81), la claudine 1 (CLDN-1) et
I'occludine (OCLN). SR-B1 est une glycoprotéine transmembranaire de 509 acides aminés
(a.a) majoritairement exprimée dans le foie et les tissus stéroidogéniques, et posséde 2
domaines transmembranaires, 2 domaines cytoplasmiques et une boucle extracellulaire
responsable de sa liaison avec le VHC et ses autres partenaires (Scarselli E et al.,, 2002).
SR-B1 fut décrit initialement comme un récepteur des HDLs, mais son étude a révélé qu'’il
pouvait fixer toutes les autres lipoprotéines, c’est-a-dire les VLDLs, IDLs, LDLs et LDLs
oxydées (LDLox) (Acton SL et al., 1994; Acton S et al., 1996; Silver DL et al., 2001). De
facon particuliere, la fixation des HDLs a SR-B1 permet le transfert du cholestérol
directement a travers la membrane plasmatique, sans dégrader les HDLs (Krieger M,

1999; Silver DL et al., 2001).

SR-B1 a été identifié comme récepteur pour le VHC lors d’expériences de neutralisation
avec des Ac anti-SR-B1 ou de fixation a I'aide de protéines E2 solubles (Scarselli E et al,
2002; Bartosch B et al,, 2003b; Catanese MT et al., 2007). De plus, la sous-expression de
SR-B1 par des siRNA induit une diminution de l'infectiosité des particules virales,
prouvant le role critique de ce récepteur dans le cycle infectieux du VHC (Zeisel MB et al,,
2007). De fagon intéressante, il a été montré que la fixation des HCVser a SR-B1 pouvait
étre inhibée par compétition avec des VLDLs purifiées ou bien des Ac anti-ApoB (Maillard

P et al, 2006). Ceci indique que SR-B1 est capable de lier directement ou indirectement
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les particules virales via E2 ou les VLDLs. Une étude récente indique que SR-B1 permet
également la fixation des particules virales associées a d’autres lipoprotéines, dont ’ApoE
(Dao Thi VL et al, 2012). Selon ces auteurs, SR-B1 possede 3 fonctions distinctes dans

'entrée virales selon la densité des particules et le partenaire se liant au récepteur :

- il permet'attachement des particules virales qui possedent une densité entre 1,10
et 1,16 g/ml, et ce par une fixation indépendante d’E2.

- il induit une entrée fonctionnelle dans la cellule des particules virales de densité
comprise entre 1,02 g/ml et 1,16 g/ml, toujours de fagon indépendante a E2

- pour les particules virales de densité comprise entre 1,08 et 1,12 g/ml, il stimule
l'infectiosité des particules virales de maniere dépendante de la fixation d’E2 a SR-
B1 respectivement par leur région HVR1 et domaine 1, qui sont indispensables

pour la fixation.

La seule fixation du virus au récepteur ne suffit pas a induire le processus d’entrée et
nécessite d’autres mécanismes moléculaires afin de I'initier (Douam F et al.,, 2015). Un de
ces mécanismes est 'incorporation de lipides a travers 'action simultanée de SR-B1 et du
CD81, qui est connue pour favoriser 'entrée du virus (Bartosch B et al, 2005; Dreux M et
al, 2006). En effet, la fonction particuliere de SR-B1 qui permet I'incorporation des lipides
a partir des HDLs sans induire leur dégradation constituerait un moteur pour I'entrée
virale (Kapadia SB et al,, 2007). Cette hypothése est étayée par les expériences bloquant
'activité de transfert lipidique de SR-B1, ce qui induit un blocage de I'entrée des particules
virales, toutes densités confondues, et ce de fagon indépendante de la liaison entre E2 et
SR-B1 (Dao ThiVLetal., 2012). SR-B1 pourrait y appauvrir la LVP en lipides, rendant alors
accessibles les domaines d’E1 et E2. L’enrichissement des membranes en lipides permet
un réarrangement de ces derniéres et pourrait augmenter la fluidité ou l'acces des
membranes a divers partenaires (Chapitre 1 : I1.1.B). Dans le cas présent, la fluidité
membranaire pourrait induire un mouvement des récepteurs, permettant leur

rapprochement et ainsi la transition de la particule virale d'un récepteur a I'autre.

SR-B1 constitue donc un récepteur important dans I'entrée des particules virales, soit en
permettant primitivement leur fixation, soit en favorisant leur infectiosité, et ce qu’elles
soient associées ou non a des lipoprotéines. Des études approfondies sont requises afin

d’élucider les mécanismes exacts d’action de SR-B1. Cependant, 'ensemble des données
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déja disponibles sur ces trois premiers récepteurs illustrent I'utilisation du métabolisme

en faveur du VHC, favorisant son entrée et également sa réplication.

1.2.A.a.iv. CD81

Le CD81 fait partie de la famille des tétraspanines. Ces protéines sont caractérisées par 4
domaines transmembranaires, ainsi que de 2 boucles de tailles inégales et orientées vers
le cytoplasme (van Spriel AB and Figdor CG, 2010). Ces molécules de surface s’associent
entre elles ou avec d’autres récepteurs membranaires possédant des boucles et sont
exprimées dans de nombreuses cellules. Historiquement, le CD81 est le premier récepteur
du VHC a avoir été identifié lors d’expériences avec des fragments solubles d’E2 (Pileri P
etal, 1998). CD81 interagit avec E2 au niveau de sa plus grande boucle, appelée LEL pour
« large extracellular loop » (Drummer HE et al, 2002). Bien qu’il ait été démontré que
I'inhibition de CD81 par extinction ou utilisation d’Ac neutralisants bloquait I'infection de
toutes les particules virales, aucun des auteurs n’a décelé d’interaction directe entre CD81
et les LVPs (Bartosch B et al,, 2003a; Lavillette D et al., 2005; Wakita T et al.,, 2005; Zhong
] et al,, 2005; Kapadia SB et al, 2007; Kong L et al, 2013; Khan AG et al., 2014). En
revanche, les pseudo-particules du VHC (VHCpp) sont inhibées lors de I'ajout d’Ac anti-
CD81, car non couplées aux lipoprotéines, (Koutsoudakis G et al., 2007). Ceci indique
I'inaccessibilité d’E2 dans les particules virales infectieuses et implique un réarrangement
des particules avant leur fixation au CD81, potentiellement par la délipidation des
particules. Cependant, des expériences d'immuno-capture a 'aide de la LEL du CD81 ont
permis de précipiter le complexe E1-E2 des VHCcc (Vieyres G et al., 2010), suggérant un
role de camouflage joué par les glycoprotéines d’enveloppe. Cela concorde avec
I'augmentation de la fixation au CD81 des particules possédant des mutations au niveau
d’E1 et/ou E2, indiquant 'importance de la conformation de I'hétérodimere pour I'entrée

virale (Bankwitz D et al.,, 2010; Douam F et al., 2014).

Si le site de fixation a SR-B1 est connu, les sites de fixation d’E2 sur le CD81 demeuraient
incertains jusqu’a récemment. Des études cristallographiques ont révélé que les régions
comprises entre les a.a 504 et 522 ainsi que 604 et 624 étaient a |'origine de la fixation
avecle CD81 (Kong L et al,, 2013; Khan AG et al.,, 2014). De plus, ces deux régions formant
des boucles, les données permettent de conforter les récentes observations, en accord

avec la fonction de CD81 qui s’associe préférentiellement avec des structures de ce type.
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La fixation du virus au CD81 est également importante pour l'internalisation des
particules virales qui se déroule aux jonctions serrées des hépatocytes. En effet, le CD81
est exprimé sur la lame basale des hépatocytes, alors que I'internalisation est supposée se
produire a la frontiere entre les cotés apical et basal, c’est-a-dire aux jonctions serrées
(Figure 18). Cette relocalisation est initiée lors de la fixation du virus sur le CD81 qui va
induire une cascade de signalisation et ainsi la relocalisation du CD81, alors couplé au
virus, au niveau du site d’internalisation par un mécanisme dépendant de I'actine
(Brazzoli M et al., 2008; Harris HJ et al, 2008; Harris HJ et al, 2010; Farquhar M] et al,
2012). Le déplacement de CD81 est initié par sa queue, activant les voies de signalisation
de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt, des MAPK, ainsi que des membres de la
famille des Rabs (Chapitre 1 : I1.1.C.b) (Brazzoli M et al., 2008; Liu Z et al., 2012). De fagon
intéressante, I'activation d’Akt active également les voies de la lipogenese (Chapitre 1 :

[.1.A), impliquant de fait CD81 dans le métabolisme lipidique.

I.2.A.a.v.  Récepteur au facteur de croissance épidermique

Le récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR), aussi appelé ErbB-1/HER1,
est une glycoprotéine transmembranaire faisant partie de la famille des récepteurs a
activité tyrosine kinase. Elle possede, comme toute protéine de cette famille, un seul
domaine transmembranaire, une seule boucle extra-cytoplasmique constituant le
domaine de fixation, et une queue cytoplasmique possédant la capacité a phosphoryler
les protéines (Olayioye MA et al., 2000). La fixation de son ligand implique sa dimérisation
et active une voie de signalisation intracellulaire par la phosphorylation de la PI3K,
rejoignant ainsi la cascade d’activation activant Akt et potentiellement la lipogenese.
EGFR constitue le dernier récepteur identifié en date a participer a I'entrée du VHC.
L’équipe du Pr. Baumert a démontré que son extinction est responsable de I'inhibition de
I'entrée du VHC a la fois en modele Huh-7.5.1 et in vivo en modele de souris avec foie
humanisé (Lupberger | et al, 2011). La sur-activation de 'EGFR par un ligand spécifique
permet, a l'inverse, de favoriser l'infection dans ces 2 modeles. Contrairement aux autres
récepteurs, 'EGFR ne permet pas la fixation du virus, mais promeut son déplacement au
site d'internalisation, de maniére dépendante du CD81. La fixation du VHC sur le CD81 est
I’élément déclencheur de ce processus, activant 'EGFR en favorisant sa phosphorylation

(Diao ] et al, 2012). L’EGFR, une fois activé, permet au cours de sa voie de signalisation
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intracellulaire I'activation de HRas, une GTPase liée aux membranes. La continuité des
travaux initiés par Lupberger J et al, 2011 a mis en évidence 'association de HRas avec le
CD81 lorsque ce dernier est associé a la membrane avec la CLDN-1 (Zona L et al.,, 2013).
HRas aurait donc un rdle pilote dans le trafic du complexe virus-CD81, cependant le

mécanisme impliqué demeure inconnu.

IL.2.A.b.  Internalisation et facteurs cellulaires impliqués

Aprés la premiere phase d’attachement des particules virales, le processus
d’internalisation va s’amorcer afin de former une vésicule d’endocytose dans laquelle sera
contenue la particule virale toujours couplée au CD81. Au méme titre que les vésicules
d’endocytose formées a partir du LDL-R, celles-ci seront dépendantes de la clathrine, mais
aussi de la dynamine (Blanchard E et al, 2006; Meertens L et al., 2006). Des expériences
sur des cellules présentant tous les récepteurs précédemment décrits ne permettaient pas
pour autant I'entrée virale, indiquant que d’autres facteurs sont requis (Bartosch B et al,
2003b; Zhang] et al., 2004). Ce sont deux études au sein du laboratoire du Pr. Rice qui ont
permis d’identifier les deux derniers facteurs nécessaires a l'entrée virale. En effet,
I'expression de la CLDN-1 et de 'OCLN dans des cellules HEK293T et NIH3T3 rend ces
deux lignées susceptibles au VHC (Evans M] et al., 2007; Ploss A et al., 2009). Ces deux
protéines sont constitutivement exprimées dans les hépatocytes et sont des protéines de
jonctions serrées, indispensables a 'organisation des hépatocytes en épithélium et donc
a leurs fonctions d’adsorption et de sécrétion. Physiologiquement, CLDN-1 et OCLN sont
exprimées de facon majoritaire du co6té apical, mais l'infection par le VHC semblerait les
relocaliser au niveau basal (Reynolds GM et al., 2008), peut-étre via HRas pour la CLDN-
1.

I1.2.A.b.i. Claudine 1

Les CLDNs sont des tétraspanines, donc capables d’interagir entre elles ou avec d’autres
partenaires comme le CD81. La 1r¢ boucle extracellulaire de la CLDN-1, la plus longue, est
celle permettant la fixation a la fois du virus et du CD81 au niveau de la LEL. Les données
les plus récentes indiquent que la fixation de virus fait intervenir le complexe E1E2 dans
son intégrité, car les molécules solubles d’E2 ne permettent pas la fixation a la CLDN-1

(Douam F et al, 2014). E1 participe donc a cette interaction, soit directement en
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interagissant avec la CLDN-1, soit indirectement par le changement de conformation
qu’elle impose a E2 lorsqu’elles sont complexées. Il a été décrit que I'expression de la
CLDN-1 aux jonctions serrées est cruciale pour l'infection virale, supposant que
'internalisation a donc lieu du coté apical (Yang W et al., 2008; Liu S et al, 2009).
Cependant, I'interaction entre CD81 et la CLDN-1 a été observée trés majoritairement au
niveau des jonctions baso-latérales, et tres peu aux jonctions apicales, suggérant que
'infection virale a lieu en fait au niveau baso-latéral (Harris HJ et al.,, 2010; Davis C et al,
2012; Farquhar M] et al., 2012). La CLDN-1 est également importante pour la formation
de la vésicule d’endocytose, car le complexe qu’elle forme avec CD81 interagit avec les
molécules de clathrine, et est indispensable a I'internalisation (Krieger SE et al., 2010;

Farquhar M] et al., 2012).

I1.2.A.b.il. Occludine

Cette protéine posséde une composition équivalente a celles de la CLDN-1 et de 'EGFR,
avec néanmoins une taille plus grande de ses boucles. Son role est peu connu dans le cycle
du VHC, mais intervient comme la CLDN-1 apres I'attachement de la particule virale. La
fixation des particules sur ce récepteur est soumise a controverse car n'a été observée
qu’au niveau du RE et non a la membrane cytoplasmique (Benedicto I et al., 2008; Liu S et
al, 2010). De plus, 'OCLN n’est présente qu’au niveau des jonctions serrées, c6té apical,
or nous avons vu que le complexe CD81-virus-CLDN-1 est localisé du c6té baso-latéral.
Une autre observation confortant ’hypothése que I'entrée virale se situe du c6té baso-
latéral s’ajoute a celles précédemment évoquées pour la CLDN-1. L’inhibition des
jonctions serrées favorise I’entrée virale, montrant que la jonction en elle-méme n’est pas
cruciale al'infection (Mee CJ et al, 2008; Mee C] et al, 2009), mais peut toutefois favoriser
'accés du virus aux protéines composant les jonctions serrées. L’expression de 'OCLN
demeure néanmoins cruciale pour I'infection du VHC. Méme si ’OCLN ne s’associe pas aux
glycoprotéines d’enveloppe, elle participe a la fusion grace a sa deuxieme boucle
(Sourisseau M et al., 2013). Les mécanismes impliquant 'OCLN demeurent donc non

élucidés et requierent d’étre approfondis.
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IL2.A.b.iii.  Récepteur a la transferrine

Un autre récepteur semble contribuer a I'association de I'’enveloppe du VHC au CD81, le
récepteur a la transferrine 1 (TfR1), un des récepteurs responsables de I'adsorption
hépatique du fer. Il est admis que les patients infectés par le VHC peuvent présenter une
hémochromatose qui pourrait étre diie a la sous-expression du TfR1 observée dans les
cellules infectées par le VHC (Martin DN and Uprichard SL, 2013). Cependant,
'inactivation de ce récepteur a I'aide d’Ac induit une inhibition de I'infection par le VHC.
Les mécanismes impliqués restent a déterminer, mais il semblerait que ce soit |'étape
d’internalisation du TfR1, gouverné par la protéine de trafic de TfR1, qui est impliquée
dans I'entrée virale (Martin DN and Uprichard SL, 2013). Une action concertée entre les

protéines de jonction et le TfR1 est supposée, mais non démontrée.

IL.2.A.c. Transmission de cellule a cellule

Le virus peut également infecter une cellule naive en shuntant une partie de la cascade de
co-récepteurs précédemment décrite par la transmission de cellule a cellule (Timpe JM et
al., 2008; Witteveldt ] et al., 2009). Ce mode de transmission confere un avantage au virus
en lui permettant d’échapper aussi bien au systeme immunitaire qu’a certains antiviraux
(Brimacombe CL et al, 2011; Catanese MT et al.,, 2013a; Xiao F et al.,, 2014). En effet, la
synapse virologique a lieu au niveau apical entre les jonctions serrées, rendant les virions
inaccessibles. C’est pourquoi l'utilisation d’inhibiteurs efficaces d’entrée virale, en
association avec les DAAs, pourrait permettre une réponse antivirale proche de 100 % et
limiterait ’apparition de variants viraux résistants (Xiao F et al, 2015). Les récepteurs
impliqués dans cette entrée alternative sont les récepteurs des jonctions serrées et de
I’OCLN, CLDN-1 ainsi que SR-B1 (Timpe JM et al, 2008; Witteveldt ] et al, 2009;
Brimacombe CL et al, 2011; Catanese MT et al., 2013a). Catanese et al. ont cependant
montré que SR-B1 n’est pas indispensable a ce processus. Des mutations sur E1 et E2,
engendrant une perte de fixation a SR-B1, induisent une augmentation de transmission
de cellule a cellule, alors que des inhibiteurs du SR-B1 entravent cette voie. L'implication
du CD81 est également controversée, tantot facultative (Timpe JM et al., 2008; Witteveldt
] et al., 2009), tant6ét indispensable (Brimacombe CL et al, 2011; Catanese MT et al,
2013a). Le récepteur de Nieman-Pick C1-likel (NPC1L1), en plus de sa fonction dans le
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remaniement tardif des endosomes, est en revanche crucial pour cette entrée permettant

la diffusion du virus entre les cellules (Barretto N et al., 2014).

Le TfR1, quant a lui, semble peu impliqué dans cette seconde voie d’entrée virale, mais
peu de choses étant connues sur son action dans I’entrée virale, les auteurs ne réfutent
pas catégoriquement une implication potentielle de ce récepteur (Martin DN and

Uprichard SL, 2013).

En somme, ce processus d’entrée ne semblerait pas impliquer de facon certaine des
récepteurs lipidiques, suggérant ici une indépendance du VHC vis-a-vis des lipides
(Barretto N et al., 2014). Cependant, deux études récentes incriminent ApoE comme un
facteur nécessaire a cette transmission (Hueging K et al, 2014; Gondar V et al.,, 2015).
ApoE ne serait pas impliquée dans I'attachement ou la pénétration du virus dans la cellule
naive, mais dans la morphogenese tardive des particules virales dans la cellule déja
infectée. Par ailleurs, I'inhibition d’ApoB n’a révélé aucun impact sur 'ensemble de cette
voie. ApoE inciterait donc les particules virales a emprunter la transmission cellule-

cellule.

I11.2.A.d. Fusion

La vésicule d’endocytose une fois formée et internalisée va fusionner avec I'enveloppe
virale permettant la libération de la nucléocapside virale. La fusion est un mécanisme
commun aux virus enveloppés et fait intervenir un peptide de fusion qui initie I'échange
de la membrane cellulaire avec celle du virus. L’association des membranes se fait par
hémi-fusion, c’est-a-dire que le feuillet interne de la membrane cellulaire s’associera avec
le feuillet externe de I'enveloppe du virus. Pour certains virus, il est nécessaire que le pH
intra-vésiculaire s’acidifie afin d’activer la protéine de fusion. Ce changement de pH est
opéré par la fusion de la vésicule avec d’autre(s) endosome(s). La protéine de fusion pour
le VHC n’a pas été identifiée, mais il est suggéré que cette fonction revient a E2 et/ou E1,
qui présentent une homologie structurelle avec les protéines de fusion d’autres virus de
la famille des Flaviviridae (Krey T et al., 2010; Douam F et al., 2015). La modification de
pH est cependant nécessaire a la libération de la capside, comme démontré lors de
traitements par des inhibiteurs d’acidification des endosomes qui induisent un blocage
de l'infection par le VHC (Blanchard E et al., 2006; Koutsoudakis G et al., 2006; Sharma NR

etal,2011). Dans des expériences de fusion avec des particules VHCcc, I'acidité atteint un
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pH de 4,0 afin de permettre la fusion (Haid S et al., 2009). Le modele HCVpp a permis de
déterminer que la fusion s’opere dans les endosomes précoces, car ils présentent
uniquement Rab5, et non Rab7, a leur surface (c¢f. Chapitre 1 : I[1.1.C.b) (Meertens L et al,
2006).

Mais le pH n’est pas la seule modification impliquée dans I'étape de fusion. Des

réarrangements lipidiques pré-fusion peuvent également survenir :

- Un premier réarrangement, dit précoce, est orchestré par le récepteur SR-B1. En effet,
sa deuxieme fonction dans I'entrée virale est de permettre une entrée fonctionnelle des
particules virales entre 1,02 et 1,16 g/ml, et ce de facon indépendante de la liaison avec
E2 (cf. 11.2.A.a.iii, page 59). SR-B1 assurerait cette fonction par sa capacité a transférer les
lipides depuis les HDLs vers la particule virale, en particulier '’ApoC1 (Meunier JC et al,
2005; Dreux M et al, 2007). Cette lipidation favoriserait la fusion par des réarrangements

fusogéniques des particules virales (Dao Thi VL et al., 2012).

- Un second réarrangement, plus tardif mais impliquant également le métabolisme
lipidique, fait intervenir NPC1L1. C’est un récepteur tres long possédant 13 domaines
transmembranaires et responsable de I'absorption du cholestérol et de son homéostasie.
Il est principalement exprimé dans les entérocytes et les hépatocytes, au niveau apical.
Son expression est diminuée dans les cellules infectées et son inhibition réduit I'entrée
virale (Sainz B, Jr. et al.,, 2012). Les auteurs ont pu démontrer que NPC1L1 intervient dans
la fusion du virus et peut étre inhibée pharmacologiquement, affectant I'infection virale
aussi bien in vitro qu’in vivo. Son action fondamentale dans le cycle viral est
I'enrichissement des particules virales en cholestérol ce qui favorise la fusion de

I'enveloppe (Lavillette D et al., 2006; Haid S et al., 2009).

La fusion aboutit a la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme ou elle sera

déshabillée par un mécanisme encore non identifié, libérant ainsi le génome viral.

