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A force de se planter, un beau jour, on devient une fleur.

Ou un docteur.
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Résume francais

L’hépatite C est une maladie chronique occasionnant une atteinte hépatique évolutive
pouvant conduire en 20 ou 30 ans a [lapparition dune cirrhose ou d'un
hépatocarcinome. L’agent pathogéne responsable de cette maladie est le virus de
I'hépatite C (HCV). C’est un petit virus enveloppé a ARN monocaténaire de polarité
positive qui infecte les hépatocytes humains et se transmet exclusivement par contact
sanguin. HCV induit un stress oxydatif et détourne le métabolisme des cellules-hotes,
en particulier le métabolisme des lipides. Pour ce faire, il altere la morphologie et le
fonctionnement de nombreuses organelles comme le réticulum endoplasmique, les
gouttelettes lipidiques et les mitochondries. Des études récentes suggerent que les
peroxysomes sont également impactés par l'infection par HCV. Les peroxysomes sont
de petites organelles sphériques, dynamiques et multifonctionnelles dont le nombre,
la taille et la fonction s’adaptent au contexte cellulaire. lls sont notamment impliqués
dans le métabolisme des lipides, le maintien de I'’équilibre redox de la cellule et
limmunité innée antivirale. A ce titre, les peroxysomes sont la cible de nombreux virus.
Lors d’un crible visant a découvrir de nouveaux partenaires cellulaires des complexes
de réplication d’HCV, nous avons identifié la protéine ACBDS5, une protéine de la
membrane des peroxysomes. Des expériences dimmunomarquage ont permis
d’observer dans une sous-population de cellules Huh-7 infectées un recrutement
partiel d’ACBD5 et d’autres marqueurs peroxysomaux a proximité des complexes de
réplication virale. Par ailleurs, indépendamment de leur recrutement, la morphologie
des peroxysomes apparait modifiee dans 20 a 30% des cellules infectées, selon la
souche considérée. En effet, a 16 jours post-infection dans cette sous-population de
cellules, le volume moyen des peroxysomes est multiplié par 2,3 tandis que le nombre
de peroxysomes est divisé par 2,8. Nous nous sommes ensuite intéressés au rble des
peroxysomes dans le cycle viral. Pour ce faire, nous avons généré par CRISPR-Cas9
des cellules Huh-7 dépourvues de peroxysomes en inactivant le géne PEX3, ainsi que
des cellules démunies de peroxysomes fonctionnels en inactivant le gene PEX5. Ces
cellules KO ont été infectées avec les souches JFH1 et DBN3a d’HCV. Les patrticules
virales infectieuses sécrétées dans le surnageant des cellules infectées ont été titrées
et n‘ont révélé aucun impact des KO sur la production de nouveaux virions. Les
peroxysomes ne sont donc pas essentiels a I'établissement de l'infection par HCV.
Cependant, I'impact du virus sur ces organelles peut participer a sa pathogénese.
Nous avons alors tenté de déterminer I'impact de l'infection sur le métabolisme des
peroxysomes. Nous avons mis en évidence une augmentation du stress oxydatif
spécifiguement dans les peroxysomes de cellules Huh-7 contenant un réplicon d’'HCV,
corrélé a une diminution de lactivité de la catalase, I'enzyme principale de
détoxification des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) dans les peroxysomes. La
diminution de l'activité de la catalase n’est pas corrélée a une diminution de son
expression, ce qui suggere une inhibition de I'enzyme par HCV. Les altérations
engendrées par un stress oxydatif chronique peuvent étre variées, mais un lien entre
défaut de régulation des ROS, vieillissement cellulaire, dommages a I'ADN et
apparition de cancer a déja été établi dans d’autres contextes. L'analyse d’échantillons
de patients pourrait nous aider a déterminer les conséquences des altérations causées
aux peroxysomes par I'’hépatite C chronique.