I1.2.B. Traduction de la polyprotéine virale

Une fois la décapsidation effectuée, le génome viral est libre et peut étre traduit
directement, étant un ARN simple brin de polarité positive. Nous avons vu que la sous-
unité ribosomale cellulaire 40S se fixe sur I'IRES afin de débuter la traduction (Figure 19),
mais d’autres facteurs sont nécessaires afin de poursuivre cette étape. Une fois la sous-
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Figure 19 : Initiation de la traduction du VHC
d’apres (Fraser CS and Doudna JA, 2007)
unité 40S localisée sur le codon AUG, ce complexe se voit associé au facteur d’initiation
elF3 (« eukaryotic translation initiation factor ») et au complexe tertiaire elF2/GTP/Met-
ARNti, formant ainsi le complexe 48S (Kolupaeva VG et al., 2000; Spahn CM et al., 2001).
La fixation d’elF3 et du complexe tertiaire n’est que transitoire car ils sont hydrolysés par
des GTPases, libérant ainsi elF2-GDP, puis elF3. Cela permet a la sous-unité ribosomale
60S de se fixer et former avec la sous-unité 40S le complexe de réplication. La traduction
peut ainsi débuter et aboutir a la synthese de la polyprotéine. Ce mode de traduction de
la polyprotéine virale n’obeit pas au schéma classique chez les eucaryotes, mais se
rapproche plus du mode de traduction chez les procaryotes (Wang C et al., 1993; Pestova
TV etal, 1998). 1l est a noter qu'’il existe sur la séquence de la protéine C un décalage dans
le cadre ouvert de lecture, pouvant générer une protéine structurale additionnelle

appelée ARFP (« alternative ribosomal frameshift protein ») (Roussel ] et al., 2003).

I.2.C. Maturation de la polyprotéine virale

Au cours de sa synthese, la polyprotéine est adressée au RE. Cet adressage est dii a la
présence d'un premier peptide signal a la jonction C-E1 dans la séquence de la
polyprotéine, permettant sa translocation dans la lumiere du RE. La maturation de la
polyprotéine est réalisée par I'action de 4 protéases qui clivent les extrémités des
protéines, permettant leur libération. La premiere protéase a intervenir est la signal
peptidase (SP) de la cellule hote, située dans la lumiere du RE (Figure 20). Elle libére les
protéines structurales en catalysant les clivages azux jonctions C-E1, E1-E2, E2-P7, et
finalement p7-NS2 (Lin C et al, 1994). La protéine C n’est cependant pas encore mature

et nécessite le clivage par une seconde enzyme cellulaire, la signal peptide-peptidase
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Figure 20 : Topologie des protéines virales matures et leur(s) fonction(s)
d’apres (Bartenschlager R et al., 2013)

(SPP), comme nous le verrons plus tard (cf. 11.2.C.a). Une fois le domaine Amino- (N-
Jterminal de NS2 clivé, la jonction NS2-NS3 est clivée par I'activité auto-protéasique de
NS2, constituant donc la premiere protéase virale (Grakoui A et al., 1993; Hijikata M et al.,
1993a). Le clivage des autres protéines non-structurales, NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-
NS5A et NS5A-NS5B, est assuré par le domaine sérine protéase de NS3 en association avec

son cofacteur NS4A (Bartenschlager R et al., 1994).

I.2.C.a.  Protéine de Capside

La protéine C est'une des plus conservées du génome du VHC avec 69 % d’a.a identiques
entre les différentes souches (Bukh ] et al., 1994). Il existe 2 formes de la protéine C du
VHC. Celle constituant les particules virales a un poids moléculaire apparent de 21 kDa
sur gel de polyacrylamide : c’est la forme dite mature de la protéine (p21). L'extrémité C-
terminale de sa séquence n’est pas encore connue de fagon certaine, mais serait située au
177¢ a.a selon la littérature la plus récente (Kopp M et al., 2010). En revanche, la forme
immature de la protéine C, dont le poids moléculaire apparent est de 23 kDa (p23), est
bien connue, s’achevant au 191¢ a.a. La protéine C du VHC est constituée de 3 domaines,

définis selon leur hydrophobicité :

- le domaine D1, constitué des 119 premiers a.a de la protéine C, est responsable de

'oligomérisation de la protéine lors de la morphogenese de la capside virale (Yan BS et
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al, 1998). Ce domaine riche en résidus basiques lui confere également une activité
chaperonne pour I’ARN génomique du VHC, ce qui induit I'encapsidation (Shimoike T et
al, 1999; Steinmann E et al., 2008). D1 est également capable de se lier avec la tubuline et

favoriser la polymérisation des microtubules in vitro (Roohvand F et al., 2009).

- le domaine D2, du 119¢ au 173¢ a.a, est hydrophobe et responsable de la localisation de
la protéine C aux GLCs, qui est cruciale dans la formation de particules virales infectieuses,
et ce de maniere indépendante au domaine D1 (Boulant S et al., 2007; Miyanari Y et al.,
2007). DGAT1 (Chapitre 1 : 1.1.B) est également responsable de la localisation de la
protéine C a la surface des GLCs. En effet, I'inhibition de DGAT1 entraine une perte de
localisation de la protéine C a la surface des GLCs, associée a une diminution de la
production de virus infectieux (Herker E et al, 2010). De plus ces deux protéines
interagissent directement, comme l'ont démontré les expériences de co-
immunoprécipitations. D2 permet également I'interaction de la protéine C mature avec la
membrane du RE et des mitochondries (Hope RG and McLauchlan ], 2000; Schwer B et al,
2004).

- le domaine D3, du 173¢ au 191¢ a.a, hautement hydrophobe, constitue le peptide signal
d’E1 et sert de domaine transmembranaire a la p23. Ce domaine assure donc a la fois la
translocation de la polyprotéine virale en cours de synthese et 'ancrage de la p23 dans la

membrane du RE.

Nous avons vu précédemment que la SP sépare la p23 de la glycoprotéine d’enveloppe E1,
mais ne suffit pas pour aboutir a une protéine C mature. Pour ce faire, I'action de la SPP,
enzyme localisée au sein de la membrane du RE, est requise. La SPP clive la p23
potentiellement en position 177, donnant naissance a la p21, dite mature (Lemberg MK
and Martoglio B, 2002; McLauchlan ] et al, 2002). Privée de son domaine
transmembranaire, cette derniére est alors libre de diffuser aux GLCs. Des travaux au
laboratoire ont déterminé que le clivage par la SPP ne peut avoir lieu que si, et seulement

si, la SP clive en amont la polyprotéine virale pour libérer la p23 (Pene V et al., 2009).

La localisation subcellulaire de la protéine C est multiple, lui conférant ainsi plusieurs
fonctions et un réle central dans la morphogenese du VHC. Elle est localisée de facon
majoritaire aux GLCs, puis dans une moindre mesure au RE, et plus rarement retrouvée
aux mitochondries ou au noyau (Moradpour D et al, 1996; Dubuisson ] et al, 2002;
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Miyanari Y et al., 2007; Boson B et al., 2011). La fréquence de ces différentes localisations
subcellulaires semble dépendante de nombreux parametres, dont principalement le
génotype viral, le type cellulaire dans lequel la protéine est exprimée, et selon que tout ou
partie du génome est exprimé. La fonction primaire de la protéine C est de constituer la
capside virale par oligomérisation grace a son domaine D1. Compte tenu du fait que la
protéine C recrute également ’ARN viral par son domaine D1 (Cristofari G et al, 2004;
Boulant S et al,, 2005), il est supposé qu’elle permet la localisation de tous les constituants
viraux permettant la morphogeneése des nouvelles particules virales au site d’assemblage.
La palmitoylation de la protéine C en position 172 est d’ailleurs importante pour son
recrutement a la membrane du RE lisse ou du RE en liaison intime avec les GLCs (Majeau

Netal, 2009).

I11.2.C.b. Protéine F

Il peut survenir un décalage dans le cadre de lecture lors de la traduction de la
polyprotéine. Il en résulte la synthese de la protéine F ou ARF, soulevant I'existence d'un
site alternatif d'initiation de la traduction (Branch AD et al., 2005). ARF semble également
étre synthétisée in vivo, des Ac spécifiquement dirigés contre elle ayant été retrouvés dans
le sang des patients chroniquement infectés (Xu Z et al, 2001; Shehat MG et al,
2015).Cette protéine possede un poids moléculaire apparent de 17 kDa, variant selon le
génotype, mais d’'une longueur maximale de 160 a.a (Boulant S et al., 2003). Elle ne semble
pas étre indispensable a la production virale, méme si elle intervient dans la réplication
virale (McMullan LK et al,, 2007; Vassilaki N et al., 2008). Elle serait en revanche impliquée
dans la pathogenese induite par le VHC, notamment I'inflammation et la carcinogenese
(Fiorucci M et al,, 2007; Kong ] et al, 2009). De facon intéressante, elle est capable de se
lier a la sous-unité alpha du protéasome, et régulerait ainsi la dégradation des protéines

(Yuksek K et al.,, 2009).

I1.2.C.c. Glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

E1 et E2 sont des glycoprotéines d’enveloppe de type 1, ayant une taille apparente
respective sur gel de 31 et 70 kDa. Elles forment un hétérodimere non covalent et sont les
seules protéines du VHC a étre orientées dans la lumiére du RE (Dubuisson | et al., 1994;

Deleersnyder V et al., 1997). L’hétérodimere est stabilisé par des ponts disulfures entre
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les deux protéines au niveau de leur domaine transmembranaire, ce dernier assurant leur
ancrage ala membrane du RE (Cocquerel L et al, 2000; Op De Beeck A et al., 2000; Vieyres
G et al,, 2010). Les liaisons disulfures sont importantes dans I’entrée virale, mais aussi
dans le bourgeonnement viral (Wahid A et al., 2013). E1 et E2 sont fortement glycosylées,
essentiellement sur des sites de N-glycosylations, et ces sites sont les plus conservés dans
leur séquence. Les glycosylations assurent le repliement des glycoprotéines et leur
attachement aux récepteurs membranaires, mais constituent également la cible des Ac
neutralisants (Goffard A et al, 2005; Falkowska E et al, 2007; Helle F et al, 2010). La
structure d’E1 demeure peu décrite, tandis qu'une structure tertiaire a été proposée pour
E2, décrivant 3 domaines distincts, nommés D1 a D3 (Krey T et al., 2010). D1, situé du
coté N-terminal de la protéine, participe a la fixation des particules virales a la membrane
et contient la région HVR1 impliquée dans I'échappement a la réponse immunitaire
(Pawlotsky JM et al., 1999; Grahovac B et al, 2000). D2 comprend la région HVR2
intervenant dans la fixation au CD81, et D3 jouerait un role dans la modification de la
conformation spatiale lors de la fusion, de par son association a D1 via la région variable
inter-génotypique (Roccasecca R et al.,, 2003; Krey T et al.,, 2010). Enfin, il a été montré
récemment que les glycoprotéines E1 et E2 interagissent avec I’ApoB et/ou I'’ApoE, les
désignant comme acteurs de la morphogenese virale (Merz A et al.,, 2011; Catanese MT et

al, 2013b; Boyer A et al, 2014; Lee JY et al,, 2014).

I.2.C.d.  Protéinevirale p7

La protéine p7 est une viroporine de classe IIA d'une longueur de 63 a.a et formant deux
domaines transmembranaires séparés par une boucle cytoplasmique (Carrere-Kremer S
et al, 2002). Ses 2 extrémités C- et N-terminales sont donc localisées dans la lumiere du
RE. Bien que p7 soit classée dans les protéines structurales, sa présence au sein des
particules virales n’a pas été démontrée a ce jour, mais elle participe de fagon certaine a
la morphogenese virale (Steinmann E et al, 2007; Wozniak AL et al,, 2010). Etant une
viroporine, elle peut s’assembler en hexa- ou heptameres afin de former un canal ionique
de 42 kDa (Clarke D et al.,, 2006). Ce canal permettrait de réguler le pH entre le RE et le
cytoplasme, favorisant l'assemblage des particules en empéchant une modification
conformationnelle des glycoprotéines E1 et E2, et permettant ainsi la sécrétion de

particules virales infectieuses (Steinmann E and Pietschmann T, 2010; Atoom AM et al,
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2013; Bentham M] et al, 2013). Il a été rapporté que p7 favorise le recrutement au site
d’assemblage de protéines virales dont la protéine C, NS3 et NS5, et ce de fagon
indépendante de sa fonction de canal ionique et en association avec NS2 (Boson B et al,
2011; Popescu Cl et al.,, 2011; Bentham M] et al,, 2013; Vieyres G et al., 2013). La délétion
de p7 induit une perte d'infectiosité des particules virales intracellulaires, due a une
diminution de l'incorporation de I’ARN viral dans la nucléocapside (Gentzsch | et al,
2013). De plus, la protéine C en l'absence de p7 s’accumule a la surface des GLCs,
suggérant que p7 recrute la protéine C
a partir ces organelles afin de
permettre leur localisation au site

d’assemblage.

Toutes les interactions décrites de p7
avec les autres protéines virales ont été
confirmées lors d’expériences de FRET
(transfert d’énergie par résonnance de

fluorescence) (Figure 21) (Hagen N et

al.,, 2014). Ceci démontre que p7 n’est
pas seulement une porine, mais une
protéine virale en étroite liaison avec

les autres protéines participant a

. 7 i Ints cti otéine de | Interacti blié
l'assemblage viral. La protéine p7 ™™ Ciienote (be chaseyotal 2008
interagissant avec les glycoprotéines Figure 21 : Réseau d’interactions des
d’enveloppe, il n’est pas exclu qu’elle protéines du VHC

d’aprées (Hagen N et al,, 2014)
puisse participer au recrutement des

Apos, et ainsi contribuer a la production de particules infectieuses. Aucune preuve

évidente de cette association n’a cependant été supportée pour le moment.

I1.2.Ce. NS2

En aval de la protéine p7 sur la polyprotéine se situe NS2, la premiére des protéines non-
structurales. Protéine transmembranaire de 21 a 23 kDa, elle est ancrée dans la
membrane du RE par son domaine N-terminal hydrophobe, constitué de 3 a 4 hélices

alpha (Santolini E et al, 1995). Le clivage de NS2 du c6té C-terminal a la particularité
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d’étre effectué par NS2 elle-méme. En effet, son domaine C-terminal possede une activité
cystéine protéase zinc-dépendante qui, en association avec I'extrémité N-terminale de
NS3, permettra le clivage des deux protéines (Grakoui A et al, 1993; Schregel V et al,
2009). Une fois le clivage effectué, NS2 posséde une demi-vie relativement courte et sera
dégradée par le protéasome (Franck N et al, 2005). NS2 peut également interagir
directement avec la protéine de fusion CIDEB, inhibant alors le processus d’apoptose
gouverné par CIDEB au niveau des mitochondries (Erdtmann L et al., 2003). Cette étude
a également démontré que l'apoptose induite par CIDEB implique la libération du
cytochrome C dans le cytoplasme, et que NS2 prévient cette libération par sa fixation a
CIDEB. Sa fonction de protéase mise a part, NS2 est également impliquée dans la
morphogenése virale de par son interaction avec les protéines structurales du virus
(Figure 21) (Jones CT et al., 2007; Yi M et al., 2009; Jirasko V et al.,, 2010; Popescu CI et
al, 2011). Bien que p7 soit capable de recruter la protéine C au RE de fagon autonome, il
est décrit que le domaine transmembranaire de NS2 est crucial dans la production de
particules virales infectieuses, en permettant de fagcon concertée avec p7 la colocalisation
entre la protéine C et E2, conduisant a l'initiation de I'assemblage viral (Boson B et al.,

2011).

I12.Cf  NS3/NS4A

NS3 et NS4A sont des protéines respectivement de 70 et 8 kDa. NS3 posséde deux
fonctions enzymatiques. La premiere, portée par sa partie N-terminale, est une activité
sérine protéase responsable du clivage des protéines non-structurales en aval de NS3
(Hijikata M et al., 1993a; Bartenschlager R et al,, 1995). La seconde est portée par le reste
de la protéine et possede une activité hélicase / NTPase qui est cruciale pour la traduction
et la réplication du génome viral (Suzich JA et al., 1993; Kim DW et al,, 1995; Tai CL et al,,
1996; Lam AM and Frick DN, 2006). Elle permet a la fois de décompacter les dimeres
d’ARNs formés lors de la réplication virale, mais aussi de les séparer une fois la réplication

achevée (Serebrov V and Pyle AM, 2004).

L’activité protéasique de NS3 permet d’autre part le clivage des protéines cellulaires TRIF
(« TIR domain-containing adaptor inducing IFN-3 ») et MAVS (« mitochondrial antiviral-
signaling protein »), impliquées dans la réponse immunitaire innée. Ces deux protéines

sont capables de reconnaitre I’ARN double brin et induisent la production d’interféron
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endogene par les voies de signalisation RIG-1 et TLR-3. L’activité de NS3 permet donc un
échappement viral a I'immunité naturelle, contribuant a la chronicité de I'infection virale
(Gale M, Jr. and Foy EM, 2005). Le développement du Boceprevir et du Telaprevir visait a
abolir cette fonction particuliere de NS3, afin de procurer une réponse anti-virale

prolongée chez les patients infecté par le VHC et donc une éradication virale (1.6.B).

Les protéines NS3 et NS4A agissent en complexe, NS4A représentant un co-facteur
indispensable aux fonctions de NS3. En effet, méme si NS3 peut se fixer sur ’ARN viral de
facon indépendante, sa liaison a NS4A est indispensable a son activité hélicase (Pang PS
et al, 2002; Serebrov V and Pyle AM, 2004), mais aussi a son activité sérine protéase
(Failla C et al, 1994). Grace a son domaine N-terminal hydrophobe ancré dans la
membrane du RE, NS4A procure a NS3 un adressage au RE ainsi qu’'une stabilisation de

son domaine protéasique (Wolk B et al., 2000).

I12.Cg. NS4B

NS4B est une protéine tres hydrophobe de 27 kDa, ancrée dans la membrane du RE par
quatre domaines transmembranaires initiaux (Hugle T et al, 2001; Lundin M et al., 2003).
Un cinquieme domaine transmembranaire apparait lors de modifications post-
traductionnelles, transloquant dans le RE I'extrémité N-terminale constituée de 2 hélices
a amphipathiques (Lundin M et al, 2003). L'oligomérisation de la seconde hélice «,
constituant donc le cinquieme domaine transmembranaire, joue un role majeur dans le
réarrangement de membranes dérivées du RE, aboutissant a la formation du
« membranous web » (MW) (Egger D et al., 2002; Gosert R et al., 2003; Gouttenoire ] et al.,
2010). Ce compartiment atypique constitue le principal lieu de réplication du génome

viral.

NS4B interagit aussi bien avec des protéines cellulaires que virales de fagon dépendante
de sa palmitoylation, et possede des activités adénylate kinase et GDPase (Yu GY et al.,
2006; Thompson AA et al., 2009). NS4B est impliquée dans la réplication de 'ARN viral
via son site de liaison au GTP, ainsi que sa capacité a hyper-phosphoryler NS5A (Einav S
et al., 2004; Jones DM et al, 2009). Cette derniere étude a également révélé un role
potentiel de NS4B dans les étapes tardives du cycle viral, des mutations de la protéine
entrainant une augmentation de la production de particules virales sans affecter I'étape

de réplication.
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Enfin, NS4B serait impliquée dans la régulation de la réponse UPR (« unfolded protein
response ») du RE, diminuant la mortalité cellulaire induite par I'infection virale et ses
altérations (Zheng Y et al., 2005; Li S et al, 2009). De facon intéressante, il est a noter
qu’ERAD, la voie de dégradation de ’ApoB dans le RE (c¢f. Chapitre 1 : II1.2 & Figure 9), est
une des voies de I'UPR. NS4B pourrait ainsi favoriser la dégradation de I'ApoB, et
expliquer en partie I'hypobétalipoprotéinémie observée chez les patients infectés par le

VHC (Negro F, 2010).

I1.2.C.h.  NS5A

La protéine NS5A est composée de 3 domaines et existe sous 2 formes, 'une, non
phosphorylée, ayant une taille apparente de 56 kDa, et I'autre, hyper-phosphorylée,
apparaissant a 58 kDa (Kaneko T et al, 1994; Lindenbach BD et al., 2007). Cette protéine
est ancrée a la membrane du RE par ses deux hélices situées aux extrémités N- et C-
terminales, qui s’enchassent dans le feuillet externe de la membrane. Ses 3 domaines sont
tous cruciaux dans la réplication de ’ARN viral, le domaine D1 contribuant a cette étape
par son site de fixation au zinc qui s’est révélé indispensable (Tellinghuisen TL et al., 2004;
Tellinghuisen TL et al, 2005). En effet, ce domaine serait responsable de
I’homodimérisation de NS5A, formant ainsi un sillon permettant la fixation de I’ARN viral.
La mutation de certains résidus du domaine D2 et D3 a démontré que ces deux domaines
sont également importants dans la réplication virale (Tellinghuisen TL et al., 2008b). De
plus, le domaine D3 a la capacité d’interagir avec la protéine C, impliquant NS5A dans
I'assemblage et la production de virus infectieux (Appel N et al, 2008; Masaki T et al,
2008).

Le degré de phosphorylation de la protéine NS5A semble jouer le réle de balance entre
ses fonctions dans la réplication et dans la morphogenése virale. En effet, '’hyper-
phosphorylation de la protéine diminue 'activité de réplication virale, mais augmente la
production de particules virales infectieuses (Appel N et al., 2005; Masaki T et al., 2008;
Tellinghuisen TL et al., 2008a; Masaki T et al, 2014). L’intervention de NS5A dans les

étapes du cycle viral serait donc modulée par son état de phosphorylation.

L’hélice a en position N-terminale n’est pas seulement responsable de I'ancrage de NS5A
dans la membrane du RE (Brass V et al., 2002). Elle permet également la fixation de la

protéine aux GLCs (Miyanari Y et al., 2007), ainsi qu’au niveau du complexe de réplication
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associé au MW ou elle est impliquée dans la réplication (Elazar M et al., 2003; Penin F et
al, 2004; Miyanari Y et al, 2007). Le domaine D1 est organisé en dimere dont la
conformation semble varier (Tellinghuisen TL et al, 2005; Love RA et al, 2009). Au méme
titre que la phosphorylation de la protéine, ces modifications de conformation du dimere
moduleraient les roles de NS5A entre la réplication et 'assemblage viral (Moradpour D
and Penin F, 2013). D2 et D3 sont initialement organisés en monomeres non repliés mais
peuvent également subir une réorganisation en hélice a et ainsi interagir avec des
protéines dont la cyclophyline A (Hanoulle X et al, 2009a; Hanoulle X et al., 2009b;
Verdegem D et al,, 2011). De facon intéressante, Rab18, située a la surface des GLCs, a
récemment été rapportée interagir de facon forte avec NS5A, favorisant ainsi le

recrutement des GLCs aux sites de réplication du VHC (Salloum S et al., 2013).

11.2.C.L. NS5B

NS5B est la derniere protéine synthétisée par le VHC. D’une taille apparente de 68 kDa,
elle constitue I'’ARN polymérase ARN dépendante et possede un motif glycine-acide
aspartique-acide aspartique qui est caractéristique de cette famille de polymérases
(Grakoui A et al.,, 1993; Behrens SE et al., 1996). Elle est composée de deux domaines. Le
premier, coté N-terminal, est situé dans le cytoplasme et représente la quasi-totalité de la
protéine. Le domaine C-terminal, lui, est un domaine transmembranaire permettant
I'ancrage de la protéine au RE, et est indispensable a la réplication virale in vivo

(Bressanelli S et al., 1999; Schmidt-Mende ] et al., 2001; Moradpour D et al.,, 2004a).

Cette polymérase présente une structure conventionnelle de type « main droite » : le
pouce et les doigts forment un tunnel permettant le positionnement du brin matrice
d’ARN, tandis que la paume posséde l'activité de synthése du nouveau brin (Bressanelli S
et al., 1999). NS5B ne possede pas d’activité correctrice ou « proof reading », expliquant
la fréquence élevée de mutations dans le génome du VHC, les quasi-especes résidant au
sein d'un méme patient infecté et ses conséquences pour I'’échappement viral au systéme
immunitaire et aux antiviraux (cf. [.4) (Stumpf MP and Pybus OG, 2002). La polymérase
n’échappe pas a ces mutations. Leur étude a révélé différentes conformations spatiales du
site enzymatique, modifications qui peuvent induire une structure plus fermée du site et
correlent avec une réplication plus soutenue (Simister P et al, 2009; Schmitt M et al,,

2011).
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NS5B n’assure pas la réplication de I’ARN viral seule, mais de facon concertée en
interagissant avec d’autres protéines virales (protéine C, NS3, NS4A, NS5A) (Lohmann V,
2013) et aussi cellulaires dont: PRK2 («protein kinase C-related kinase 2 »), qui
phosphoryle NS5B et augmente la réplication virale (Kim SJ et al., 2004), les cyclophilines,
qui favorisent les liaisons entre NS5B et ’ARN viral (Watashi K et al, 2005; Kaul A et al,
2009), mais aussil’actine o (Lan S et al,, 2003), la nucléoline (Hirano M et al., 2003), hVAPs
(Gao L et al,, 2004; Hamamoto I et al., 2005), et 'ubiquitine (Gao L et al.,, 2003).

I.2.D. Réplication du génome viral

La classification de Baltimore inclut le VHC dans le groupe IV, groupe dans lequel '’ARN
viral sert a la fois de support a la traduction et a la synthése de brins complémentaires
d’ARN de polarité négative. Ces brins négatifs servent d'intermédiaires afin de synthétiser
les nouveaux brins d’ARN de polarité positive. Ces derniers pourront alors participer a
I'amplification de la réplication virale en participant a un nouveau cycle et/ou étre
incorporés dans la capside des virions en cours de morphogeneése. La synthese des brins
positifs comme négatifs est effectuée par la méme enzyme, NS5B (Moradpour D et al,
2004a). Les protéines NS3/NS4A, NS4B, NS5A, NS5B, ainsi que les extrémités 5’ et 3' NCR
sont nécessaires et suffisantes pour effectuer la réplication virale (Lohmann V et al., 1999;
Pietschmann T et al.,, 2001). La réplication est asymétrique, la synthese des brins positifs

étant 5 a 10 fois supérieure a celle des brins négatifs.

I11.2.D.a. Le « membranous web »

La réplication du génome viral a lieu au niveau du MW. Ce compartiment induit par
I'oligomérisation de la protéine NS4B est dérivé des membranes du RE et présente une
localisation péri-nucléaire (Figure 22) (Gosert R et al., 2003; Moradpour D et al., 2004a).
L’absence de ribosome dans le MW exclut une traduction du génome viral a cet endroit,
ne I'impliquant que dans la réplication virale, bien que son réle exact durant cette étape
ne soit pas totalement compris (Popescu CI et al, 2014). Il pourrait fournir un
échappement viral a la réponse immunitaire cellulaire contre les ARNs double-brin. Le
MW a été décrit initialement comme un réarrangement membranaire du RE, aboutissant

a la formation de vésicules compactes s’associant en un réseau (Egger D et al., 2002).
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100 nM =

DMV : Vésicule a double membrane ; Nucleus : hoyau ; ER : Réticulum endoplasmigue ;
DMT : tubule a double membrane ; MMV : vésicules multi-membranaires

Figure 22 : Visualisation du « Membranous web » par microscopie électronique
(A) MW dans des cellules Huh-7.5, 36 h post-infection par le VHC ;
(B) Reconstitution 3D du tomogramme. D’apres (Romero-Brey [ et al., 2012)

Les travaux de Ferraris et al. ont ensuite démontré que le réarrangement membranaire
pouvait conduire uniquement a la formation de vésicules sans qu’elles ne se regroupent
obligatoirement (Ferraris P et al, 2013). Ces vésicules ont été caractérisées par
microscopie électronique démontrant qu’elles étaient délimitées par une double
membrane (Ferraris P et al, 2010; Romero-Brey I et al., 2012; Ferraris P et al, 2013), et
associées aux GLCs (Ferraris P et al,, 2013). NS5A est I'acteur majeur dans la génération
de cette double membrane vésiculaire (Romero-Brey I et al, 2012). La purification de ces
vésicules a double membrane (DMVs) et leur étude a confirmé la présence des différents
acteurs de la réplication du VHC, avec cependant l'incapacité de certaines vésicules a
permettre la synthese d’ARN viral (Paul D et al, 2013). En effet, les DMVs, dont la
membrane interne se referme, isoleraient les complexes de réplication, les rendant
inactifs que les DMVs soient encore associées ou non au RE (Figure 23 A et B) (Romero-
Brey I et al., 2012). Les complexes de réplication productifs seraient donc situés sur la
membrane intérieure des DMVs non fermées ou sur la membrane extérieure (Figure 23B
et C). Les vésicules hermétiques pourraient néanmoins devenir perméables via leur

association avec des canaux protéiques (Figure 23A). Enfin, il n’est pas exclu que la
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Figure 23 : Hypothéses sur la formation des DMVs
et leur role dans la réplication du VHC
d’apres (Romero-Brey I et al, 2012; Romero-Brey I and Bartenschlager R, 2014)

réplication ne se déroule pas au niveau de ces compartiments, et que leur apparition ne
soit qu'une simple conséquence de I'infection, sans implication dans le cycle viral (Figure

23D).

IL.2.D.b.  Autres acteurs cruciaux de la réplication virale : les lipides

Pas moins d'une trentaine de protéines cellulaires ont été impliquées dans la réplication
du VHC, lors d’un ciblage par siRNA en cellules Huh-7 infectées (Randall G et al., 2007).
Nous avons vu que certaines protéines agissent directement avec la polymérase virale
afin de favoriser la réplication (cf I1.2.C.i), mais d’autres agissent indirectement,
notamment par des remaniements lipidiques. Le développement du MW implique une
syntheése de membranes, donc un besoin en lipides incluant les PLs et le cholestérol, et

par conséquent les AG. Il a été montré que la réplication du VHC nécessite la synthese d’AG
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par plusieurs enzymes, dont la FAS qui est surexprimée lors de l'infection par le VHC (Su
Al etal.,, 2002; Kapadia SB and Chisari FV, 2005; Yang W et al., 2008; Rasmussen AL et al.,
2011; Nasheri N et al, 2013; Lyn RK et al, 2014; Nguyen LN et al, 2014). La
phosphatidylinositol-4 kinase-Illa (PI4KA) est activée et interagit avec NS5A via sa
phosphorylation (PI4P) (Ahn ] et al, 2004; Berger KL et al, 2011). Physiologiquement,
PIAP sert d’intermédiaire a la production de phosphoinositides, des dérivés de
phosphatidylinositols. Lors de 'infection par le VHC et grace a sa liaison avec NS5A, PIAP
recrute aux complexes de réplication deux protéines impliquées dans le transfert de
lipides : OSBP (« oxysterol-binding protein ») et FAPP2 (« four-phosphate adaptator 2 »)
(KhanIetal, 2014; Wang H et al., 2014).

OSBP est un transporteur non-vésiculaire, véhiculant le cholestérol du RE vers le Golgi, en
interagissant respectivement avec hVAP-A (cf. 11.2.C.i) et PIAP/Arf1 (cf. Chapitre 1 : I11.2)
qui ont tous été impliqués dans la réplication du génome viral (Gao L et al, 2004; Matto
Metal, 2011; Zhang L et al,, 2012; Mesmin B et al., 2013). OSBP serait donc détourné afin
d’enrichir en cholestérol les membranes associées aux complexes de réplication (Wang H
et al., 2014). FAPP2 est un transporteur non-vésiculaire de glucosylcéramides qui sont
des précurseurs des sphingolipides (D'Angelo G et al., 2007). FAPP2 est également recruté
aux complexes de réplication virale de facon dépendante de PIAP, ou il délivre les
glucosylcéramides et promeut ainsi la réplication (Khan I et al., 2014). Ces mémes auteurs
ont également montré, lors d’expériences de « rescue » en cellules Huh-7.5 éteintes pour
FAPP2, que I'ajout de lactosylceramide ou de globotriaosylceramide (deux types des
sphingolipides synthétisés a partir de glucosylcéramide) suffit a rétablir le niveau de
réplication virale. PLA2, qui facilite la courbure des membranes (Chapitre 1 : I1.1.B), a
également été incriminée dans cette étape du cycle viral (Xu S et al., 2012), probablement
en favorisant la formation des DMVs. Cette hypothese est confortée par I'action de la
PSTPIP2 (« proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2 ») qui permet
une modification de la conformation des protéines, et a également été impliquée dans
cette étape virale (Chao TC et al, 2012). D’autres protéines impliquées dans le
métabolisme lipidique ont également été rapportées favoriser la réplication du virus, dont
le FXR (« farnesoid X receptor »), intervenant dans le métabolisme de la bile a partir du
cholestérol (Scholtes C et al., 2008), ainsi que les synthétases de sphingomyéline 1 et 2,
qui sont surexprimées lors de I'infection parle VHC (Hirata Y et al., 2012). PLIN3, protéine
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associée aux GLCs, joue également un role crucial dans cette étape virale. Son niveau
d’expression correle avec le niveau de réplication de génome viral, allant jusqu’a une
abolition de la réplication lors de I’extinction totale de PLIN3 dans les cellules infectées

(Ploen D et al, 2013a).

Enfin, il a été prouvé que le VHC peut détourner a son avantage un micro ARN interférant
(miRNA), miR-122, spécifiquement exprimé dans les hépatocytes et impliqué dans le
métabolisme lipidique des AG et du cholestérol (Jopling CL et al., 2005; Esau C et al., 2006).
Les miRNAs sont des ARNs non codants dont la fonction est d’inhiber I'expression des
geénes au niveau post-transcriptionnel, et sont considérés comme un systeme de défense
des cellules contre les virus (Ambros V, 2004). Cependant, miR-122 apparait comme un
composant crucial dans la réplication du VHC. En effet, sa fixation a I'extrémité 5’NCR du
génome a pour conséquence d’amplifier la synthése d’ARN viral et d’éviter sa dégradation
par des exonucléases (Jopling CL et al, 2005). Il a également été décrit que miR-122 est
I'un des éléments essentiels pour que des cellules non-hépatiques et initialement non-
permissives au VHC, en 'occurrence des Hek-293T, puissent réaliser le cycle infectieux
complet du VHC, les autres facteurs nécessaires étant 'OCLN, la CLDN1, CD81, SR-B1 et
I’ApoE (Da Costa D et al, 2012). En contexte non-infectieux chez la souris, il a été rapporté
que l'inhibition de miRNA-122 induit une stéatose et des tumeurs hépatiques, dues au
développement d’'une inflammation et I'induction de facteurs oncogéniques (Hsu SH et al.,
2012; Tsai WC et al., 2012). L’expression de miR-122 jouerait donc un réle dans la
persistance du VHC, en prévenant les pathologies survenant au cours de l'infection

chronique.

ATinverse, certains types de lipides peuvent inhiber la réplication virale. C’est le cas des
AG poly-insaturés qui, lors de leur accumulation, induisent leur peroxydation et une
diminution du cholestérol intracellulaire (Kapadia SB and Chisari FV, 2005; Huang H et
al, 2007a). Cette diminution de disponibilité du cholestérol a été décrite comme délétere
pour la réplication virale (Pollock S et al,, 2010; Yamane D et al.,, 2014), cette étape ayant
lieu dans des domaines membranaires riches en cholestérol (Shi ST et al, 2003; Aizaki H
et al, 2004). Yamane et collaborateurs ont également observé que, parmi 4 génotypes
testés, seule la souche JFH1 de génotype 2a du VHC était insensible a la peroxydation des
AG polyinsaturés, a rapprocher du fait que JFH1 est I'une des souches qui possedent le

plus fort pouvoir réplicatif en lignée cellulaire.
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CIDEB, qui participe a 'apoptose et a la fusion des GLCs (c¢f. Chapitre 1 : I.1.D.a), a
récemment été impliquée dans I'inhibition de la réplication virale lors de sa surexpression
(Singaravelu R et al, 2014b). Cette inhibition est indépendante de la fonction de CIDEB
dans la fusion des GLCs, puisqu’'un mutant de CIDEB défectueux dans la fusion des GLCs
permet tout autant l'inhibition de la réplication. L’effet antiviral de CIDEB semble
paradoxal de prime abord car les cellules infectées par le VHC présentent une
augmentation d’expression de CIDEB, induite par I'activation de PGC-1a («peroxisome-
proliferator-activated receptor-y co-activator 1a») (Shlomai A et al., 2012; Singaravelu R
et al., 2014b). Cependant, I'expression de CIDEB, lorsqu’elle est gouvernée par PGC-1a,
stimule la biogenése des VLDLs en favorisant la lipidation de ’ApoB en cours de synthése
(Ye J et al, 2009; Chen Z et al., 2010). Bien que CIDEB inhibe la réplication virale, sa
surexpression confeérerait donc un avantage supérieur au VHC en favorisant sa

morphogenése par un détournement des lipides cellulaires.

I.2.E. Assemblage des particules virales

Avant-derniere étape avant la sécrétion des particules virales, I'assemblage va permettre
le recrutement du génome viral et des protéines structurales du virus afin de former les
virions (Figure 24). Il s’agit également de I'étape la moins comprise du cycle avec I'étape
de sécrétion, et ceci dii au développement tardif de modeles permettant la production de
particules virales infectieuses. L’assemblage peut se diviser en deux parties, une précoce
et une tardive. L’étape précoce constitue la phase de recrutement des constituants viraux
en un méme lieu d’assemblage, tandis que I’étape tardive correspond au bourgeonnement

de la particule virale ou elle acquiert sa structure.

Bien que le lieu de bourgeonnement n’ait pas été observé en microscopie électronique, il
est considéré que le bourgeonnement du VHC a lieu a la membrane du RE, vers sa lumiére.
Ceci est étayé par la topologie des glycoprotéines d’enveloppe du VHC qui sont ancrées a
la membrane du RE, ainsi que la visualisation de pseudo-particules (Baumert TF et al,
1998; Blanchard E et al., 2002; Acosta-Rivero N et al, 2003; Roingeard P et al.,, 2008).
Cependant la premiére étape de 'assemblage consiste a recruter et/ou séquestrer les
GLCs par la protéine C. En effet, il a été proposé que les GLCs associées a la protéine C
mature constituent la plate-forme d’assemblage des virions (Miyanari Y et al, 2007). En

fait, si la localisation de la protéine C aux GLCs est indispensable a I'assemblage et a la

88



Réplication

Pl4KIlla Assemblage
miR122 =
sMs1&2| .« Membranous web » gt Cytoplasme

= PLIN3
e o = RAB18
G X ApoB
Membranes dérivées PLIN3 . "’ po
du RE \_/ R GLC ) ApoE
’ [ ] r fl P p . Ribosome
WU

PI4KIIqu
@

Wﬁ--.ﬂ-_@iﬁ DGAT1

Lumiére du RE

. W
/_,JARNwral W
?

Complexe particule :
NS5B ) keI ELT Pré-VLDL
@ NssA
YU~ NS4B Voie de sécrétion
NS4A | Protéines des VLDLs
non-structurales R j
[ Ns3
NS2 Lo Sécrétion
n PrT \‘r @‘1 ApoA1 Cyp
E1 & E2 Xg=r ApoB  CERT

ApoE OSBP

« Protéine de capside LvP PLIN3 / Rab9

Figure 24 : Réplication et morphogenese virale
(Felmlee DJ et al., 2013)
production de particules virales infectieuses (Shavinskaya A et al., 2007; Boulant S et al,,
2008; Targett-Adams P et al, 2008; Boson B et al, 2011), il en est autant pour sa
localisation au RE avec les glycoprotéines d’enveloppe, probablement pour réaliser le
bourgeonnement. PLA2 est également un acteur de la localisation de la protéine C aux

GLCs (Menzel N et al., 2012).

IL2.E.a.  Etapes précoces de I'assemblage viral

Nous avons vu que le destin des GLCs est régulé par le protéome qui leur est associé (cf.
Chapitre 1 : [1.1.C) (Bartz R et al, 2007; Welte MA, 2007). A ce titre, la localisation des
GLCs est régulée en majeure partie par les PLINs, dont notamment PLIN2 qui est la plus
exprimée a la surface des GLCs et responsable de la séquestration des GLCs dans le
cytoplasme (Marcinkiewicz A et al.,, 2006). Or en contexte infectieux, DGAT1, qui enrichit
en TAGs les GLCs en cours de synthese, permet également la localisation de la protéine C

mature (via son domaine D2) a leur surface (Herker E et al, 2010). Cet enrobage des GLCs
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par la protéine C a pour conséquence de remplacer PLIN2 en faveur d’'un enrichissement
en PLIN3, et donc de favoriser la rétention des GLCs a la membrane du RE (Boulant S et
al, 2006; Boulant S et al, 2008). De facon concomitante, Rab18 permet également le
recrutement de la protéine C aux GLCs, en plus de sa capacité intrinseque a retenir les
GLCs au RE (Ozeki S et al, 2005; Dansako H et al., 2014). L’extrémité 3’'NCR facilite
I'assemblage viral en recrutant DDX3 (« DEAD Box polypetide 3 »), qui induira la
lipogenese et la formation de GLCs via I'activation de SREBP-1 (Li Q et al, 2013). Lors de
'infection par le VHC, DDX3 est également localisée au niveau des GLCs, ou elle co-localise

avec les protéines du complexe de réplication (Pene V et al,, 2015).

La protéine C aux GLCs permet ensuite le recrutement de NS5A (Masaki T et al, 2008;
Masaki T et al., 2014), tout comme DGAT1 (Camus G et al., 2013). Grace a son domaine D1
liant I’ARN viral génomique, la protéine C pourrait également étre responsable de la
séquestration du génome viral au site d’oligomérisation de la capside (Boulant S et al,
2005). Le domaine D1 de NS5A, quant a lui, posséde un réle important via son association
aux GLCs et a 'ARN viral, mais aussi par son domaine D3 qui se lie a la protéine C (cf.

[1.2.C.h) (Appel N et al,, 2008).

Il a été décrit récemment que PLIN3, non lié aux GLCs, s’associe avec NS5A (Ploen D et al,,
2013a). De par 'enrichissement des GLCs en PLIN3 et la propriété du domaine D3 de
NS5A a interagir avec la protéine C, il est supposé que le couple NS5A/PLIN3 est
responsable de la migration de 'ARN viral du MW vers les GLCs riches en protéine C
(Figure 24) (Felmlee D] et al., 2013). Derniére protéine cruciale dans la relocalisation de
NS5A aux GLCs, I’ApoE recrute cette derniere grace a son hélice o en position C-terminale,
une fonction importante a la fois pour 'assemblage mais aussi pour la production de
particules virales infectieuses (Benga W] et al, 2010; Cun W et al, 2010). De fagon
additionnelle, Rab18 permet également le recrutement de NS5A aux GLCs associées au

RE, de fagon directe (Salloum S et al., 2013).

Afin de renforcer le recrutement de NS5A aux GLCs, DGAT1 intervient en formant un
complexe avec NS5A et la protéine C, ainsi qu’en favorisant la liaison entre ces 2 protéines
virales (Camus G et al.,, 2013). Apo]J, une protéine chaperon exprimée physiologiquement
au Golgi et retrouvée abondamment dans les VLDLs, stabilise également le complexe

protéine C / NS5A. Lors de l'infection par le VHC, son expression est augmentée a la fois
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dans les HHP et dans le sérum de patients chroniquement infectés, et est relocalisée a la
surface des GLCs ou elle co-localise avec la protéine C / NS5A et I’ARN viral (Lin CC et al.,
2014).

IL2.E.b.  Etapes tardives de I'assemblage viral

L’étape tardive de I'assemblage est une des étapes les plus méconnues du cycle viral du
VHC, tant sur sa localisation que sur les mécanismes et partenaires impliqués. Elle est
supposée étre initiée par l'oligomérisation de la protéine C lors de la formation de la
capside, ainsi que 'hétérodimeérisation d’E1 et E2 via les ponts disulfures entre leur
domaine transmembranaire (Vieyres G et al, 2010). Ces deux processus sont présumeés
étre des moteurs dans l'initiation du bourgeonnement, propulsant la membrane dans la
lumieére du RE (Figure 24). De plus, des travaux du laboratoire ont montré que le clivage
de la protéine C immature par la SPP n’est pas primordial a linitiation du
bourgeonnement ; I'inhibition de ce clivage, qui maintient la protéine C a la membrane du
RE, favoriserait au contraire le bourgeonnement (Vauloup-Fellous C et al, 2006). La
protéine C est recrutée au site d’assemblage par les couples p7/NS2 et NS3/NS4A (Jirasko
Vetal,2010; BosonBetal, 2011; MaY etal, 2011; Popescu Cletal.,, 2011; Stapleford KA
and Lindenbach BD, 2011). Simultanément, '’ARN virale synthétisé est acheminé au site
d’assemblage. Son recrutement serait opéré par le couple NS3-4A, car leur mutation
induit une diminution d’assemblage des particules virales (Beran RK et al, 2009;

Pietschmann T et al, 2009; Phan T et al., 2011).