English abstract

Hepatitis C is a chronic disease causing progressive hepatic damage that can lead
after 20 or 30 years to cirrhosis or hepatocarcinoma. The pathogen responsible for this
disease is the hepatitis C virus (HCV). It is a small enveloped virus with a single-
stranded positive RNA genome that infects human hepatocytes and spreads
exclusively by blood contact. HCV induces oxidative stress and hijacks host-cell
metabolism, especially lipid metabolism. To do so, it disturbs the morphology and
function of several organelles, including endoplasmic reticulum, lipid droplets and
mitochondria. Recent studies indicate that peroxisomes may also be impacted by HCV
infection. Peroxisomes are small spherical organelles that are highly dynamic and
versatile, adapting in number, size and function to the cellular context. They are
involved in many metabolic pathways, including lipid metabolism, redox homeostasis
and innate antiviral immunity. In this respect, peroxisomes are targeted by many
viruses. In a screen aiming at discovering new cellular partners of viral replication
complexes, we identified the peroxisomal membrane protein ACBD5. Immunostaining
experiments allowed us to observe a partial recruitment of ACBD5 and other
peroxisomal markers in the vicinity of HCV replication complexes in a sub-population
of infected Huh-7 cells. Furthermore, peroxisome morphology appears to be altered in
20-30% of infected cells (depending on the strain used), irrespective of their
recruitment. Indeed, after 16 days of infection, the average volume of peroxisomes is
multiplied by 2.3, while their number is divided by 2.8 in this cell sub-population. Then,
we investigated the role of peroxisomes in the HCV life cycle. To do so, we generated
Huh-7 cells devoid of peroxisomes by inactivating the PEX3 gene, and Huh-7 cells
lacking functional peroxisomes by inactivating the PEX5 gene, using CRISPR-Cas9
technology. These KO cells were infected with HCV strains JFH1 and DBN3a.
Infectious viral particles secreted by these cells were then titered, revealing no impact
on virions production. This indicates that peroxisomes are not crucial for HCV to
establish infection. However, the impact of the virus on these organelles may contribute
to its pathogenesis. We then sought to determine the impact of infection on peroxisome
metabolism. We demonstrated an increase in oxidative stress specifically localized in
the peroxisomes of Huh-7 cells containing an HCV replicon, correlated with a decrease
of catalase activity, which is the main enzyme involved in peroxisomal reactive oxygen
species (ROS) detoxification. The decrease of catalase activity is not accompanied by
a decrease of its expression, suggesting the inhibition of this enzyme by HCV. The
damages caused by chronic oxidative stress can be diverse, but a link between ROS
misregulation, cellular aging, DNA damage and cancer has already been established
in other contexts. Analysis of patient samples could help determine the consequences
of peroxisomal damages caused by chronic hepatitis C.
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Introduction

I-L"Hépatite C

A- Description de la maladie

1) 1970 : une nouvelle hépatite ?

Dans les années 1970, de nombreux cas d’hépatite post-transfusionnelle se
sont déclarés. On connaissait alors deux agents potentiellement responsables,
I'hépatite A et 'hépatite B. Cependant, certains patients, présentant bien une hépatite,
se révélaient négatifs aux tests sérologiques HAV/HBV (virus de I'hépatite A/B). Un
autre type d’hépatite, décrite pendant quinze ans comme I’hépatite « non-A non-B » et
responsable de plus de 75% des hépatites post-transfusionnelles, avait été identifié
sans qu’'on en connaisse la cause (1). En 1978, on acquit la certitude que I'hépatite
« non-A non-B » était due a un agent transmissible en inoculant le sérum de patients
atteints a des chimpanzés, qui contractaient eux-mémes une hépatite aprés 13
semaines d’incubation (2). S’en suivit une traque du ou des agents pathogenes, qui
aboutit en 1989 a l'identification du virus de I'hépatite C (HCV) par I'équipe de Michael
Houghton, qui parvint par des techniques de biologie moléculaire a isoler un unique

clone d’ADN complémentaire viral (3).