Tout au long de la formation de la capside, la protéine C s’associe avec le domaine N-
terminal d’E1, tandis que le domaine D1 s’associe avec ’ARN viral dans la particule virale
naissante (cf. [1.2.C.a). Il est a noter que la liaison entre E1 et la protéine C nécessite au
préalable 'oligomérisation de cette derniére, ainsi que sa liaison a I’ARN viral (Nakai K et
al, 2006). La protéine C co-localise également avec E2 au site d’assemblage des virions
(Miyanari Y et al, 2007). PLA2 favorise cette liaison protéine C / E2, et contribue donc a
I'assemblage viral. En effet, I'association entre ces deux protéines structurales est 5 fois
moins importante lors de I'extinction de PLA2, réduisant de 100 fois I'infectiosité des
particules virales sécrétées (Menzel N et al, 2012; Li X et al, 2014). La protéine p7
intervient également de par son activité de viroporine en diminuant l'acidité des

compartiments de la voie de sécrétion (Wozniak AL et al, 2010), évitant ainsi une
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modification de la conformation des glycoprotéines d’enveloppe (Jones CT et al., 2007).
Le bourgeonnement aboutit a la libération dans la lumiére du RE de la particule virale,
constituée alors de E1 / E2 qui sont enchassées dans I'’enveloppe, de la capside et du
génome viral, mais peut-étre aussi de protéines cellulaires comme les Apos. A ce jour, il
n’est pas élucidé si leur association s’opere au moment bourgeonnement ou plus tard

dans les voies de sécrétion de la cellule

IL.2.F.  Sécrétion des particules virales
IL2.F.a. Maturation

Bien que les particules virales soient hétérogenes dans le sang circulant des patients, les
plus infectieuses sont celles associées aux VLDLs (Thomssen R et al., 1992; Prince AM et
al, 1996; Andre P et al, 2002; Nielsen SU et al., 2006). Ces derniéres étant synthétisées
spécifiquement dans I’hépatocyte (cf. Chapitre 1 : III), il est supposé que leur association
avec les particules virales s’effectue au sein de la cellule productrice. Cette hypothese est
soutenue par la baisse de production de virus infectieux observée lors de I'inhibition de
la biogenese des VLDLs, suggérant un lien intime entre la morphogenese du VHC et la
biogenese des VLDLs. En effet, l'utilisation de la naringénine, flavonoide du
pamplemousse, ou de molécules pharmacologiques inhibant la MTP, réduisent la
sécrétion de virus infectieux pour la plupart des auteurs (Huang H et al,, 2007b; Nahmias
Y et al, 2008), bien que cela soit controversé (Jiang ] and Luo G, 2009). Cependant, la
surexpression de la protéine C chez la souris bloque I'activité de transfert lipidique de la
MTP, sans impacter son niveau d’expression (Perlemuter G et al, 2002). Ces données
contradictoires sur l'utilisation de la MTP par le VHC seraient expliquées par une
intervention disjointe des deux processus. Dans un temps précoce, le virus utiliserait a ses
fins 'activité de MTP afin de disséminer l'infection, puis dans un second temps, apres
avoir atteint un niveau d’infection élevé, la protéine C inhiberait la MTP afin de limiter la
production virale (Mirandola S et al.,, 2010; Hussain MM et al,, 2012). La MTP est donc une
protéine clé dans la morphogenese du VHC, constituant un pont entre ce processus et la

biogenese des VLDLs.

La caractérisation des particules virales intracellulaires révele qu’elles sont associées aux

ApoB (Huang H et al., 2007b; Gastaminza P et al., 2008; Nahmias Y et al., 2008; Icard V et
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al, 2009), ApoE (Chang KS et al.,, 2007; Jiang ] and Luo G, 2009; Owen DM et al., 2009;
Benga W] etal, 2010; Merz A etal, 2011; Hueging K et al., 2014) et ApoC1 (Meunier JC et
al,, 2008), l'extinction de leur expression bloquant la production virale. ApoAl est
également impliquée a la fois dans I'étape de réplication et de morphogenese virale
(Mancone Cetal, 2011). Il existe néanmoins une controverse dans la littérature quant au

role de I'’ApoB dans la morphogenese virale (Jiang ] and Luo G, 2009; Cun W et al., 2010).

Une étude récente montre cependant par immunofluorescence in situ que les particules
virales naissantes s’associent précocement a ’ApoB et a ’ApoE au sein du RE (Boyer A et
al, 2014). L'immunocapture des complexes viraux intra et extracellulaires confirme qu'’ils
conservent cette association aux lipoprotéines apres sécrétion du virus. Les mémes
auteurs prouvent également que l'utilisation d’Ac neutralisants dirigés spécifiquement
soit contre ApoB, soit contre ApoE, diminuent l'infectiosité des particules sécrétées. Il
reste que la majorité des études sont réalisées en lignée Huh-7, cellules défectives pour la
sécrétion VLDLs. En effet, contrairement aux cultures primaires d’hépatocytes, les Huh-7
sécretent I'’ApoB a la densité des LDLs (entre 1,06 et 1,10 g/ml) suggérant un défaut de

maturation intracellulaire des lipoprotéines (Podevin P et al., 2010; Meex S] et al., 2011).
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Figure 25 : Modeles de morphogenése des lipo-viro-particules
d’apres (Bartenschlager R et al,, 2011; Boyer A et al., 2014)
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Le processus d’association entre la particule virale etla / les lipoprotéine(s) demeure non
élucidé, dii en partie aux incertitudes concernant la biogenése des VLDLs. Plusieurs
hypothéses sont émises: la premiere ferait intervenir le bourgeonnement viral
directement au niveau d’'une GLL naissante a laquelle sera associée une ApoE (Figure 25
A) (Bartenschlager Retal, 2011). Le complexe virus/GLL/ApoE fusionnerait ensuite avec
une pré-VLDL afin de I'enrichir en lipides, formant ainsi une LVP. A l'inverse, la seconde
hypothese associerait la particule virale en cours de bourgeonnement avec la pré-VLDL,
possédant déja 'ApoE (Figure 25 B) ou I'acquérant par la suite (Boyer A et al., 2014).
Dans de ces deux hypotheses, le bourgeonnement viral serait favorisé par la fixation de la
particule virale a la GLL ou la pré-VLDL, lesquelles, « bourgeonnant » dans la lumiere du
RE entraineraient avec elles la particule virale (Popescu Cl et al., 2014). Dans la troisiéme
et derniere hypothése, la particule virale bourgeonnerait de fagcon indépendante des
lipoprotéines, puis une fois libérée pourrait s’associer aux GLL et pré-VLDL (Figure 24)

(Felmlee DJ et al., 2013; Popescu Cl et al., 2014).

IL2.F.b. Sécrétion

Il est admis que la particule virale suit la voie de sécrétion des VLDLs en passant par
I'appareil de Golgi via une VTV (Figure 10). Une fois dans I'appareil de Golgi, la particule
virale subirai d’autres maturations, dont la modification des N-glycanes au niveau de E1
et E2 (Roth ], 2002). Les particules virales peuvent également s’enrichir en lipides au sein
de ce compartiment, au méme titre que les VLDLs, via le transfert de TAGs provenant
d'une GLC (Figure 10). Une étude récente a démontré que les TAGs et esters de
cholestérols contenus dans les GLCs sont importants dans la morphogenese virale
(Liethebber JM et al.,, 2014). L’inhibition de synthese des TAGs ou des esters de cholestérol
respectivement par la triacsin C, enzyme inhibant I’ACSL, ou I'YIC-C8-434, un inhibiteur
de I'AcylCoA cholestérol acyltransférase, diminuait significativement l'infectiosité des

particules virales sécrétées et de facon concomitante augmentait leur densité.

PLIN3 se fixe de facon originale aux particules virales, de par son affinité aux
lipoprotéines, et est cruciale a la sécrétion du virus via sa liaison avec Rab9 (Ploen D et al,
2013b). Rab9 est responsable du transport des vésicules vers le trans-Golgi, notamment

par son interaction avec PLIN3. L’inhibition de cette interaction conduit la particule virale
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a sa dégradation par un lysosome, démontrant I'importance du couple PLIN3/Rab9

(Ploen D et al., 2013b).

La sécrétion des particules virales est dépendante de la syntheése des sphingolipides. En
effet, I'inhibition de la phosphorylation de la OSBP diminue la réplication virale et abolit
la sécrétion des virions (cf. I1.2.D.b) (Amako Y et al,, 2009). OSBP, de par sa fonction de
récepteur cytosolique au cholestérol oxydé, intervient dans I'’homéostasie du cholestérol,
le métabolisme des PLs et le transport vésiculaire (Yan D and Olkkonen VM, 2008). Sa
participation dans la sécrétion du virus s’effectue en régulant le transfert des céramides,
effectué par la protéine de transfert de céramides (CERT), dans I'appareil de Golgi (Amako
Y etal, 2009). Ainsi transférés dans le Golgi, les céramides permettent la synthese de novo
de sphingomyéline qui est nécessaire a la sécrétion des vésicules. La protéine kinase D
phosphoryle OSBP et CERT, respectivement sur les sérines en position 132 et 240,
inhibant leur fonction. De fait, la protéine kinase D tend a réduire la sécrétion des VLDLs,
mais aussi du virus, comme cela est démontré lors de la surexpression de cette enzyme
(Amako Y et al, 2011). De fagon intéressante, les mémes auteurs démontrent que
I'infection par le VHC diminue l'activation de la protéine kinase D, tournant ainsi la

sécrétion des lipides a son avantage.

Un autre mécanisme de détournement de la voie de sécrétion des lipides est celui faisant
intervenir le géne PTEN (« phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome
10 »). Ce géne est associé a un réle anti-tumoral et est sous-exprimé lors de cancers, dont
le CHC (Leslie NR and Foti M, 2011), mais aussi lors des stéatoses hépatiques non-
alcooliques, induites par le VHC ou non (Vinciguerra M et al., 2008; Clement S et al., 2011).
L’extinction de PTEN en lignée Huh-7 stimule la sécrétion des particules du VHC, tandis
que sa surexpression inhibe cette sécrétion (Peyrou M et al.,, 2013). L’extinction de PTEN
engendre également une augmentation de la biosynthese d’esters de cholestérol,
provoquant par leur stockage une augmentation de la taille des GLCs. L’augmentation des
esters de cholestérol dans les GLCs peut servir ensuite a enrichir les LVPs ou les vésicules
de sécrétion (Figure 10), favorisant ainsi la sécrétion de par sa propriété a fluidifier les
membranes (Pollard TD et al,, 2004). Il est a noter que les patients infectés par le VHC
présentent fréquemment une hypocholestérolémie, corrélant avec les précédentes
observations (Hofer H et al, 2002; Honda A and Matsuzaki Y, 2011). Les protéines de la

famille des cyclophilines, au-dela de leur role dans la réplication virale (Watashi K et al,,
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2005; Gaither LA et al, 2010), participent a la voie de sécrétion des lipides. Par
conséquent, elles participent également a celle des particules virales comme cela est
démontré lors de l'inhibition des cyclophilines (Anderson L] et al., 2011). Leur inhibition
induit une fusion des GLCs, une accumulation de ’ApoB sous forme d’ « ApoB-crescents »
responsable de sa séquestration / dégradation et d’'une diminution de sécrétion des
VLDLs. Ces résultats apportent un argument supplémentaire en faveur de l'utilisation de
la voie de sécrétion des VLDLs par le virus, a ses fins. Les LVPs incorporent de nouveau
une VTV afin d’étre sécrétées dans le milieu extracellulaire par les mécanismes usuels de
sécrétion cellulaire, dépendant notamment des microtubules et de VAMP1 (Coller KE et

al, 2012).

I.3. Les modeles d’infection

I.3.A. Les modeles d’'infection in vivo
I.3.A.a.  Modeles primates

Naturellement, le VHC n’est retrouvé que chez I'espece humaine, chimpanzé peut étre
infecté expérimentalement par des particules VHCser ou VHCcc de plusieurs génotypes,
et le cycle infectieux complet a lieu, y compris la production de virus infectieux (Alter H]
et al, 1978; Hollinger FB et al, 1978; Lindenbach BD et al.,, 2006; Kato T et al,, 2008). Le
chimpanzé est pertinent dans I’étude du VHC car I'infection par le VHC est stable (Erickson
AL et al, 1993; Walker CM, 1997; Beard MR et al, 1999). Contrairement aux modeles
d’animaux « humanisés », le chimpanzé est immunocompétent, et induit d’ailleurs une
réponse immunitaire similaire a celle développée chez I'Homme. Toutefois, les
chimpanzés ne développent ni fibrose, ni cirrhose, et présentent des lésions hépatiques
moins importantes que chez 'Homme. Bien qu’il ait contribué a I'identification du VHC et
I’étude de la phase aigué de l'infection, le recours a ce modele est de moins en moins

justifié tant sur le plan éthique que financier (Beames B et al., 2000).

I1.3.A.Db. Modéles murins

Les modeles murins ont été développés afin de remplacer le modeéle simien. Le premier
d’entre eux est développé a partir de souris uPA/SCID («albumin-urokinase-type

plasminogen activator / severe combined immunodeficiency ») (Mercer DF et al, 2001).
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Ces souris ont un systeme immunitaire aboli et leurs hépatocytes sont spécifiquement
détruits par la production d'urokinase plasminogene induite par un transgene. Au cours
de leur destruction, des hépatocytes humains xénotransplantés peuvent recoloniser le
foie des souris (Meuleman P and Leroux-Roels G, 2008). Le foie chimérique ainsi
développé est permissif au VHC, conférant une infection virale prolongée avecla détection
de titres infectieux, mais sans développer de réponse immunitaire (Mercer DF et al., 2001;
Meuleman P et al., 2005; Meuleman P and Leroux-Roels G, 2008). Jusqu’a présent, I'étude
du systeme immunitaire ne pouvait se faire que chez les chimpanzés ou bien chez
I'Homme, le systéeme immunitaire des souris étant abolis afin que la xénotransplantation
ne soit pas rejetée par I'organisme receveur. Tres récemment, un nouveau modele de
souris humanisées HIS-HUHEP, pour « human immune system - human hepatocytes », a
justement été développé afin de permettre I'étude du systéme immunitaire humain chez

la souris (Strick-Marchand H et al., 2015).

Un nouveau modele original, variant du précédent modele princeps, utilise pour
recoloniser le foie des souris des hépatocytes humains générés a partir de cellules souches
pluripotentes induites (Carpentier A et al., 2014). Des cellules somatiques sanguines ou
des fibroblastes dermiques prélevés de patients peuvent ainsi étre différenciées en
hépatocytes, aprés reprogrammation nucléaire. Ce systéme présente deux avantages
majeurs : primo, ces cellules humaines sont beaucoup plus faciles d’acces par rapport aux
hépatocytes humains et, secondo, possedent de facto le patrimoine génétique du patient.
Ce dernier point permet a la fois I'’étude de 'impact du fond génétique du patient sur

l'infection, mais également de développer des traitements sur mesure.

I.3.B. Les modeéles cellulaires

I.3.B.a.  L’évolution des modéles jusqu’en 2005

Les tentatives de culture du VHC remontent avant méme la découverte de son génome en
1989, mais resterent infructueuses. Ce virus est le premier de I'histoire de la virologie a
avoir été identifié d’abord par clonage de son génome, avant d’avoir été visualisé et
cultivé. Le systeme d’expression hétérologue d’E1 et E2, de fagon stable ou transitoire,

bien que limité a I'étape de fixation du virus, a permis l'identification des récepteurs
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membranaires CD81 et SR-B1 (Pileri P et al, 1998; Scarselli E et al, 2002), ainsi que
I’étude de la structure et des propriétés d’E1 et E2 (Dubuisson | et al., 1994; Dubuisson ]
etal, 2000; Patel AH et al.,, 2000). En 2003 a été décrit le systeme des VHCpp, qui sont des
chimeres entre des particules lentivirales ou rétrovirales et les glycoprotéines
d’enveloppe du VHC qui sont enchassées dans 'enveloppe de ces pseudotypes viraux
(Bartosch B et al.,, 2003b; Drummer HE et al., 2003; Hsu M et al.,, 2003). Les VHCpp sont
utilisées afin d’étudier 'entrée virale exclusivement et ont contribué a I'identification des

autres récepteurs d’entrée du VHC.

Une des grandes étapes dans 'avancée des recherches sur le VHC fut la mise au point de
réplicons, qui ont permis de défricher les mécanismes de réplication et de traduction
virale (Lohmann V et al,, 1999). 1l s’agit d’'un ADNc comprenant tout ou partie du génome
du VHC, et doué d’autoréplication lors de sa transfection en cellules de lignée
hépatocytaire (Ikeda M et al.,, 2002; Pietschmann T et al., 2002). Ce systeme ne permet pas
la production de particules virales infectieuses, mais a tout de méme permis la description
des complexes de réplication et du MW (Moradpour D et al, 2004b). Il a permis
également, a partir de la lignée d’hépatocarcinome Huh-7, d’obtenir des cellules
hautement permissives au VHC, par un traitement a 'NF-a ou y, générant respectivement

les clones Huh-7.5 et Huh-7.5.1 (Blight K] et al., 2002; Zhong ] et al., 2005).

L’étude de I'étape d’assemblage a pu étre initiée grace au développement d’'un systéme en
cellules d’insectes utilisant un baculovirus possédant ’ADNc codant les protéines
structurales du VHC (Baumert TF et al., 1998). Puis, un autre systeme a vu le jour utilisant
comme vecteur un réplicon dérivé du virus de la forét de Semliki (SFV) dans des cellules
BHK-21 (Blanchard E et al,, 2002). Ce systeme reste le seul permettant de visualiser des
événements de bourgeonnement dans le RE de pseudo-particules virales, mais est limité
par le caractere abortif du bourgeonnement. En fait, c’est'absence de systeme permettant
de reproduire la production de particules virales infectieuses qui a longtemps été un frein
a la culture du VHC ; réciproquement, il fallut attendre 1’établissement du systeme VHCcc

pour étudier les déterminants de 'assemblage viral.

IL3.B.b.  Le systéme de culture cellulaire du VHC (VHCcc)

Les recherches sur le VHC sont entrée dans une nouvelle ere en 2005, lors de la

description du premier systeme de culture cellulaire permettant le cycle entier du virus
98



incluant la production de nouvelles particules virales infectieuses. Ce systéme tire parti
d’un réplicon développé a partir d’'une souche isolée chez un patient japonais atteint d'une
hépatite C fulminante (JFH1, pour « japanese fulminant hepatitis »), de génotype 2a (Kato
T et al, 2003). Un ADNc du génome viral a été généré puis cloné dans un vecteur
d’expression afin de permettre sa transcription in vitro (Wakita T et al, 2005). L’ARN
génere est électroporé dans des sous-lignées hautement permissives de cellules Huh-7,
qui produisent alors des virions infectieux a la fois in vitro et in vivo chez le chimpanzé
(Wakita T et al, 2005; Zhong | et al., 2005). Le méme principe a par la suite été appliqué a
d’autres souches de VHC, de génotype 1a (Yi M et al, 2006; Li YP et al,, 2012; Li YP et al,
2015) ou 1b (Kato T et al., 2007; Pietschmann T et al., 2009; Yi M and Lemon SM, 2009),
mais toutes les souches de VHC ne sont pas cultivables, tout au moins pas avec la méme
efficacité que JFH1. En effet, les protéines non-structurales de ces différentes souches ne
permettent pas en culture cellulaire une réplication aussi efficace que celle de JFH1. C’est
pourquoi des chimeéres ont été développées, présentant les protéines structurales de
différents génotypes, et les protéines non-structurales de la souche JFH1 (Pietschmann T
et al, 2006; Jensen TB et al., 2008; Scheel TK et al., 2008; Gottwein JM et al., 2009). Une
étude vient tout juste d’attribuer en partie ce défaut de réplication a I'absence de la
protéine SEC14L2 (Saeed M et al.,, 2015). La seule expression de cette protéine en lignée
cellulaire Huh-7.5 suffit a permettre la réplication pangénotypique du VHC, y compris lors
de l'inoculation avec du sérum de patient infecté. Mais le niveau de réplication et de
production de virus infectieux étant relativement modeste, cette protéine ne suffit pas a
elle seule a reproduire les conditions in vivo. Il est a noter que SEC14L2 est un régulateur
de la voie PI3K/Akt, mais intervient aussi dans le métabolisme du cholestérol (Kempna P

etal, 2003; Mokashi V et al.,, 2005).

La caractérisation des particules virales VHCcc révele cependant que leur profil est en
partie différent de celles produites in vivo. Les particules VHCcc ne présentent qu'un pic
de densité situé entre 1,10 et 1,15 g/ml, tandis que celles produites in vivo chez le
chimpanzé présentent un second pic a une densité plus faible, entre 1,02 et 1,05 g/ml,
corrélant avec une plus forte infectiosité (Gastaminza P et al., 2006; Lindenbach BD et al.,
2006). Comme les LVPs produites in vivo, les particules VHCcc sont pourtant associées a

des lipoprotéines, mais avec des différences (cf. I1.1.C.b). Ces différences sont expliquées
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par un défaut intrinseque des Huh-7 dans I'assemblage et la maturation d’authentiques

VLDLs (Podevin P et al., 2010; Meex S] et al., 2011).

L’inaptitude des cellules Huh-7 a sécréter d’authentiques VLDLs proviendrait de 'absence
de certains constituants dans le sérum de veau feetal (SVF) utilisé pour leur culture.
Effectivement, la culture des cellules Huh-7 avec du sérum humain rétablit la sécrétion
d’authentiques VLDLs (Steenbergen RH et al., 2013). De fait, un pic de particules virales
de tres faible densité apparait avec une augmentation concomitante de leur association a
I’ApoB, et de leur infectiosité spécifique. La méme équipe a déterminé que le sérum
humain favorise la sécrétion des VLDLs en stimulant I'expression de PGC-1a (Figure 2),
mais aussi celle de CIDEB (Singaravelu R et al., 2013). Les auteurs ont montré que
’élévation d’expression de CIDEB coincidait avec (1) un accroissement de la taille des
GLCs, (2) une diminution intracellulaire de PLIN2 et (3) une sécrétion d’authentiques

VLDLs.

IL.3.B.c. Cultures d’hépatocytes humains primaires

Dernier modeéle a étre développé, la culture d’'HHP constitue le modele cellulaire le plus
pertinent pour I'étude du VHC. Les hépatocytes sont prélevés a partir de pieces de
résection hépatique de patients séronégatifs pour toutes hépatites virales et le virus de
I'immunodéficience humaine. Les patients opérés présentent principalement des
métastases de cancers colorectaux ou des tumeurs bénignes du foie, et seuls les tissus
d’apparence saine autour de la tumeur sont isolés. Les hépatocytes sont ensuite dissociés
et ensemencés en une monocouche confluente. Les conditions de culture, notamment
I'ajout d’hydrocortisone, permettent de conserver leurs caractéristiques, a savoir des
cellules hautement différenciées, mono ou binucléées, ayant une forme polygonale et
possédant un cytoplasme étendu et granuleux avec des inclusions vésiculaires (Hewitt NJ

etal, 2007).

Le niveau de différenciation des hépatocytes est évalué par I'expression de certaines
protéines plasmatiques, dont’'albumine et des facteurs de la coagulation (Biron-Andreani
C et al, 2004); certains membres de la famille des cytochromes P450 (CYP), dont
notamment CYP2C9 et CYP3A4 (Pascussi JM et al.,, 2001; Drocourt L et al., 2002; Gerbal-
Chaloin S et al., 2002; Assenat E et al., 2004). 1l est a noter que CYP3A4 n’est pas exprimé
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dans les lignées cellulaires hépatiques (Pascussi JM et al., 2001; Harmsen S et al., 2008;

Podevin P et al., 2010).

Etant des cellules non cancéreuses, les PHH ne proliferent donc pas et nécessitent d’étre
ensemencés a forte confluence, condition cruciale a leur viabilité avec la matrice
extracellulaire (Dunn JC et al, 1991; Hamilton GA et al, 2001; Raymond VA et al,
2009). Néanmoins, a peine 5 % des hépatocytes sont polarisés dans ce systéme tandis
qu'ils le sont tous dans le foie (Mee C] et al., 2009). Mais la formation de desmosomes par
les jonctions serrées ainsi que la sécrétion dans le surnageant de protéines telle que
I'albumine laisse supposer que la face orientée vers le milieu extracellulaire s’apparente
au pole basolatéral des hépatocytes in vivo (Decaens C et al., 2008). Cependant, les HHP
présente une forte autofluorescence, empéchant raisonnablement toute étude par une

approche en immunofluorescence (Gondeau C et al.,, 2009).

Le premier modele a consisté en la culture d’"HHP provenant de patients infectés par le
VHC, permettant de détecter a la fois la présence de brins d’ARN de polarité positive et de
particules virales infectieuses dans le surnageant de culture (Ito T et al, 1996). Ces
surnageants permettent l'infection d’HHP naifs, mais aboutissent a une réplication tres
faible du virus. Une autre stratégie a ensuite été entreprise, en inoculant des HHP naifs
avec des sérums de patients infectés (Fournier C et al., 1998; Rumin S et al., 1999; Castet
Vetal, 2002). Si I'infection par des VHCser de génotype 1 a 5 est possible dans ce second
modele, la reproductibilité était aléatoire et les niveaux de réplication étaient faibles et
imprévisibles (Carriere M et al., 2006; Molina S et al., 2007; Buck M, 2008). Récemment,
I'identification de constituants sériques influencant l'infection et la sélection de certains
sérums de patients infectés par le VHC (de génotype 1b et 3a) ont permis d’atteindre une
réplication virale efficace (Gondeau C et al, 2014). En revanche, les auteurs n’ont pas

examiné la production de virus infectieux.

Molina et collaborateurs ont montré que I'inoculation des HHP naifs par des particules
VHCcc (génotype 2a, JFH1) plutot que par des VHCser est plus avantageuse aussi bien
pour la reproductibilité que pour le niveau de la réplication virale (Molina S et al., 2008).
En effet, la quantité d’ARN de polarité positive du VHC est dix fois plus élevée que celle
observée avec les VHCser, méme si elle demeure dix fois moins importante que celle

obtenue en cellules Huh-7.5 avec la méme souche et a multiplicité d’infection (MOI) égale.
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En revanche, 'inoculation des HHP avec des particules VHCcc de la chimeére J6/JFH1
permet d’aboutir a un niveau de réplication similaire a celui en cellules Huh-7.5 (Mee CJ
et al, 2009). Cependant, aucune des équipes n’a rapporté la production de particules
virales infectieuses, ou du moins a un niveau détectable permettant d’étudier les
propriétés des particules virales produites (Ploss A et al., 2010). C’est en 2010 que notre
équipe a décrit pour la premiere fois en HHP un modele d’infection productive par le VHC
de génotype 2a (JFH1) mais aussi 2a/1b (chimere Con1/C3) (Podevin P et al, 2010). En
effet, la production de particules virales infectieuses atteint dans ce modele 104 a 106
unités formant foyer (uff)/ml, couplée a un niveau élevé de la réplication intracellulaire
de I'ordre de 10¢ copies/ug d’ARN. De facon intéressante, ces particules virales produites
en culture primaire d’hépatocytes (VHCpc) sont caractérisées par une infectiosité
spécifique plus élevée et une densité plus faible. Ces observations sont cohérentes avec
I'enrichissement des particules virales en lipides, phénomene pouvant étre expliqué par
I'aptitude des HHP a sécréter d’authentiques VLDLs, contrairement a la lignée Huh-7
(Podevin P et al., 2010; Meex S] et al.,, 2011). Cela est confirmé par la perte d’'infectiosité
spécifique et l'augmentation de densité des particules virales produites lors de

I'inoculation de cellules Huh-7.5.1 par des VHCpc.

Ce modele permet donc a la fois la sécrétion d’authentiques VLDLs et la production de
particules virales dont les propriétés sont les plus proches in vitro de celles des VHCser in
vivo. Il constitue donc un modele de choix, car physiologiquement pertinent pour la
validation de drogues antivirales (Haid S et al.,, 2012), et '’étude la plus fidele possible des

interactions entre le VHC et sa cellule hote naturelle (Herker E et al,, 2010).
III. VHC et stéatose hépatique

III.1. Observations cliniques

La définition stricto sensu de la stéatose hépatique est une accumulation de lipides au sein
des hépatocytes, de facon majoritaire sous forme de TAGs (Review T et al, 2014). En effet,
les espéces lipidiques prédominantes dans les hépatocytes sont les TAGs, suivis du
cholestérol sous ses deux formes. Il en existe deux formes cliniques, hors contexte
alcoolique : la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD, pour « nonalcoholic fatty liver
desease ») et la stéato-hépatite non alcoolique (NASH, pour «non-alcoholic

steatohepatitis »). La NASH est la forme sévere de la NAFLD, présentant en plus de
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I'accumulation de lipides une inflammation et des lésions hépatiques. Elle est de moins
bon pronostic évoluant plus fréquemment vers une cirrhose et un CHC. La NASH et la
NAFLD représentent la premiere cause de maladies hépatiques dans les pays occidentaux
et peuvent étre associées a une insulino-résistance, une hyperlipidémie ou encore
I'obésité. Chez les patients atteints d’hépatite C chronique, une stéatose hépatique est
retrouvée dans 40 % des cas (Asselah T et al,, 2006). Cette prévalence est la plus élevée
des maladies chroniques du foie, les patients atteints d’hépatite B ne présentant une
stéatose que dans 20 % des cas (Rubbia-Brandt L et al,, 2000; Thomopoulos KC et al,
2006). L'occurrence peut augmenter jusqu'a 80 % si les patients infectés par le VHC
présentent des facteurs d’aggravation tels que la consommation d’alcool, le diabéte, ou
I'obésité. Chez les patients infectés par le VHC de génotype 3, la stéatose est également
plus fréquente et aussi plus sévere, évoluant plus fréquemment vers une cirrhose et un
CHC (Mihm S et al., 1997; Rubbia-Brandt L et al.,, 2000; Adinolfi LE et al.,, 2001; Castera L
et al, 2004; Goossens N and Negro F, 2014b). Ce génotype aurait donc un pouvoir

stéatogénique direct, ou du moins plus important, par rapport aux autres génotypes car :

- La charge virale correle avec la sévérité de la stéatose de facon plus significative pour le

génotype 3 (Rubbia-Brandt L et al., 2000; Adinolfi LE et al., 2001).

- La stéatose est réduite, voir disparait, chez les patients atteints d’'un génotype 3 et
répondant aux traitements antiviraux, tandis que la stéatose peut persister chez les
patients infectés par d’autres génotypes, et ce méme en cas de réponse prolongée (Kumar
Detal, 2002; Poynard T et al., 2003). De plus, une rechute pour le génotype 3 est associée
a une réapparition de la stéatose (Kumar D et al.,, 2002; Poynard T et al., 2003).

III.L1.A. Protéine de capside et stéatose

Les patients chroniquement infectés par le VHC présentent couramment une stéatose
hépatique, qui est associée de facon plus fréquente au génotype 3 (Rubbia-Brandt L et al,,
2000; Negro F and Sanyal A], 2009). La protéine C de génotypes 3 et 1 ont été décrites
comme des acteurs majeurs du développement de la stéatose, id est I'accumulation de
lipides au sein de la cellule (Lerat H et al.,, 2002; Qiang G et al.,, 2009). La protéine C active
la voie de synthese des lipides par I'activation de SREBP, tout en inhibant leur voie de
sécrétion, au méme titre que lors d'un apport en glucose (cf. Chapitre 1 : 1.1.C), mais aussi

leur catabolisme (Syed GH et al., 2010) (cf. I1I). Il a également été décrit que I'expression
103



de la protéine C induit une inhibition de PLIN3 a la surface des GLCs (McLauchlan ], 2000),
PLIN la plus exprimée sur les GLCs de plus petites tailles et quasi inexprimée a mesure de
I'avancée de la stéatose (cf. Chapitre 1 : I1.1.C.a) (Pawella LM et al, 2014). Ces résultats
impliquent donc la protéine C comme un acteur de la stéatose, par l'inhibition de la
sécrétion des lipides, et peuvent expliquer I'hypobétalipoprotéinémie observée chez les
patients chroniquement infectés (Serfaty L et al, 2001; Petit JM et al., 2003; Mirandola S
etal, 2006).

III.2. Mécanismes d’'induction

La stéatose viro-induite n’est pas due a I'altération d’'une simple et unique voie, mais d'un
ensemble, allant de la capture des lipides a partir du sang jusqu’a leur rétention, en
passant par une augmentation de leur synthése et une inhibition de leur dégradation au
sein de la cellule (Figure 26). Le VHC accroit ainsi la synthése de lipides en modulant le

niveau d’expression des genes impliqués dans la gluconéogenese et la lipogenése (Su Al
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d’apres (Filipe A and McLauchlan ], 2015)
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et al, 2002; Diamond DL et al, 2010) dont : SREBP-1 (Kapadia SB and Chisari FV, 2005;
Waris G et al., 2007; Olmstead AD et al.,, 2012), 1a glucose 6 phosphatase (Banerjee A etal,
2010), la FAS (Bose SK et al, 2014) et DGAT1 (Parvaiz F et al, 2014). La voie de la
lipogenese est également activée en amont de SREBP-1 via le recrutement de DDX3 par

I'extrémité 3’'NCR du VHC, favorisant ainsi la formation de GLCs (Li Q et al,, 2013).

Les études cliniques montrent que les patients atteints d’hépatite C sont plus enclins a
développer une insulinorésistance de type 2 (Negro F, 2011; Goossens N and Negro F,
2014a). En effet, la stéatose peut induire une insulinorésistance, et inversement, mais les
mécanismes mis en jeu ne sont pas totalement élucidés (Weickert MO and Pfeiffer AF,
2006; Bose SK etal, 2012). PTEN serait un acteur important dans la liaison entre ces deux
pathologies, car étant un régulateur de la voie de I'insuline, il est sous-exprimé lors de la
stéatose viro-induite par le génotype 3 chez les patients (Clement S et al.,, 2011). De plus,
I'extinction de PTEN chez la souris induit une NAFLD qui évolue progressivement vers

une NASH, puis un CHC (Horie Y et al,, 2004).

En parallele de la synthese de lipides, 'inhibition de la B-oxydation des AGs est également
un des mécanismes responsables de la stéatose, provoquant une diminution de sécrétion
des VLDLs. Elle s’opere par l'inhibition d’expression de PPAR-a qui est observée chez les
patients, et gouvernée par miR27 et l'extrémité 3’'NCR (Dharancy S et al, 2005;
Singaravelu R et al., 2014a). La protéine C permet également l'inhibition de la 3-oxydation
par deux voies distinctes. La premiere est celle faisant intervenir la voie de FoxA2 et ses
deux partenaires, la medium et la « short-chain-acyl-deshydrogenase » (respectivement
MCAD et SCAD). L’infection par le VHC comme l'expression de la protéine C seule inhibent
in vitro MCAD et SCAD (Bose SK et al., 2014). La seconde voie est médiée par I'activation
de PPAR-a. Cette observation faite in vitro et in vivo en modele murin est contradictoire
de prime abord avec miR27, mais s’explique par un mécanisme d’action différent ou
I'augmentation de PPAR-a induit la dégradation de la membrane externe mitochondriale

(Barbaro G et al.,, 1999; Okuda M et al.,, 2002; Tanaka N et al., 2008).

Enfin, il est a noter que I'absence de modele pertinent pour I'étude de la stéatose ne
permet pas une description exhaustive des mécanismes impliqués dans ce processus. La
génération d’'une nouvelle souche de génotype 3a intégral par la sélection de mutations

adaptatives, appelée S310, semble un outil prometteur dans I’étude de la stéatose (Kim S
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etal., 2014). En effet, cette souche permet pour la premiére fois d’atteindre un taux élevé
d’'infection en lignée Huh-7 avec un génome de type 3 et cause une accumulation
intracellulaire de petites GLCs apparentée a la stéatose micro-vésiculaire observée chez

certains patients (Felmlee DJ et al., 2014; Kim S et al, 2014).
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Résultats

Le métabolisme lipidique hépatocytaire joue un role central dans le cycle infectieux du
VHC, et ce des I'entrée du virus jusqu’a la sécrétion des nouvelles particules virales sous
forme de complexes avec les VLDLs. Cette frontiere viro-métabolique originale explique
en partie le tropisme du VHC pour les hépatocytes. Malgré les progres considérables dans
la compréhension du cycle viral, I'étape de morphogenese demeure la moins comprise. En
2007, Miyanari et al. ont décrit les GLCs comme une plate-forme d’assemblage du virus,
ou convergent tous les acteurs de la morphogeneése. Les GLCs stockent les lipides neutres
au sein d'une monocouche de PLs, principalement la phosphatidylcholine, a laquelle sont
associées des protéines, dont des enzymes du métabolisme lipidique. Les GLCs participent
a la synthese des VLDLs par le transfert des lipides a la membrane du RE, et voient leur
localisation ainsi que leur taille modifiées lors de I'infection par le VHC. Il est donc logique
de supposer que le VHC détourne le métabolisme lipidique des GLCs au profit de la
production de LVPs. Moessinger et collaborateurs ont décrit que LPCAT1, une enzyme
catalysant la synthese de PLs directement a la surface des GLCs, est localisée a la surface
des GLCs avec pour conséquence un remodelage de ces dernieres (Moessinger C et al.,
2011; Moessinger C et al., 2014). Dans ce contexte, mes travaux de these se sont focalisés
sur I’étude du détournement de cette voie par le VHC, puis ont précisé le role de LPCAT1

a la fois dans le cycle infectieux du VHC et dans le métabolisme lipidique hépatocytaire.

Tout d’abord, nous avons montré que l'infection de novo par le VHC en lignée
hépatocytaire Huh-7 induisait une diminution de I'expression de ’ARNm et de la protéine
LPCAT1, suggérant une régulation transcriptionnelle de cette enzyme par le VHC (Fig.1).
Afin d’étudier I'impact de LPCAT1 sur le cycle infectieux, nous avons inoculé avec la
souche JFH1 des cellules de lignée Huh-7.5.1 préalablement déplétées pour LPCAT1. Si
I'extinction de LPCAT1 n’avait aucun impact sur la réplication du génome viral, elle
augmentait la production de particules virales infectieuses, révélant donc un réle dans la
morphogenése du VHC (Fig.2A). Afin de déterminer si cette augmentation correle
seulement avec une augmentation de la production virale, ou bien un gain d’infectiosité
des particules, les deux hypothéses n’étant pas mutuellement exclusives, nous avons

quantifié la charge virale dans les surnageants de culture. Le fait qu’elle n’augmentait pas
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significativement nous a permis d’en déduire que l'extinction de LPCAT1 amplifie
I'infectiosité spécifique des particules virales. L’infectiosité des particules virales étant
inversement proportionnelle a leur densité, nous avons ensuite caractérisé la densité des
particules virales produites en gradient d’iodixanol. Une augmentation de la proportion
des particules virales de plus faibles densités a ainsi été décelée, compatible avec un

enrichissement en TAGs des particules virales (Fig2B).

Dans le but d’étudier le réle de LPCTA1 dans le métabolisme lipidique, nous avons ensuite
éteint 'expression de LPCAT1 en cellules Huh-7.5.1, infectées ou non. Lors de I'extinction
de LPCAT1 et de facon indépendante de l'infection, une diminution du nombre de GLCs a
été observée avec une augmentation de leur taille moyenne, suggérant une fusion des
GLCs (Fig.3 & 4, A-C). Nous avons également observé une accumulation intracellulaire de
TAGs a I'état d’équilibre, indiquant que I'augmentation de la taille des GLCs n’est pas
uniquement due a une éventuelle fusion des GLCs (Fig.3 & 4 D). La sécrétion des lipides
était également affectée puisque la quantité a la fois des TAGs néosynthétisés (Fig.3F) et
d’ApoB (Fig.3 & 4, E) étaient plus élevée dans les surnageants, attestant d’'une
augmentation de la production de VLDLs. En revanche, I'absorption des lipides n’était pas
affectée. De fagon intéressante, I'exces d’ApoB sécrétée était retrouvé a la densité des

particules virales (Fig.4F).

La derniere étape de cette étude était de valider les résultats dans un modele plus
pertinent aussi bien pour la culture du virus, que pour le métabolisme hépatique.
L’extinction de LPCAT1 dans ce modele a validé 'augmentation d’inAinsi, nous avons
utilisé notre modele de culture du virus en HHP, et avons déterminé que plus le niveau
d’'infection était élevé, plus le niveau d’expression de LPCAT1 était faible (Fig.5A-B).
fectiosité spécifique des particules virales produites, qui corrélait de fait avec une

diminution de leur densité (Fig.5C-D).

L’ensemble de ces résultats nous permet de proposer un modele dans lequel la diminution
d’expression de LPCAT1, induite par le VHC, serait une stratégie virale pour détourner le
métabolisme hépatocytaire des TGs au profit de la production des LVPs, hautement

infectieuses.

Ces travaux ont d’ores et déja été soumis pour publication.
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Abstract

Background & Aims: Hepatitis C virus (HCV) is intimately linked with the liver lipid
metabolism, devoted to the efflux of triacylglycerols stored in lipid droplets (LDs) in the form
of triacylglycerol-rich lipoproteins: (i) the most infectious HCV particles are those of lowest
density due to association with triacylglycerol-rich lipoproteins; (i1) HCV-infected patients
frequently develop hepatic steatosis (increased triacylglycerol storage). The recent
identification of lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 (LPCAT1) as an LD phospholipid-
remodelling enzyme prompted us to investigate its role in liver lipid metabolism and HCV
infectious cycle.

Methods: Huh-7.5.1 cells and primary human hepatocytes (PHH) were infected with JFH1-
HCV. LPCATI1 depletion was achieved by RNA interference. Cells were monitored for
LPCATI expression, lipid metabolism and HCV production and infectivity. The density of viral
particles was assessed by isopycnic ultracentrifugation.

Results: Upon HCV infection, both Huh-7.5.1 cells and PHH had decreased levels of LPCAT1
transcript and protein, consistent with transcriptional downregulation. LPCAT1 depletion in
either naive or infected Huh-7.5.1 cells resulted in altered lipid metabolism characterized by
LD remodelling, increased triacylglycerol storage and increased secretion of triacylglycerol-
rich lipoproteins. In infected Huh-7.5.1 cells or PHH, LPCAT1 depletion increased production
of the viral particles of lowest density and highest infectivity.

Conclusions: We have identified LPCAT1 as a modulator of liver lipid metabolism
downregulated by HCV, which appears as a viral strategy to increase the triacylglycerol content
and hence infectivity of viral particles. Targeting this metabolic pathway may represent an

attractive therapeutic approach to reduce both the viral titre and hepatic steatosis.

Introduction

The hepatitis C virus (HCV) is a leading cause of chronic liver disease worldwide. Unique to
this human hepatotropic virus is its tight link with the host lipid metabolism [1-3]. Clinical
evidence in chronically infected patients has long recognized the high prevalence of liver
steatosis, defined as an accumulation of lipids, essentially accounted for by triacylglycerols
(TAGs), in cytosolic lipid droplets (LDs) of hepatocytes. Moreover, HCV particles are
heterogeneous in the circulating blood of patients and the most infectious viral particles are

those of exceptionally low buoyant density due to their association with apolipoprotein B
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(ApoB)-containing TAG-rich lipoproteins in original structures referred to as lipo-viro-particles
(LVPs) [4, 5]. As hepatocytes are specialized in the assembly and secretion of the ApoB-
containing TAG-rich lipoproteins known as very-low-density lipoproteins (VLDLs), a working
hypothesis is that LVPs are formed originally within infected cells, the hepatocellular lipid

metabolism being hijacked by HCV for the benefit of their morphogenesis [6-8].

LDs consist of a core of TAGs and cholesterol esters surrounded by a monolayer of
phospholipids (PLs) and cholesterol [9]. In hepatocytes, major metabolic relationships exist
between cytosolic LDs and VLDLs: indeed, TAGs stored in cytosolic LDs provide most of the
TAGs present in VLDLs through a mechanism of hydrolysis-reesterification [10, 11]. Many
proteins interact with the LD surface, as shown by proteomic characterization of LDs isolated
from hepatic cells [12, 13]. The LD proteome includes structural proteins, perilipins, and
proteins that control several cellular pathways including lipid metabolism (e.g., lipases,
acyltransferases), membrane trafficking, signalling, etc. [14, 15]. The interaction of these
proteins with the LD surface can be modulated through mechanisms, probably of multiple
causes, that are just only starting to be clarified [16, 17]. Because of the large variety of PLs
confering different physicochemical properties to the LD surface, the nature of PLs is a factor
that can modulate the strength of protein association [18, 19]. The most abundant PL of the LD
surface is phosphatidylcholine [20]. The lysophosphatidylcholine acyltransferase (LPCAT)
family consists of PL-remodelling enzymes [21] and LPCATI1, which is expressed in
hepatocytes, was recently reported to interact with the surface of cytosolic LDs and to influence

lipoprotein secretion from these cells [22, 23].

These considerations prompted us to investigate a potential involvement of LPCAT1 in HCV
infection. Indeed, LPCAT is shown here to be downregulated by HCV. LPCATI depletion, in

turn, was found to increase the virus infectivity.