2) Epidemiologie de 'hépatite C

Une fois I'agent pathogéne découvert, les premiers tests sérologiques ont
permis de prendre conscience de l'ampleur de I'épidémie. |l s’est avéré que la
prévalence d’'HCV dans la population générale avait été tres sous-estimée, de
nombreux pays découvraient que 1 a 5% de leur population totale était chroniquement

infectée. On estimait en 2004 que 3% de la population mondiale, soit 170 millions

14



Introduction

d’individus, étaient porteurs du virus (4). Aujourd’hui, environ 58 millions de personnes
dans le monde présentent encore une hépatite C chronique et 290 000 personnes
décédent chaque année des suites de la maladie, principalement de cirrhose ou
d’hépatocarcinome (cancer primitif du foie). Bien que le monde entier soit concerné
par la maladie (figure 1), on observe certaines zones géographiques particulierement
touchées, comme I'Egypte, ou la séroprévalence variait en 2015 de 0,8% a 27,8%
selon le sexe et la classe d’age considérée (5). On estime qu’en France 0,3% de la
population serait infectée, soit environ 200 000 individus, ce qui fait de notre pays un

territoire a faible endémie.

Dans certains pays ou la lutte contre HCV était insuffisante, le virus s’est
répandu dans la population générale. Au contraire, dans les pays industrialisés, on
remarque une concentration de la maladie au sein de sous-populations marginalisées,
notamment les personnes consommant des drogues injectables (PWID : People Who
Inject Drugs) (6). Aujourd’hui, on considere que 23% des nouveaux cas d’hépatite C

et 33% des décés imputés au virus sont liés & la consommation de drogues injectables.

Le virus de I'hépatite C a fait 'objet d’'une pandémie « surprise » notamment a
cause du délai de 20 a 30 ans entre l'infection et 'apparition des premiers symptoémes.
Le dépistage est donc un enjeu primordial dans la lutte contre la maladie, mais les
populations a risque (populations de pays en voie de développement, travailleurs du
sexe, populations vivant en milieu carcéral, personnes consommant des drogues
injectables) y on difficilement accés. Les campagnes internationales de dépistage
organisées par 'OMS sont encore trop peu efficaces ; on estime qu’encore 79% des
porteurs d’HCV (soit 46 millions d’individus) ignorent leur statut sérologique en 2023.
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Figure 1 : prévalence de I’hépatite C dans le monde (tiré de (7)).

Selon une estimation de 'OMS, on compterait chaque année 1,5 millions de
personnes nouvellement infectées par HCV dans le monde. Cependant, depuis 2014
et la mise sur le marché d’antiviraux a action directe, 'optimisme est de rigueur. Les
autorités internationales de santé ont ainsi pour objectif une diminution de 90% des
néo-infections et de 65% des déces associés a I'hépatite C d’ici a 2030, grace a des

campagnes massives de prévention, de dépistage et de traitement des malades (8).

3) Transmission de la maladie

Le virus de I'hépatite C est essentiellement transmis par voie sanguine. La
propagation de HCV avant sa découverte est imputée a de mauvaises pratiques
sanitaires, que ce soit via des transfusions de sang contaminé ou l'utilisation de
matériel médical mal stérilisé, conduisant a une transmission iatrogene de la maladie.
Par exemple, HCV s’est propagé en Egypte lors de campagnes nationales de
traitement contre la schistosomiase dans les années 60-70-80. Les mauvaises

pratiques sanitaires lors de ces campagnes font de 'Egypte le pays avec la plus forte

16



Introduction

prévalence au monde (soit 4% de la population globale et 22,1% des 55-59 ans) (9).
Ce mode de transmission est aujourd’hui marginal dans les pays industrialisés, mais
encore présent dans les pays en voie de développement. La transmission du virus par
le sang cause également sa prévalence augmentée dans les populations
consommatrices de drogues injectables (non-stérilité du matériel de shoot, partage

des seringues et aiguilles, marginalisation entrainant un mauvais acces aux soins...).