Materials and Methods
Cell culture and infection

Huh-7.5.1 cells were cultured as described previously [24] and, where indicated, incubated with
0.6 mM oleic acid in complex with bovine serum albumin (BSA) for the last 24 h of culture to
promote LD formation (see the Supplementary material). Primary human hepatocytes (PHH)

purchased from Biopredic (Rennes, France) were seeded at a density of 1.6 x 10° viable
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cells/cm? and maintained in culture as described previously [25]. A JFH1-HCV stock [25] was

used to inoculate Huh-7.5.1 cells and PHH as described in the Supplementary material.
Gene silencing

Three days post-seeding, PHH were transfected with 20 nM siRNA (Eurogentec) using
RiboCellin (BioCellChallenge) according to the manufacturer's instructions. The siRNA
sequences were GGACCUGCCUAAUUACCUUtt and GAACGGCAUCAAGGUGAACtt for
LPCATI and GFP, respectively. After 3 days, cells were washed with phosphate-buffered
saline then inoculated or not with HCV. ShRNA-mediated gene silencing was achieved in Huh-

7.5.1 cells as described in the Supplementary material.
Transcript and protein expression analyses

For details of quantitative reverse-transcription real-time polymerase chain reaction (RT-
gPCR), western blotting, confocal microscopy and ApoB quantification, see the Supplementary

material.
Virological analyses

Intracellular amounts of negative-strand HCV RNA were quantified by a RT-qPCR technique
described previously [26]. HCV RNA amounts in filtered cell culture supernatants or in
1odixanol gradient fractions were quantified by the Abbott RealTime HCV viral load assay;
infectivity titres were assessed by focus-formation assay and expressed as focus-forming units
(ffu)/ml [24, 25]. The buoyant densities of viral particles were determined by isopycnic

iodixanol gradient ultracentrifugation, as previously described [25].
Lipid analyses

Lipids were extracted from cells and media with chloroform/methanol (2:1, v/v) and dried as
described previously [27]. The TAG mass was quantified using the PAP150TG kit
(BioM¢érieux) according to the manufacturer’s instructions with the modifications described in
the Supplementary material. For lipid secretion analysis, cells were incubated for 24 h with
oleic acid (0.6 mM)/BSA containing 1 uCi/ml [1-'*C] oleic acid, then lipids were extracted
from cells and media and fractionated by thin layer chromatography followed by quantification

of radioactivity as described previously [27] and detailed in the Supplementary material.
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Statistical analyses

Results were expressed as mean = SD of at least three independent experiments. Statistical
significance was evaluated using Student’s ¢ test for unpaired two-sided data (* for p <0.05, **

for p <0.01, *** for p <0.001).

Results

LPCATI is downregulated by HCV infection

To investigate whether HCV infection affects LPCAT1 expression, Huh-7.5.1 cells were
inoculated or not with JFHI-HCV and the amounts of LPCATI1 protein and mRNA were
assessed by western blot and RT-qPCR analyses, respectively (Fig. 1A-B). LPCAT1 expression
was significantly reduced both at protein and mRNA levels upon HCV inoculation (0.72 + 0.06
and 0.81 + 0.12, respectively), suggesting transcriptional downregulation of this enzyme by
HCV. Immunofluorescence in situ also confirmed the reduction in LPCAT1 expression level
upon HCV inoculation (0.56 + 0.31 of LPCATTI signal intensity) (Fig. 1C). Most importantly,
while LPCAT1 downregulation appeared moderate when assessed at the total cell population
level, confocal microscopy analysis showed that at the single cell level, those cells that were
actually infected upon HCV inoculation had a drastic decrease in LPCATI1 expression
compared to non-infected cells (Fig. 1C, compare cells positive and negative for HCV core

protein). We concluded that LPCAT1 expression is downregulated in HCV-infected cells.

LPCATI depletion increases production of HCV particles with high infectivity and low density

Next we wanted to determine whether LPCAT1 downregulation has an impact on HCV
infectious cycle. To address this question, we used a lentiviral vector coding shRNA against
LPCATI (shLPCAT1). In Huh-7.5.1 cells, this indeed resulted in a strong decrease in LPCAT1
protein and mRNA amounts compared to control cells treated with lentivirus coding shRNA
against luciferase (shLuc) (0.34 + 0.1) (Supplementary Fig. 1A-B). This depletion was specific
to LPCATI1 as the mRNA amount of LPCAT?3, the main LPCAT in liver cells [28], remained
unchanged (Supplementary Fig. 1C). An even stronger decrease in LPCAT] protein and mRNA
amounts was observed in shLPCAT1-transduced Huh-7.5.1 cells that were inoculated with

HCV (0.17 £ 0.07 and 0.20 £ 0.04, respectively), suggesting an additive effect of HCV infection
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and shLPCATI1 on LPCATI1 depletion (Supplementary Fig. 1D-E). We also verified that
shLPCAT]1 transduction had no cytotoxic effect (Supplementary Fig. 2A).

To examine the impact of LPCATI1 depletion on HCV infectious cycle, we first used an
infectivity assay to evaluate the production of infectious virus in the culture supernatant. The
infectivity titre was significantly increased in LPCAT1-depleted Huh-7.5.1 cells (5.84 + 2.08)
(Fig. 2A). However, this effect could not be attributed to increased replication of viral genome
because the amount of negative-strand HCV RNA was not modified. These results pointed to
viral morphogenesis as the step of HCV infectious cycle affected by LPCAT1 depletion.
Nevertheless, LPCAT1 depletion had only a slight, not significant tendency to increase the viral
load, which reflects the production of physical viral particles irrespective of whether they are
infectious or not. Accordingly, the specific infectivity (calculated as the ratio of infectious titre
to viral load) was significantly increased in LPCAT1-depleted cells (3.83 + 1.69), suggesting
that LPCAT1 depletion favours the morphogenesis of highly infectious virus. Because HCV
infectivity is inversely correlated with the buoyant density of viral particles [25, 29], we
subjected culture supernatants from HCV-infected Huh-7.5.1 cells depleted or not for LPCAT1
to isopycnic ultracentrifugation through iodixanol gradients (see a representative experiment in
Fig. 2B). As previously reported for HCV grown in Huh-7 cell line [25, 29], the majority of
viral RNA peaked between 1.09 and 1.14 g/ml. However, LPCAT1 depletion led to a shift of
HCV RNA towards fractions of lower buoyant density: the percentage of the total viral load
present below 1.08 g/ml was 13.31 % for LPCAT1-depleted cells as compared to 5.80 % for
control cells. Taken together, the results indicate that LPCATI1 depletion increases the
production of highly infectious HCV particles with low buoyant density.

LPCATI depletion leads to LD remodelling, increased TAG storage and increased secretion of

TAG-rich lipoproteins

The lower buoyant density of HCV produced upon LPCAT]1 depletion was consistent with a
TAG enrichment of viral particles, prompting us to examine the impact of LPCAT1 depletion
on the hepatocellular lipid metabolism. Confocal microscopy of Huh-7.5.1 cells labelled with
BODIPY 493/503 did not show any gross modification of the intracellular LD distribution upon
LPCATI depletion (Fig. 3A). However, the mean number of LDs was significantly reduced in
LPCATI-depleted cells compared to control cells (153.20 £ 37.89 and 352.12 + 78.14 LDs per
cell, respectively) (Fig. 3B). Furthermore, measurement of LD size showed a shift of the LD
diameter distribution towards larger LDs upon LPCAT1 depletion (Fig. 3C). Besides these
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modifications that might reflect fusion of small LDs into larger ones, the net intracellular TAG
content was increased in the steady state in LPCAT1-depleted cells (1.72 £ 0.71) (Fig. 3D).
Because hepatic cells produce TAG-rich lipoproteins, the increased intracellular TAG content
observed in LPCAT1-depleted cells could result from an inhibition of TAG secretion in the
form of lipoproteins. To test this hypothesis, Huh-7.5.1 cells were subjected to metabolic
labelling with [1-'*C] oleic acid then radiolabelled PLs and TAGs were quantified in cells and
media. Surprisingly, whereas the intracellular amounts of newly synthesized PLs and TAGs
were similar in LPCAT1-depleted and control cells, the secretion of newly synthesized TAGs
was significantly increased in LPCATI1-depleted cells (1.24 + 0.15 fold) while PL secretion
was not modified (Fig. 3F). The amount of ApoB, the constitutive apolipoprotein of TAG-rich
lipoproteins, was also increased in the culture supernatant of LPCAT1-depleted compared to
control cells (423.28 + 84.19 and 175.77 + 34.35 ng/dl, respectively) (Fig. 3E). We concluded
that LPCAT]1 depletion in Huh-7.5.1 cells results in an altered lipid metabolism characterized

by LD remodelling, increased intracellular TAG content and increased TAG secretion.

Next we examined the impact of LPCAT1 depletion on the hepatocellular lipid metabolism in
the context of HCV infection. For all characteristics studied, similar effects were observed in
LPCATI-depleted Huh-7.5.1 cells irrespective of whether they were infected or not. Indeed,
LPCATTI depletion led to a reduction in the mean number of LDs accompanied by a shift of the
LD diameter distribution towards larger LDs in infected Huh-7.5.1 cells (Fig. 4A-C). Of note,
these changes did not induce any gross modification of the subcellular localization of HCV core
protein, which was found mostly around LDs in the steady state (Fig. 4A). Moreover, the
intracellular TAG content and the amount of secreted ApoB were both increased upon LPCAT1
depletion in infected Huh-7.5.1 cells (Fig. 4D-E). Upon isopycnic iodixanol gradient
ultracentrifugation, ApoB peaked at a higher buoyant density than the very low density (<1.006
g/ml) expected for VLDLs (Fig. 4F), consistent with the reported inability of the Huh-7 cell
line to secrete genuine VLDLs [25, 30]. Nevertheless, ApoB was found in fractions with a
density below 1.08 g/ml (Fig. 4F), i.e., in the density range of the excess of HCV particles
produced upon LPCAT1 depletion (Fig. 2B). Taken together, the results suggest that LPCAT1
depletion increases the secretion of TAG-rich lipoproteins and HCV particles associated with

TAG-rich lipoproteins.
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Validation of data in physiologically relevant PHH

Huh-7 sublines provide a most convenient and efficient HCV culture system, yet differ
significantly from normal, quiescent, highly differentiated human adult hepatocytes and
especially do not fully reproduce VLDL biogenesis [25, 30]. In order to validate the data in a
patho-physiologically relevant model, we used our HCV culture system in PHH, which produce
genuine VLDLs and HCV particles whose properties mimic those of infectious HCV produced
in vivo [25]. We first sought to determine whether HCV infection downregulates LPCAT1
expression in PHH as is the case in Huh-7.5.1 cells. Because PHH are primary cells, the
infectivity titres reached upon JFH1-HCV inoculation were generally lower than those obtained
in Huh-7.5.1 cells and varied from one donor of hepatocytes to another. When viral titres were
below 5x10* ffu/ml, LPCAT1 mRNA amounts were not modified in PHH inoculated with HCV
compared to naive PHH (Fig. 5A). When higher titres were reached, however, a reduction in
LPCATI mRNA amounts was observed, and a strong linear inverse relationship was found
between LPCATI expression levels and HCV infectivity titres (Fig. 5B), consistent with the

occurrence of HCV-induced transcriptional downregulation of LPCAT1 in PHH.

Next we investigated the impact of LPCATI depletion on HCV infectious cycle in PHH. For
this, PHH were transfected with siRNA against LPCAT1 (siLPCATTI) versus GFP (siGFP),
then inoculated with HCV. A significant decrease in LPCAT1 protein amount was observed in
PHH transfected with siLPCAT1 compared to control (0.37 + 0.05) (Supplementary Fig. 1F),
in the absence of cytotoxic effect (Supplementary Fig. 2B). LPCATI depletion in PHH had no
impact on HCV genome replication but increased the infectivity titre by almost 1 log (9.27 +
5.60) (Fig. 5C), indicating an effect on virus morphogenesis. However, the viral load was not
significantly modified, therefore the specific infectivity of viral particles produced was
increased in LPCAT1-depleted PHH (7.87 + 5.14). Upon isopycnic ultracentrifugation through
iodixanol gradients, the proportion of viral RNA-containing particles with a buoyant density
below 1.08 g/ml was greater for HCV grown in PHH than for HCV grown in Huh-7.5.1 cells
(compare siGFP in Fig. 5D with shLuc in Fig. 2B), as previously reported [25]. Nevertheless,
a further shift of HCV RNA towards low buoyant density fractions was observed upon LPCAT1
depletion in PHH: the percentage of the total viral load present below 1.09 g/ml was 46.28 %
for LPCATI1-depleted cells as compared to 36.59 % for control cells in the representative

experiment shown in Fig. 5D. Thus, in PHH as in Huh-7.5.1 cells but even more strikingly,
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LPCATI depletion appeared to favour the morphogenesis of highly infectious particles with

low buoyant density.

Discussion

The human hepatocyte is both the cell type specialized in the biogenesis of VLDLs, which
permit export of TAGs into the circulation, and the primary replication site of HCV, which
circulates in the form of TAG-rich LVPs. Using two cell-culture-based models of human
hepatocytes, we have here identified LPCAT]1 as a host cell factor downregulated upon HCV
infection. Depletion of this PL-remodelling enzyme was further found to affect TAG
metabolism, leading to increased intracellular availability of TAGs and increased secretion of
TAGe-rich lipoproteins. In infected hepatocytes this also resulted in increased production of
HCYV particles of lowest buoyant density due to TAG enrichment, which are those of highest
infectivity. Thus, LPCAT1 downregulation by HCV appears as an original viral strategy to
increase the virus specific infectivity. These data support the idea that HCV hijacks the
hepatocellular lipid metabolism, which is devoted in particular to the efflux of TAGs in the

form of VLDLs, for the benefit of LVP morphogenesis.

High-throughput profiling studies in the Huh-7/JFH1 model have suggested that HCV regulates
the expression of host genes involved in a variety of hepatocellular processes, including liver
lipid metabolism, at the transcriptional, translational and post-translational levels [31-34]. Our
study reveals a decrease in the amounts of both LPCAT1 mRNA and protein in JFH1-infected
Huh-7.5.1 cells, consistent with HCV-induced downregulation of LPCATI1 expression
occurring at least partly at the transcriptional level. The PHH model is less suitable for such
studies owing to lower levels of HCV infection and to the notorious autofluorescence of these
cells that precludes in situ immunofluorescence analysis [25]. Our finding of a strong linear
correlation between HCV infectious titre and LPCAT1 mRNA amount is all the more striking
in view of these limitations, supporting the occurrence of transcriptional downregulation of
LPCATI1 by HCV in a patho-physiologically relevant model. Further studies are needed to
define the exact mechanism and the virus component(s) involved in this host gene regulation.
One candidate for this function might be HCV core protein because this multifunctional protein
has been reported to regulate the expression of many host genes aside from its role as a structural
component of the virion [35, 36]. Furthermore, expression of HCV core protein alone is

sufficient to alter the LD-associated proteome in various cell models [37, 38]. Interestingly,
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HCV-induced changes in LD composition may involve different molecular mechanisms,
including displacing of LD-associated proteins owing to the own localization of HCV core
protein to LDs, as reported for adipose differentiation-related protein [39], and direct or indirect

regulation of gene expression, as suggested here for LPCAT].

In hepatic cells, an increased intracellular TAG content can result from increased fatty acid
uptake, increased TAG synthesis, decreased fatty acid oxidation and/or decreased TAG-rich
lipoprotein secretion. The latter mechanism cannot account for the increased TAG content
observed in LPCAT1-depleted cells because the secretion of newly synthesized TAGs was
slightly increased in these cells. Another mechanism is suggested by the localization of
LPCATI to LDs. Like HCV core protein [39], LPCAT1 may displace LD-associated proteins
involved in lipid metabolism by its mere presence at the LD surface. Furthermore, LPCAT]1 is
a PL-remodelling enzyme that catalyses the acylation of lysophosphatidylcholine into
phosphatidylcholine [21, 40], the reverse reaction being performed by phospholipases A2 that
may also be present at the LD surface [20]. Lysophosphatidylcholine and phosphatidylcholine
have a different shape, and the alteration of the surface lipid composition may lead to changes
in LD stability (e.g., LD fusion, LD interaction with membranes) and in protein binding [19].
Theoretically, LPCAT1 depletion should lead to an increased amount of
lysophosphatidylcholine at the LD surface, a situation that does not favor LD fusion [19]. In
fact, we observed fewer LDs of larger size, which may reflect LD fusion, in agreement with
Moessinger et al. although the total TAG content was not measured in their studies [22, 23].
Nevertheless, the modification of the PL monolayer composition induced by LPCATI
depletion probably initiates a reaction cascade that leads to impairment of protein interactions
with the LD surface and further, possibly, with other organelles such as endoplasmic reticulum
or mitochondria. Indeed, the trafficking of LD-associated proteins, including key enzymes of
TAG metabolism, can be strongly modulated and the various mechanisms are only beginning

to be understood as exemplified by recent reports [16, 41, 42].

Besides the association of HCV particles with TAG-rich lipoproteins, another clinical feature
that links HCV infection with the host lipid metabolism is the high prevalence of liver steatosis,
which is partly attributable to a direct viral effect [1, 43]. LPCAT1 depletion was shown here
to cause both an increase in the net intracellular TAG content, i.e., steatosis, and an increase in
the production of HCV particles associated with TAG-rich lipoproteins, thus illustrating a

possible link between steatosis and LVP morphogenesis. However, a variety of mechanisms
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have been suggested to account for HCV-induced steatosis, including inhibition of VLDL
biogenesis which, unlike LPCAT1 downregulation, may explain the hypobetalipoproteinaemia
frequently associated with liver steatosis in HCV-infected patients [1-3, 7, 43, 44]. Thus, HCV-
induced steatosis may only partially be accounted for by LPCATI1 downregulation.
Furthermore, it remains uncertain whether steatosis per se has a role in LVP morphogenesis.
The occurrence of liver steatosis in HCV-infected patients may simply represent the net result
of the sum of perturbations of the host lipid metabolism that HCV induces primarily for the
benefit of viral replication and LVP production added to non-viral steatogenic mechanisms of

metabolic origin that can coexist to varying degrees in the same individual.

Upon LPCATI depletion in Huh-7.5.1 cells we observed an increased secretion of both ApoB
and newly synthesized TAGs, whereas a recent study reported a decreased secretion of both
ApoB and lipids in LPCAT1-depleted Huh-7 cells [22]. This apparent discrepancy may be
partly due to the different Huh-7 sublines but is more likely explained by the different
experimental conditions used. As we previously showed that fatty acid addition activates the
secretion of ApoB-containing lipoproteins in Huh-7 cell line [25], we supplemented cells with
0.6 mM oleic acid, which corresponds to a physiological concentration in the fasting state in
humans. By contrast, Huh-7 cells were incubated with only trace amounts of radiolabelled fatty
acids in the study by Moessinger et al. [22], and under these conditions the paucity of newly
synthesized TAGs available for lipoprotein formation may have precluded ApoB lipidation in

the endoplasmic reticulum, leading to decreased secretion of ApoB and lipids.

LVPs found both in the liver and in the circulating blood of HCV-infected patients contain
ApoB, the non-exchangeable apolipoprotein essential for VLDL scaffolding [4, 5, 45].
LPCATI1 depletion is shown here to increase both the secretion of ApoB-containing
lipoproteins and of HCV particles of lowest buoyant density. The presence of ApoB in the
density range of the excess of HCV particles produced is compatible with their physical
association but does not provide direct evidence for this hypothesis. The literature contains
conflicting reports as to whether ApoB is incorporated into HCV particles produced from Huh-
7 cells and is necessary for production of infectious virus [46-51]. One possible source of
discrepancies between published data may be the intrinsic inability of Huh-7 cell line to fully
lipidate ApoB and hence secrete genuine VLDLs [25, 30]. Our HCV culture system in PHH
provides a more relevant model for readdressing these issues, yet the lower viral titres make it

even more difficult to purify and characterize hybrid LVPs present within a large excess of non-
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viral lipoproteins [6, 8, 25]. Nevertheless, our identification of LPCAT1 depletion as a single
mechanism that increases both VLDL and LVP secretion suggests that HCV usurps at least
some of the mechanisms of VLDL biogenesis for LVP morphogenesis, even if ApoB per se is

not incorporated into HCV particles.

HCV is a leading cause of chronic liver disease ranging from steatosis to cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Treatment against HCV has entered a new era with the recent
development of directly acting antivirals, yet these drugs have a prohibitive price, are
intrinsically at risk for selection of resistant variants and may not cure a small proportion of
hard-to-treat patients among whom those infected with genotype 3, the HCV genotype most
clearly associated with virally induced steatosis [43, 52]. By contrast, host-targeting agents with
anti-HCV activity are expected to confer a high barrier to drug resistance and a pan-genotypic
coverage, and therefore may appear as a useful complement to virus-targeting agents in most
difficult-to-treat patients [53]. The intimate link of HCV with the host lipid metabolism
designates lipid-modulating agents as putative antivirals [3, 54]. Depending on their mechanism
of action, however, a potential side effect of drugs in this therapeutic class may be to aggravate
hepatic steatosis. With this in mind, targeting the LPCAT1-regulated lipid metabolism pathway
in the opposite direction to that usurped by HCV may represent an attractive therapeutic

approach because it is expected to reduce not only the viral titre but also hepatic steatosis.

Acknowledgements

We thank J. McLauchlan for the R308 antibody, R. Everett for silencing plasmids, F.V. Chisari
for the Huh-7.5.1 cells and Cochin Imaging Facility for help with image analysis. Confocal
microscopy was performed using the CICC facilities of UMR_S 1138.

References

[1] Negro F. Abnormalities of lipid metabolism in hepatitis C virus infection. Gut
2010;59:1279-1287.

[2] Syed GH, Amako Y, Siddiqui A. Hepatitis C virus hijacks host lipid metabolism. Trends
Endocrinol Metab 2010;21:33-40.

121



[3] Felmlee DJ, Hafirassou ML, Lefevre M, Baumert TF, Schuster C. Hepatitis C virus,
cholesterol and lipoproteins--impact for the viral life cycle and pathogenesis of liver disease.
Viruses 2013;5:1292-1324.

[4] Andre P, Komurian-Pradel F, Deforges S, Perret M, Berland JL, Sodoyer M, et al.
Characterization of low- and very-low-density hepatitis C virus RNA-containing particles. J
Virol 2002;76:6919-6928.

[5] Nielsen SU, Bassendine MF, Burt AD, Martin C, Pumeechockchai W, Toms GL.
Association between hepatitis C virus and very-low-density lipoprotein (VLDL)/LDL analyzed
in iodixanol density gradients. J Virol 2006;80:2418-2428.

[6] Bartenschlager R, Penin F, Lohmann V, Andre P. Assembly of infectious hepatitis C
virus particles. Trends Microbiol 2011;19:95-103.

[7] Filipe A, McLauchlan J. Hepatitis C virus and lipid droplets: finding a niche. Trends
Mol Med 2015;21:34-42.

[8] Lindenbach BD. Virion assembly and release. Curr Top Microbiol Immunol
2013;369:199-218.

[9] Walther TC, Farese RV, Jr. Lipid droplets and cellular lipid metabolism. Annu Rev
Biochem 2012;81:687-714.

[10] Gibbons GF, Islam K, Pease RJ. Mobilisation of triacylglycerol stores. Biochim
Biophys Acta 2000;1483:37-57.

[11] Olofsson SO, Bostrom P, Andersson L, Rutberg M, Perman J, Boren J. Lipid droplets
as dynamic organelles connecting storage and efflux of lipids. Biochim Biophys Acta
2009;1791:448-458.

[12] Fujimoto Y, Itabe H, Sakai J, Makita M, Noda J, Mori M, et al. Identification of major
proteins in the lipid droplet-enriched fraction isolated from the human hepatocyte cell line
HuH7. Biochim Biophys Acta 2004;1644:47-59.

[13] Mashek DG, Khan SA, Sathyanarayan A, Ploeger JM, Franklin MP. Hepatic lipid
droplet biology: Getting to the root of fatty liver. Hepatology 2015.

[14] Hodges BD, Wu CC. Proteomic insights into an expanded cellular role for cytoplasmic
lipid droplets. J Lipid Res 2010;51:262-273.

[15] Yang L, Ding Y, Chen Y, Zhang S, Huo C, Wang Y, et al. The proteomics of lipid
droplets: structure, dynamics, and functions of the organelle conserved from bacteria to

humans. J Lipid Res 2012;53:1245-1253.

122



[16] Wilfling F, Thiam AR, Olarte MJ, Wang J, Beck R, Gould TJ, et al. Arfl/COPI
machinery acts directly on lipid droplets and enables their connection to the ER for protein
targeting. Elife 2014;3:e01607.

[17] Wilfling F, Wang H, Haas JT, Krahmer N, Gould TJ, Uchida A, et al. Triacylglycerol
synthesis enzymes mediate lipid droplet growth by relocalizing from the ER to lipid droplets.
Dev Cell 2013;24:384-399.

[18] Sletten A, Seline A, Rudd A, Logsdon M, Listenberger LL. Surface features of the lipid
droplet mediate perilipin 2 localization. Biochem Biophys Res Commun 2014;452:422-427.
[19] Thiam AR, Farese RV, Jr., Walther TC. The biophysics and cell biology of lipid
droplets. Nat Rev Mol Cell Biol 2013;14:775-786.

[20] Penno A, Hackenbroich G, Thiele C. Phospholipids and lipid droplets. Biochim Biophys
Acta 2013;1831:589-594.

[21] Hishikawa D, Hashidate T, Shimizu T, Shindou H. Diversity and function of membrane
glycerophospholipids generated by the remodeling pathway in mammalian cells. J Lipid Res
2014;55:799-807.

[22] Moessinger C, Klizaite K, Steinhagen A, Philippou-Massier J, Shevchenko A, Hoch M,
et al. Two different pathways of phosphatidylcholine synthesis, the Kennedy Pathway and the
Lands Cycle, differentially regulate cellular triacylglycerol storage. BMC Cell Biol 2014;15:43.
[23] Moessinger C, Kuerschner L, Spandl J, Shevchenko A, Thiele C. Human
lysophosphatidylcholine acyltransferases 1 and 2 are located in lipid droplets where they
catalyze the formation of phosphatidylcholine. J Biol Chem 2011;286:21330-21339.

[24] Pene V, Hernandez C, Vauloup-Fellous C, Garaud-Aunis J, Rosenberg AR. Sequential
processing of hepatitis C virus core protein by host cell signal peptidase and signal peptide
peptidase: a reassessment. J Viral Hepat 2009;16:705-715.

[25] Podevin P, Carpentier A, Pene V, Aoudjehane L, Carriere M, Zaidi S, et al. Production
of infectious hepatitis C virus in primary cultures of human adult hepatocytes. Gastroenterology
2010;139:1355-1364.

[26] Carriere M, Pene V, Breiman A, Conti F, Chouzenoux S, Meurs E, et al. A novel,
sensitive, and specific RT-PCR technique for quantitation of hepatitis C virus replication. J Med
Virol 2007;79:155-160.

[27] Chateau D, Pauquai T, Delers F, Rousset M, Chambaz J, Demignot S. Lipid micelles
stimulate the secretion of triglyceride-enriched apolipoprotein B48-containing lipoproteins by

Caco-2 cells. J Cell Physiol 2005;202:767-776.

123



[28] Zhao Y, Chen YQ, Bonacci TM, Bredt DS, Li S, Bensch WR, et al. Identification and
characterization of a major liver lysophosphatidylcholine acyltransferase. J Biol Chem
2008;283:8258-8265.

[29] Lindenbach BD, Meuleman P, Ploss A, Vanwolleghem T, Syder AJ, McKeating JA, et
al. Cell culture-grown hepatitis C virus is infectious in vivo and can be recultured in vitro. Proc
Natl Acad Sci USA 2006;103:3805-3809.

[30] Meex SJ, Andreo U, Sparks JD, Fisher EA. Huh-7 or HepG2 cells: which is the better
model for studying human apolipoprotein-B100 assembly and secretion? J Lipid Res
2011;52:152-158.

[31] Blackham S, Baillie A, Al-Hababi F, Remlinger K, You S, Hamatake R, et al. Gene
expression profiling indicates the roles of host oxidative stress, apoptosis, lipid metabolism,
and intracellular transport genes in the replication of hepatitis C virus. J Virol 2010;84:5404-
5414.

[32] Colman H, Le Berre-Scoul C, Hernandez C, Pierredon S, Bihouee A, Houlgatte R, et al.
Genome-wide analysis of host mRNA translation during hepatitis C virus infection. J Virol
2013;87:6668-6677.

[33] Diamond DL, Syder AJ, Jacobs JM, Sorensen CM, Walters KA, Proll SC, et al.
Temporal proteome and lipidome profiles reveal hepatitis C virus-associated reprogramming
of hepatocellular metabolism and bioenergetics. PLoS Pathog 2010;6:e1000719.

[34] Liu X, Wang T, Wakita T, Yang W. Systematic identification of microRNA and
messenger RNA profiles in hepatitis C virus-infected human hepatoma cells. Virology
2010;398:57-67.

[35] Khan M, Jahan S, Khaliq S, [jaz B, Ahmad W, Samreen B, et al. Interaction of the
hepatitis C virus (HCV) core with cellular genes in the development of HCV-induced steatosis.
Arch Virol 2010;155:1735-1753.

[36] McLauchlan J. Properties of the hepatitis C virus core protein: a structural protein that
modulates cellular processes. J Viral Hepat 2000;7:2-14.

[37] Beilstein F, Bouchoux J, Rousset M, Demignot S. Proteomic analysis of lipid droplets
from Caco-2/TC7 enterocytes identifies novel modulators of lipid secretion. PloS one
2013;8:e53017.

[38] Sato S, Fukasawa M, Yamakawa Y, Natsume T, Suzuki T, Shoji I, et al. Proteomic
profiling of lipid droplet proteins in hepatoma cell lines expressing hepatitis C virus core

protein. J Biochem 2006;139:921-930.

124



[39] Boulant S, Douglas MW, Moody L, Budkowska A, Targett-Adams P, McLauchlan J.
Hepatitis C virus core protein induces lipid droplet redistribution in a microtubule- and dynein-
dependent manner. Traffic 2008;9:1268-1282.

[40] Shindou H, Hishikawa D, Harayama T, Eto M, Shimizu T. Generation of membrane
diversity by lysophospholipid acyltransferases. J Biochem 2013;154:21-28.

[41] Yeaman SJ. Hormone-sensitive lipase--new roles for an old enzyme. Biochem J
2004;379:11-22.

[42]  Suzuki M, Murakami T, Cheng J, Kano H, Fukata M, Fujimoto T. ELMOD?2 is anchored
to lipid droplets by palmitoylation and regulates adipocyte triglyceride lipase recruitment. Mol
Biol Cell 2015;26:2333-2342.

[43] Goossens N, Negro F. Is genotype 3 of the hepatitis C virus the new villain? Hepatology
2014;59:2403-2412.

[44] Serfaty L, Andreani T, Giral P, Carbonell N, Chazouilleres O, Poupon R. Hepatitis C
virus induced hypobetalipoproteinemia: a possible mechanism for steatosis in chronic hepatitis
C. J Hepatol 2001;34:428-434.

[45] Nielsen SU, Bassendine MF, Martin C, Lowther D, Purcell PJ, King BJ, et al.
Characterization of hepatitis C RNA-containing particles from human liver by density and size.
J Gen Virol 2008;89:2507-2517.

[46] Boyer A, Dumans A, Beaumont E, Etienne L, Roingeard P, Meunier JC. The association
of hepatitis C virus glycoproteins with apolipoproteins E and B early in assembly is conserved
in lipoviral particles. J Biol Chem 2014;289:18904-18913.

[47] Catanese MT, Uryu K, Kopp M, Edwards TJ, Andrus L, Rice WJ, et al. Ultrastructural
analysis of hepatitis C virus particles. Proc Natl Acad Sci USA 2013;110:9505-9510.

[48] Gastaminza P, Cheng G, Wieland S, Zhong J, Liao W, Chisari FV. Cellular determinants
of hepatitis C virus assembly, maturation, degradation, and secretion. J Virol 2008;82:2120-
2129.

[49] Huang H, Sun F, Owen DM, Li W, Chen Y, Gale M, Jr., et al. Hepatitis C virus
production by human hepatocytes dependent on assembly and secretion of very low-density
lipoproteins. Proc Natl Acad Sci USA 2007;104:5848-5853.

[50] Jiang J, Luo G. Apolipoprotein E but not B is required for the formation of infectious
hepatitis C virus particles. J Virol 2009;83:12680-12691.

[51] Merz A, Long G, Hiet MS, Brugger B, Chlanda P, Andre P, et al. Biochemical and
morphological properties of hepatitis C virus particles and determination of their lipidome. J

Biol Chem 2011;286:3018-3032.

125



[52] Pawlotsky JM, Feld JJ, Zeuzem S, Hoofnagle JH. From non-A, non-B hepatitis to

hepatitis C virus cure. J Hepatol 2015;62:S87-99.
[53] Baugh JM, Garcia-Rivera JA, Gallay PA. Host-targeting agents in the treatment of

hepatitis C: a beginning and an end? Antiviral Res 2013;100:555-561.
[54] Bassendine MF, Sheridan DA, Felmlee DJ, Bridge SH, Toms GL, Neely RD. HCV and

the hepatic lipid pathway as a potential treatment target. J Hepatol 2011;55:1428-1440.

126



Figures:

c O Mock - O Mock
2 S B Hecv 2 1 B Hecv
; 101 2 10/
LPCAT1 P | e s < &
S 08 - ¥ o 08
o e
= )
- 5 06 1 — 061
Core p - € 'E
3 04 O 04-
E 9
Actin P | —— ® 0.2 2 021
= T
2 0 e 0
Mock HCV i
O Mock
g W Hecv
c
5
w 1[}.
5
© 087
e |
© 061
=
2
3 04
e
@
= 02
o
@
& @

Fig. 1. HCV infection downregulates LPCAT1 in Huh-7.5.1 cells. Cells were inoculated or
not with HCV. Three days later, cells were lysed for (A) western blot and (B) RT-qPCR
analyses. (C) Cells were incubated with oleic acid/BSA for the last 24 h of culture, then stained
for LPCAT1 (white), HCV core protein (red), LDs (green) and nucleus (blue), and the LPCAT1
signals were quantified (right); in the HCV-inoculated cell population (left), white and empty

arrowheads indicate infected and non-infected cells, respectively.
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Fig. 2. LPCAT]1 depletion in Huh-7.5.1 cells increases production of HCV particles with
high specific infectivity and low density. Cells were transduced with lentiviral vectors coding
shLLuc or shLPCATI, then inoculated with HCV. (A) Cells were lysed 1 day post-inoculation
for quantification of negative-strand HCV RNA and culture supernatants were collected 3 days
post-inoculation for determination of infectivity titre and viral load, then calculation of specific
infectivity. (B) Culture supernatants were subjected to isopycnic iodixanol gradient
ultracentrifugation. HCV RNA amounts expressed as percentages of total in the gradient are

plotted against buoyant density.
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Fig. 3. LPCAT1 depletion in Huh-7.5.1 cells alters lipid metabolism. Cells were transduced
with lentiviral vectors coding shLuc or ssLPCATI1. Three days later, (A) cells were stained for
LDs (green) and nucleus (blue); LDs were (B) counted and (C) analysed for size distribution;
(D) intracellular TAG content and (E) secreted ApoB were quantified. (F) Cells were cultured
for 24 h with oleic acid/BSA containing [1-'%C] oleic acid, then TAGs and PLs from cells and

media were fractionated and radioactivity was quantified.

129



O shLuc
M shLPCAT1
s 350-
3
2 5 3001
Q
g 2504 .
Core BODIPY § 200
B 1504
. é 1004
'-E =
o Z 504
o
-
= 0
Core
c D O shLuc E O shLuc
M shLPCAT1 M shLPCAT1
50 - g )
O shLuc = 20 700 P
2 £ 15 T 600 1
0 40 M ShLPCAT1 & 164 =
s 2 14 2 500;
g 5 129 2 400
3 u =2 10+ g
w 20 * 8 s B 300
£ £ o6 B
2 £ 06 5 200
10 v 04
= 2 n I
s i BEE
0 ¢ ol ol
004 0406 0608 0.8-1 >
LD diameter (um)
F 600
500 1 -o shLuc
- shLPCAT1
shLuc - . qApoB 400 4
_ 3
Density 401 102 1.05 1.06 1.08 1.09 1.10 1.13 >
(g/mi) = 300 -
9
ShLPCAT1| R dApoB <
; 200 1
Density 401 103 105 1.07 1.08 109 1.1 113
(g/ml)
100
0
1.00 1.05 1.10 115 1.20

Density (g/ml)

Fig. 4. LPCAT]1 depletion in HCV-infected Huh-7.5.1 cells alters lipid metabolism. Cells
were transduced with lentiviral vectors coding shLLuc or shLPCAT1, then inoculated with HCV.
Three days post-inoculation, (A) cells were stained for HCV core protein (red) and LDs (green);
LDs were (B) counted and (C) analysed for size distribution; (D) intracellular TAG content and
(E) secreted ApoB were quantified. (F) Culture supernatants were subjected to isopycnic
iodixanol gradient ultracentrifugation, and fractions were analysed for ApoB by western blot
(left) and ELISA (right).
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Fig. 5. HCYV infection downregulates LPCAT1 in PHH and LPCAT1 depletion in these
cells increases production of HCV particles with high specific infectivity and low density.
(A and B) PHH were inoculated or not with HCV, and analysed 6 days later for LPCATI
mRNA amounts and infectivity titres; (B) linear regression between these two variables. (C and
D) PHH were transfected with siGFP or siLPCAT1, then inoculated with HCV: (C) same
legend as Fig. 2A, (D) same legend as Fig. 2B.
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Supplementary Materials and Methods
Antibodies

The antibodies against LPCAT1 (HPA022268) and actin (A3853) were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) and the anti-HCV core protein monoclonal antibody (C7-50)
used for confocal microscopy was from Abcam (Cambridge, UK). The anti-HCV core protein
antibody (R308) used for western blots was generously provided by J. McLauchlan [1] and the
monoclonal antibody against human ApoB (1D1) was from the Heart Institute of the University
of Ottawa, Canada. Secondary antibodies were appropriate Alexa Fluor 568- and 633-
conjugated antibodies and horseradish peroxidase (HRP)-conjugated IgGs (GE Healthcare,
Chalfont St. Giles, UK).

Cell culture

HEK 293T cells were grown at 37°C in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM, Life
technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% heat-inactivated foetal calf serum
(FCS, GE Healthcare).

Huh-7.5.1 cells (a kind gift from F.V. Chisari, the Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
USA) were grown in DMEM supplemented with 10 mM hydroxyethyl
piperazineethanesulfonic acid (HEPES) buffer (pH 7.3), 1% non-essential amino acids, 2 mM
L-glutamine, 100 pg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin (all Life technologies) and 10%
heat-inactivated FCS, at 37°C in a humidified 5% CO; atmosphere. Where indicated, cells were
incubated with 0.6 mM oleic acid in complex with BSA for the last 24 h of culture to promote
LD formation. For this, oleic acid (6 pl from a 100 mM stock solution in chloroform/methanol
2:1 (v/v) per ml of final medium to prepare) was dried under a stream of nitrogen, then
incubated with FCS (0.2 ml per ml of final medium to prepare) for 1 h at 37 °C to obtain oleic
acid in complex with BSA. The mixture was adjusted to 1 ml with culture medium without
serum and supplied to the cells. In some experiments, oleic acid/BSA was supplemented with
1 uCi [1-'*C] oleic acid (Perkin Elmer Life Sciences, Waltham, MA, USA) per ml of final
medium, as previously described [2].

PHH freshly isolated from HCV-seronegative adult patients were purchased from Biopredic
(Rennes, France) and maintained in primary culture as described previously [3]. Briefly, PHH
were resuspended in complete medium consisting of Leibovitz’s L-15 medium (Invitrogen,

Cergy Pontoise, France) supplemented with 26 mM NaHCO3, 100 pg/ml streptomycin, 100
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U/ml penicillin, 100 TU/l insulin (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) and 10% heat-
inactivated FCS, and seeded onto 6-well plates pre-coated with calf skin type I collagen (Sigma-
Aldrich) at a density of 1.6 x 10° viable cells/cm?. The medium was replaced 16 h later with
fresh complete medium supplemented with 1 pM hydrocortisone hemisuccinate (SERB, Paris,
France), and cells were left in this medium until HCV inoculation or siRNA transfection. The

cultures were maintained in complete medium at 37°C in a humidified 5% CO> atmosphere.
HCYV infection

A high-titre stock of JFH1-HCV [4] was produced as described previously [3]. Huh-7.5.1 cells
and PHH were inoculated at a multiplicity of infection of 0.2 and 2 ffu per cell, respectively.
The culture medium was replaced with the inoculum diluted in the smallest volume of fresh
medium sufficient for covering the cells. The inoculum was removed after a 4-hour incubation
at 37°C. Cells were washed 3 times with phosphate-buffered saline (PBS) and maintained in

culture for the indicated times post-inoculation.
Gene silencing

The use of lentiviral vectors expressing small hairpin RNA (shRNA) was described previously
[5]. Briefly, HEK 293T cells were co-transfected with three plasmids: pVSV-G, pPCMVDRS8.91
(provided by D. Trono [http://ww]1.tronolab.com/]) and the shRNA-coding plasmid based on

pLKO.1puro (the 19-nucleotide sequences used for silencing LPCAT1 and luciferase were
GGAAGATCACATTCGCTGA and GTGCGTTGCTAGTACCAAC, respectively). The
culture supernatant containing recombinant lentivirus was harvested 3 days post-transfection
and used to transduce Huh-7.5.1 cells in the presence of hexadimethrine bromide (5 pg/ml
polybrene, Sigma-Aldrich). After overnight incubation, the cells were placed in selective
medium containing 2 pg/ml puromycin (Sigma-Aldrich) for 1 day, then culture supernatant was
changed for fresh selective medium and cells were incubated 1 additional day. Finally, culture
supernatant was replaced by complete medium and the next day cells were inoculated or not

with HCV.
RT-gPCR

Total RNA was isolated from cells using TRI Reagent (Molecular Research Center, Cincinnati,
OH, USA), according to the manufacturer's protocol. Reverse transcription was performed with

1 ug of total RNA in a total volume of 20 ul. PCR reactions were performed in quadruplicate
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using a Light-cycler instrument (Roche, Basel, Switzerland). For each reaction, a 1:400 final
dilution of the reverse transcription product was used with 0.4 pM (final concentration) of each
primer in SYBR Green I master mixture (Roche). PCR conditions were one step of denaturation
(8 min at 95 °C) followed by 45 cycles (each cycle consisting of 10 s at 95 °C, 10 s at 60 °C
and 10 s at 72 °C). Expression of LPCAT1 or LPCAT3 transcripts was normalized to that of
human ribosomal protein L19 transcript. The following oligonucleotide primers were used (for
each couple, the forward primer is listed first and the reverse primer second): L19
(AAGATCGATCGCCACATGTAT / TGCGTGCTTCCTTGGTCTTAG), LPCATI1
(CGATGTCCTCCATCGTGA / GGCCGTATATACTGGATCAGAGTT) and LPCAT3
(CGATGTCCTCCATCGTGA / GGCCGTATATACTGGATCAGAGTT).

Western blotting

Proteins were resolved on 10% (5% for ApoB) sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels and
transferred to nitrocellulose membrane (Hybond ECL, GE Healthcare). Blots were blocked for
30 min with 5% skimmed milk in TBS-Tween consisting of 20 mM Tris-HCI (pH 7.6), 137
mM NaCl and 0.1% Tween 20, then probed with primary antibodies diluted in TBS-Tween
containing 1% skimmed milk followed by appropriate peroxidase-conjugated secondary
antibodies. Actin was used as a loading control. Blots were developed by enhanced
chemiluminescence using ECL reagent (GE Healthcare). Bands were visualized using the

Image Reader LAS-4000 (Fujifilm, Tokyo, Japan) and quantified using ImageJ software.
Confocal microscopy

Cells on glass coverslips were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min at room temperature
and, after two washes with PBS, permeabilized with 0.03% saponin in PBS for 30 min. After
incubation with antibodies against LPCAT1 and/or HCV core protein (C7-50) for 1 h at room
temperature, the coverslips were washed three times with PBS and incubated with appropriate
secondary antibodies (Alexa Fluor 568—conjugated anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 633—
conjugated anti-mouse IgG, respectively) for an additional hour. After three washes with PBS,
cells were stained for neutral lipids by a 10-min incubation with 10 pg/ml BODIPY 493/503
(Life Technologies) to visualise LDs and mounted in Fluoprep (BioMérieux, Marcy 1’Etoile,
France) containing 1 pg/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI, Sigma-
Aldrich). The samples were examined using a Zeiss LSM 710 Meta confocal microscope.

ImagelJ software was used for quantification of signal intensity and for measurement of LD
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number and size, using data from three independent experiments and at least 10 different

pictures per condition.
ApoB quantification

ApoB levels in filtered culture supernatants or iodixanol gradient fractions were quantified by
using the total human ApoB ELISA assay from ALerCHEK (Springvale, MA, USA), according

to the manufacturer’s instructions.
Lipid analyses

Quantification of the TAG mass was done using the PAP150TG kit (BioMérieux) according to
the manufacturer’s instructions with the following modifications. After solvent evaporation, 0.5
ml of the buffer provided with the kit was added to the dried lipids and tubes were sonicated
for 10 s in a water bath sonicator. Then 0.5 ml of the 2-fold concentrated kit reagent was added

and absorbance was measured after a 1-h incubation at 37°C.

The analysis of lipid secretion was performed using cells incubated with oleic acid/BSA
containing 1uCi/ml [1-"*C] oleic acid. After extraction, lipids from cells and media were
fractionated by thin layer chromatography (TLC) as described previously [2]. The radioactive
bands of the TLC plates were excised and the radioactivity was quantified by liquid-scintillation
counting to evaluate the incorporation of [1-'*C] oleic acid into lipids. For normalization,
protein concentration of cell lysates was measured using the BC Assay (Interchim, Montlugon,

France), according to the manufacturer’s instructions.
Cytotoxicity assay

To assess the potential cytotoxicity of LPCAT]1 silencing, the activity of lactate dehydrogenase
released into culture supernatants was measured in triplicate using the CytoTox 96 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, Madison, WI, USA), according the

recommendations of the manufacturer.
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Supplementary Figures
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Supplementary Fig. 1. Efficiency of LPCATI1 silencing. (A-E) Huh-7.5.1 cells were
transduced with lentiviral vectors coding shLuc or sshLPCAT1, then (D-E) inoculated with HCV
or (A-C) left naive. (F) PHH were transfected with siGFP or siLPCATI, then inoculated with
HCV. Three days post-inoculation, cells were lysed for (A, D and F) western blot and (B, C
and E) RT-qPCR analyses.
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Supplementary Fig. 2. Absence of cytotoxicity upon LPCAT1 depletion. (A) Huh-7.5.1

cells were transduced with lentiviral vectors coding shLuc or shLPCATI, or (B) PHH were

transfected with siGFP or siLPCAT]1, then inoculated with HCV. Three days post-inoculation,

culture supernatants were collected to measure lactate dehydrogenase (LDH) leakage.
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Discussion

Des études transcriptomiques en lignée Huh-7 infectée par la souche JFH1 ont révélé que
le VHC modifiait le transcriptome de la cellule, dont certains genes impliqués dans le
meétabolisme lipidique comme SREBP-1 ou encore PPAR-a (Kapadia SB and Chisari FV,
2005; Blackham S et al,, 2010; Diamond DL et al., 2010; Liu X et al., 2010; Colman H et al,
2013). Cependant, aucune n’a permis l'identification de LPCAT1 auparavant. En revanche
LPCAT1 a été décrite comme surexprimée dans plusieurs cancers, ou elle participe a leur
évolution et a leur prolifération (Mansilla F et al., 2009; Morita Y et al,, 2013; Uehara T et
al, 2015). Dans cette étude, nous montrons que les cellules Huh-7.5.1 inoculées avec la
souche JFH1 du VHC présentent une diminution du niveau d’expression a la fois de la
protéine LPCAT1 et de son transcrit, indiquant une régulation s’exercant probablement
au niveau transcriptionnel et peut-étre aussi en aval . L’autofluorescence notable des HHP
empéche toute approche de marquage in situ par immunofluorescence. Aussi, nous
supposons que les HHP présentent un taux de cellules infectées moindre que celui
observé en lignée cellulaire, compte tenu du niveau plus faible des titres infectieux
détectés en HHP. Si ce modeéle n’est donc pas le plus indiqué pour ce genre d’analyses, la
trés bonne corrélation observée entre le niveau d’infection et la diminution de la quantité
du transcrit de LPCAT1 est d’autant plus pertinente. De facon intéressante, il est démontré
que 'expression de LPCAT3, exprimée dans les hépatocytes comme LPCAT1, est régulée
par PPAR-a et le LXR, et induite lors de la lipogenése (Demeure O et al., 2011; Eto M et al,
2012). Malgreé les modulations par le VHC décrites pour ces deux régulateurs, nous
n’avons pas observé de variation de la quantité du transcrit de LPCAT3, lors de 'infection
en cellules Huh-7.5.1 (Supp. Fig.1C). L’expression de LPCAT1 pourrait également étre
régulée par SREBP-1 et/ou PPAR-q, et donc par le VHC, mais ni '’examen de sa séquence
ni la littérature ne nous ont permis d’étayer cette hypothese. Il n’est pas exclu que la
protéine C du VHC soit a la base de cette sous-expression, étant déja décrite dans la
régulation de nombreux geénes de la cellule hote (Blackham S et al., 2010; Diamond DL et
al, 2010; Liu X et al., 2010; Colman H et al.,, 2013). De plus la protéine C est localisée aux
GLCs comme LPCAT1, et pourrait a ce titre exercer une régulation post-traductionnelle
de LPCAT1 indépendamment de la régulation au niveau transcriptionnel. Comme par

exemple la perte de localisation de PLINZ2 a la surface des GLCs, induite par la protéine C
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(Boulant S et al., 2008). Les mécanismes impliqués dans la régulation de LPCAT1 par le

VHC requiérent donc une étude approfondie.

Nous avons confirmé par immunofluorescence in situ la double localisation de LPCAT1
décrite en Huh-7.5.1 au niveau du RE, ainsi qu’a la surface des GLCs (Moessinger C et al.,
2011). Cette seconde localisation était inattendue du fait de la présence d’'un motif KKXX
de rétention au RE mais serait due a I'éloignement de ce motif porté par la partie C-
terminale de LPCAT1 (Shikano S and Li M, 2003). Une autre possibilité ferait intervenir le
modele de « bourgeonnement » vésiculaire (Figure 4), ou la protéine enchassée dans la
membrane serait directement incorporée lors du « bourgeonnement » de la GLC. Nous
avons observé une diminution du nombre de GLCs couplée a I'augmentation de leur taille
moyenne lors de I'extinction de LPCAT1. Ces résultats peuvent s’expliquer soit par une
fusion des GLCs entre elles, soit par une production moins élevée de GLCs a la membrane
du RE mais avec un enrichissement supérieur en lipides. Ces deux hypotheéses ne sont pas
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mutuellement exclusives, et dans les deux cas induites par la modification de la

composition des membranes en PLs (Figure 27.4.).

En effet, la PC est le constituant majoritaire des membranes et I'inhibition de LPCAT1
contribue a augmenter la diversité membranaire par l'action de PLA2. Les PLs voyant
ainsi leur second groupement acyl hydrolysé pourront soit (1) contribuer a la synthese
de nouvelles PCs, dont la longueur de la seconde chaine d’AG sera différente car catalysée
par une autre enzyme (Figure 27.1.), soit (2) participer a la synthese d’autres espéces de
PLs (Figure 27.4.). Cette diversité permet d’augmenter la fluidité, la courbure et la fusion
des membranes, mais favorise également le trafic vésiculaire et la stabilité / I'activité des
protéines associées a ces membranes (Thiam AR et al,, 2013; Hishikawa D et al., 2014). Ce
sont donc autant de modifications qui peuvent survenir au niveau des GLCs mais aussi au
niveau du RE, du fait de I'extinction de LPCAT1. L’association des complexes SNAREs ou
CIDEB aux membranes des GLCs pourrait ainsi étre facilitée, entrainant une fusion des
GLCs plus fréquente. A ce propos, Wifling et al. suggerent qu’un déficit en PC et/ou une
accumulation d’AP sont essentiels a la fusion des GLCs (Wilfling F et al., 2013). D’autre
part, la fixation et/ou l'activité des protéines impliquées dans la genese des GLCs, comme
par exemple DGAT1 ou la MTP, pourraient étre favorisée(s), intensifiant la synthése et
I'enrichissement des GLCs en TAGs. En effet, 'extinction de LPCAT3 chez la souris
promeut I'expression hépatique de la MTP, augmentant ainsi la sécrétion de VLDLs qui
correle avec la concentration intracellulaire de lysophosphatidylcholines (Li Z et al.,
2012). De fagon surprenante, les auteurs décrivent également une diminution
intracellulaire de TAGs lors de l'extinction de LPCAT3, mais celle-ci pourrait étre
expliquée par 'augmentation de leur sécrétion via I'’enrichissement des VLDLs. Une autre
possibilité permettant d’expliquer I'augmentation de TAGs intracellulaires serait le
recyclage des PCs hydrolysées par PLA2 et d’autres phospholipases, aux GLCs (Penno A
et al., 2013). La glycérophosphocholine et les deux chalnes d’AG résultantes seraient
réutilisées dans la voie de Kennedy afin de synthétiser des TAGs. Par analogie, LPCAT1
pourrait présenter les mémes fonctions que LPCAT3, cependant aucune étude ne le
démontre actuellement. Une augmentation intracellulaire de TAGs peut naturellement
survenir lors d’'une absorption plus élevée ou d’'une sécrétion réduite de lipides. Ces deux
hypothéses sont infirmées par les expériences de suivi d'incorporation et de sécrétion
d’acide oléique radioactif (Fig.3F), ou aucune variation dans I'incorporation de lipides n’a
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été observée, mais ou leur sécrétion est significativement augmentée lors de I'extinction

de LPCAT1.

Nous avons vu que les lipides membranaires du MW sont des acteurs importants dans la
réplication virale car la modification de la composition des PLs membranaires peut
influencer cette étape virale (Li Z et al., 2006). Or, '’extinction de LPCAT1 n’affectait pas la
réplication virale proprement dite, laissant penser que LPCAT1 n’est pas localisée au MW,
ou que la PC n’a aucun impact dans cette étape virale. En revanche, 'augmentation
d’infectiosité spécifique des particules virales démontrait clairement un impact dans la
morphogenese virale. Nous supposons que ce gain d’infectiosité est dii a 'enrichissement
des particules en TAGs, car la proportion des particules virales de faible densité était plus
élevée lors de I'extinction de LPCAT1. La mobilisation de I'exces de TAGs contenus dans
les GLCs peut s’effectuer par plusieurs mécanismes. Tout d’abord, la seule absence de
LPCAT1 aux GLCs permettrait a d’autres protéines de s’y associer, et donc de modifier le
devenir des GLCs. Par exemple, via le déplace de PLIN2 de la surface des GLCs par la
protéine C, augmentant la mobilité de ces dernieres via la tubuline (Hope RG and
McLauchlan J, 2000; Boulant S et al., 2008). La sous-expression de LPCAT1 permettrait de
favoriser I'’enrobage des GLCs par la protéine C via son domaine D2, localisation
importante dans le cycle infectieux du virus (Hope RG and McLauchlan J, 2000; Schwer B
et al., 2004). Les TAGs stockés au sein des GLCs peuvent participer a la biogenese des
VLDLs par la voie de la B-oxydation dans les mitochondries. Ils peuvent également y
participer par leur transfert dans la membrane du RE, qui s’opérerait via le recrutement
des GLCs a proximité des globules, potentiellement par un enrichissement des GLCs en
Rab18 (cf. Chapitre 1 : I1.2). Le transfert surviendrait soit par la fusion de la GLC avec un
globule situé dans la membrane du RE, fusion qui est de surcroit favorisée par I’extinction
de LPCAT1, soit par le biais d'une enzyme analogue a DGAT1 ou la MTP. L’existence de
globules demeurant dans la membrane du RE constituerait alors un pont d’échange entre
les GLCs et le RE, mais ce mécanisme requiert d’étre approfondi, notamment sur les
acteurs mis en jeu (Wilfling F et al., 2013; Pol A et al., 2014). De récentes études décrivent
le complexe Arfl/COPI, impliqué dans le transfert vésiculaire des VTVs du RE au Golgi,
comme médiateur de cette connexion entre les GLCs et le RE (Wilfling F et al., 2014). De
plus, il permet le recrutement d’enzymes du métabolisme lipidique a la surface des GLCs
comme I’ATGL, la principale enzyme responsable de I'hydrolyse des TAGs (Suzuki M et al.,
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2015). Les DAGs résultant de cette hydrolyse peuvent alors étre utilisés par DGAT1 afin

d’enrichir la membrane du RE en TAGs.

L’accumulation intra et extracellulaire d’ApoB observée dans les cellules Huh-7.5.1
déplétées pour LPCAT1 peut provenir soit d'une augmentation de synthese, soit d'une
inhibition de la dégradation de ’ApoB. Compte tenu de I'enrichissement en TAG au sein
de la bicouche phospholipidique du RE, il serait plus probable que ’ApoB en cours de
synthese soit davantage lipidée, contribuant ainsi a I'inhibition de sa dégradation. Les
TAGs ne sont pas les seuls lipides a stabiliser '’ApoB. Récemment, il a été démontré dans
les hépatocytes primaires murins que la protéine de transfert des PLs (PLTP) enrichit
I’ApoB en PLs (Manchekar M et al, 2015). Cet enrichissement a pour conséquence une
diminution de la dégradation d’ApoB a partir de l'appareil de Golgi, impliquant tres
probablement PERPP. De fagon intéressante, I'inhibition de la PLTP chez la souris conduit
a une diminution du contenu des VLDLs en PLs couplée a une augmentation en TAGs et
une inhibition de la sécrétion d’ApoB. Cela pourrait expliquer en partie I'enrichissement
des particules virales en TAGs via la baisse de disponibilité en PLs lors de I'extinction de
LPCAT1, ainsi que I'hypobétalipoprotéinémie observée chez les patients chroniquement
infectés par le VHC. Stricto sensu, ’hypobétalipoprotéinémie est une diminution du taux
d’ApoB dans le sang, mais n’est pas forcément associée a une diminution du contenu en
lipides des VLDLs et donc a une augmentation de leur densité. En effet, une étude sur une
petite cohorte de patients chroniquement infectés par le VHC, comparés a des sujets non-
infectés, révele une augmentation de la sécrétion des TAGs néosynthétisés sous forme de
VLDLs associée a une diminution de la synthése de cholestérol (Lambert JE et al., 2013).
Cette augmentation de la sécrétion des TAGs synthétisés de novo concorde avec nos
observations en lignée Huh-7.5.1 déplétée pour LPCAT1. L’ensemble de ces résultats
suggere que l'inhibition de sécrétion d’ApoB pourrait permettre une maturation accrue
des VLDLs par une hausse de l'enrichissement en TAGs. Cependant, nos résultats ne
montrent pas une diminution de la sécrétion de I’ApoB, mais une augmentation. Les
mécanismes permettant de limiter la sécrétion d’ApoB d’ApoB requierent peut-étre une
infection persistante et prolongée des cellules, représentée par une infection chronique

chez le patient.

Dans notre travail l'extinction de LPCAT1 induisait a la fois une augmentation de la

sécrétion de particules virales de faibles densités, coincidant avec une augmentation de la
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sécrétion d’ApoB retrouvée a ces mémes densités. Bien que ces résultats ne démontrent
pas l'association physique entre les particules virales et les lipoprotéines contenant

I’ApoB, ils sont compatibles avec cette hypothese.

Celle-ci parait plausible compte-tenu des observations chez les patients infectés par le
VHC, ou les particules virales circulent sous forme de LVPs contenant I’ApoB (Andre P et
al, 2002; Nielsen SU et al., 2006; Nielsen SU et al.,, 2008). Il reste que les cellules de la
lignée Huh-7 sont défectives pour la production d’authentiques VLDLs (Podevin P et al,
2010; Meex S] et al., 2011), nourrissant une controverse sur la présence et le role d’ApoB
dans les VHCcc (Huang H et al., 2007b; Gastaminza P et al.,, 2008; Jiang | and Luo G, 2009;
Merz A et al, 2011; Catanese MT et al, 2013b; Boyer A et al, 2014). L’extinction de
LPCAT1 dans notre modele de culture du VHC, systeme permettant la production
d’authentiques VLDLs (Podevin P et al., 2010), nous a permis de confirmer I'augmentation
de la proportion de particules virales de faibles densités, correspondant aux LVPs. Il serait
intéressant du point de vue lipidique de caractériser ces LVPs produites, mais s’avere
difficile en raison du faible niveau de production de particules virales en HHPs comparé a
celui en lignée Huh-7 lors de la caractérisation effectuée par Merz et al. (Merz A et al.,

2011)

Moessinger et collaborateurs ont publié en 2014 une étude confirmant certains résultats
que nous avons obtenus durant ma theése, notamment sur la déplétion de LPCAT1 en
lignée Huh-7 et les modifications induites sur les GLCs (Moessinger C et al., 2014). Les
auteurs observent également une diminution du nombre de GLCs, avec une augmentation
de leur taille moyenne, lors de I'extinction de LPCAT1 en cellules naives. Ils ont cependant
décrit une modeste diminution de la sécrétion d’ApoB et de TAGs, tandis que nous
observons une franche augmentation de ces deux espéces dans le surnageant de culture.
Nous expliquons cette divergence par les conditions de cultures employées par
Moessinger et al. Bien que les cellules soient déplétées pour LPCAT1 et cultivées trois
jours avant d'étre récoltées comme dans nos conditions, le milieu de culture est dépourvu
de SVF durant cette période. Une privation en SVF sur une période aussi longue ne semble
pas appropriée, voir néfaste pour les hépatocytes. En effet, cultivées pendant 48 heures
en l'absence de SVF, les cellules de la lignée hépatocytaire HLF, présentent une
augmentation d’'un facteur 10 de la transcription du gene p53 (Terai S et al, 1997). La

protéine p53 joue un réle important dans I'apoptose ainsi que dans I'arrét de la croissance
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cellulaire. Il n’est donc pas exclu que les observations de Moessinger et al. puissent
uniquement refléter une différence de densité ou de viabilité cellulaire, comme aucune

normalisation ni test de cytotoxicité n’ont éteé réalisés.

De plus, nous avons précédemment montré qu’en I'absence de lipides dans le milieu de
culture la sécrétion d’ApoB en Huh-7.5.1 n’est pas stimulée (Podevin P et al, 2010),
corrélant avec le fait qu'une absence de TAGs venant enrichir '’ApoB en cours de synthese
conduit a sa dégradation (cf. Chapitre 1 : II1.2). Enfin, Moessinger et al. remplacent le
milieu de culture 24 heures avant la récolte, impliquant que les lipides sécrétés les 48
heures précédentes ne sont pas analysés. Compte tenu de I'absence de SVF dans le milieu
de culture, et si 'extinction de LPCAT1 augmente la sécrétion des lipides comme nous
I'avons montré, il parait logique que Moessinger et collaborateurs observent une plus
faible quantité d’ApoB dans les surnageants dans leurs conditions. En effet, les lipides
contenus dans les cellules déplétées pour LPCAT1 doivent étre sécrétés plus rapidement
que ceux contenus dans les cellules témoins. Une fois les surnageants changés 48 heures
plus tard, les cellules déplétées possedent donc moins de TAGs / ApoB disponibles afin
d’étre sécrétés dans les milieux de culture neufs. Pour toutes ces raisons, la culture des
hépatocytes en I'absence de SVF ne semble donc pas une condition physiologiquement

pertinente.

Les patients chroniquement infectés par le VHC présentent fréquemment une stéatose
hépatique (Negro F, 2010; Felmlee D] et al., 2013; Goossens N and Negro F, 2014b; Filipe
A and McLauchlan ], 2015), c’est-a-dire une accumulation intracellulaire de TAGs dans les
GLCs, phénomeéne que nous avons pu observer dans les cellules déplétées pour LPCAT1.
Il est d’ailleurs rapporté que la diminution du ratio PC / phosphatidyléthanomlamine
induit une perte de stabilité membranaire et serait a I'origine du développe de la stéatose
chezla souris (Li Z et al., 2006). La sous-expression de LPCAT1 causée par le VHC pourrait
donc étre un des mécanismes responsables de l'apparition de cette pathologie viro-
induite. Il serait donc pertinent d’examiner le niveau de transcription de LPCAT1 dans les
foies de patients stéatosiques. Le degré d’implication de la stéatose dans la morphogenese
virale demeure inconnu, pouvant étre seulement la résultante de l'ensemble des

perturbations du métabolisme lipidique lors de 'infection par le VHC.
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Les nouveaux traitements développés contre I'hépatite C, les DAAs, ciblent exclusivement
les protéines virales afin d’éradiquer la virus. Ces traitements sont tres onéreux et
potentiellement assujettis a 'échappement viral par la sélection de variants résistants. De
plus, les essais cliniques rapportent qu'une faible proportion de patients, notamment ceux
atteints par le génotype 3, sont non-répondeurs aux traitements, nécessitant le
développement d’autres traitements. Cibler le métabolisme lipidique de I'h6te apparait
comme un stratégie de choix car conférerait une barriere élevée a I'échappement viral,
ainsi qu’'une action pangénotypique (Baugh JM et al, 2013). Dans cette perspective,
LPCAT1 apparaitrait comme un candidat intéressant, pouvant réduire a la fois le titre

viral, mais aussi diminuer la stéatose chez les patients.
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Conclusion générale

Le foie est un organe crucial dans la régulation des lipides, captant les lipoprotéines
circulantes, stockant ou transformant les lipides ainsi incorporés, et les sécrétant a fagon
lors des besoins physiologiques. Les principales espéces lipidiques sont les TAGs, les PLs
et le cholestérol, tous les trois sécrétés par les hépatocytes majoritairement sous forme
de VLDLs, les lipoprotéines riches en TAGs synthétisées exclusivement par ces cellules. Le
tropisme du VHC pour les hépatocytes provient en partie de son originalité a s’associer
aux VLDLs, lui conférant une densité plus faible et un pouvoir infectieux supérieur.
Cependant, I'étape de morphogenese du VHC, notamment des LVPs, demeure la moins
comprise du cycle viral. Notre laboratoire a a cceur de disséquer cette étape et les
détournements du métabolisme lipidique engendrés par le virus. Dans le cadre de ces
travaux de thése, nous avons identifié LPCAT1, une enzyme cellulaire impliquée dans le
remodelage des PLs membranaires, comme une cible virale sous-exprimée lors de
I'infection par le VHC dans deux modeles cellulaires d’hépatocytes humains. Peu de choses
étant connues sur cette enzyme, nous avons exploré son role dans le métabolisme
lipidique hépatocytaire par extinction de son expression. Nous avons ainsi pu établir que
LPCAT1 est impliquée dans la synthese et la sécrétion des TAGs sous forme de VLDLs, et
que cette augmentation de disponibilité de TAGs tend a enrichir les particules virales
néosynthétisées. Ces résultats incitent donc a émettre I'’hypothéese que la sous-expression
de LPCAT1 orchestrée par le VHC apparait comme une stratégie virale, afin de détourner
le métabolisme hépatique, primitivement voué a la sécrétion des TAGs sous forme de

VLDLs, au profit de la morphogenese des LVPs.
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