La transmission d’'HCV lors de rapports sexuels a longtemps fait débat. En
2013, une étude américaine a suivi 500 couples hétérosexuels monogames dont un
des deux partenaires était HCV-positif et a conclu a un taux de transmission d’HCV
lors de relations sexuelles de 0.07% par an, soit approximativement lors d’'un rapport
sexuel sur 190 000. Aucune pratique sexuelle favorisant la transmission n’a pu étre
identifiée, mais le contact de muqueuses avec du sang de patient infecté ou un fluide
corporel dérivé de sérum d’un patient infecté serait une voie de transmission probable.
La transmission d’HCV lors de rapports sexuels reste éminemment moins efficace que
la transmission d’autres virus comme HBV ou HIV (virus de limmunodéficience
humaine) (10). Mais récemment, le débat de la transmission sexuelle d'HCV a été
relancé par plusieurs études portant sur les hommes ayant des relations sexuelles
avec des hommes (MSM, pour men having sex with men). En effet, depuis 2007,
plusieurs études pointaient du doigt une prévalence plus importante d'HCV dans ces
populations, d’abord parmi les MSM HIV-positifs, puis parmi les MSM HIV-négatifs
éligibles ou sous traitement prophylaxique (PrEP). Il a été mis en évidence que
l'incidence d’HCV dans les populations MSM HIV-positives était passé de 0,07% en
1990 a 1,8% en 2014, de 0,07% a 0,04-0,15% pour les populations MSM HIV-
négatives. Bien qu'il soit difficile d’établir avec certitude quel comportement sexuel
serait susceptible de transmettre le virus plus efficacement, il semblerait que les
pratiques sexuelles a haut risque (rapports sexuels non protégés, partage de sextoys,
chemsex, relation multipartenaires) conduisent plus fréquemment a la transmission de
la maladie. Enfin, la co-infection avec des infections sexuellement transmissibles (IST),
un taux de lymphocytes CD4 bas et une grande charge virale chez les patients HIV-

positifs apparaissent également comme des facteurs majeurs de risque (11).

La transmission verticale de la mére a I'enfant lors des deuxieme et troisieme
trimestres de grossesse a également été observée. L’enfant né de mére HCV-positive

sera lui aussi HCV-positif dans 5,8% des cas, 10,8% si la mére est co-infectée par
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HCV et HIV (12-14). La transmission se faisant pendant la grossesse, la naissance
par césarienne est inefficace pour lutter contre HCV et n’est pas particulierement

indiquée pour les meres HCV-positives (14).

4) Pathogenese

L’hépatite C est une maladie évolutive. Elle se caractérise par une forme aigué,
majoritairement asymptomatique et persistant dans 55 a 85% des cas sous une forme
chronique. Dans de tres rares cas, linfection peut se traduire par une hépatite
fulminante et devient alors une urgence médicale absolue. La transition de la forme
aigué a chronique passe généralement inapercue car elle est souvent
asymptomatique. Parmi cette proportion de malades chroniques, 20 a 30% contractent
une cirrhose sur une période de 20-30 ans aprés l'infection. L’hépatite C peut a terme
causer un hépatocarcinome (HCC), dont la probabilité d’apparition augmente au cours
du temps (Figure 1) (15).

a) Forme aigué

La forme aigué de l'infection est asymptomatique dans 80% des cas. Pour les
20% restants, les symptdmes sont ceux d’'une atteinte au foie non-caractéristique :
fatigue, fievre, perte de I'appétit, nausées, douleurs abdominales, ictére. Chez la
plupart des malades, de 'ARN viral est détectable au bout de 7 jours post-infection,
tandis que des anticorps anti-HCV sont détectés dans le serum des patients a partir
de 12 semaines post-infection. Pour 15 a 25% des patients, une forte réponse
immunitaire élimine naturellement le virus, ce taux de guérison spontanée pouvant
monter a 45% lorsque la phase aigué est symptomatique ou que le patient est un
enfant ou une jeune femme (15). L’infection par HCV n’est pas immunisante, il existe
donc un risque de réinfection post-guérison (16). Lorsque le virus n’est pas rapidement

éliminé, I'hépatite C devient chronique.
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b) Forme chronique

L’évolution vers une forme chronique de I'hépatite C advient dans 55 a 85% des
cas. Elle est définie par la persistance d’ARN viral 6 mois aprés I'infection initiale. Une
fois I'infection installée, les guérisons spontanées sont rarissimes. Lors de la phase
chronique, une relative tolérance du systeme immunitaire s’installe et conduit au
maintien d’un titre viral modéré. Le basculement vers une forme chronique dépend
donc en partie du statut immunitaire de l'individu au moment de linfection. Un
nouveau-né, une femme enceinte ou une personne immunodéprimée auront une plus
forte probabilité de voir la maladie évoluer vers une forme chronique qu’un individu

jeune avec un systeme immunitaire alerte et performant.

Normal Liver

Chronic Hepatitis

HCV Infection
: HCC & ESLD

55-85%

20-30%
\

HCC: 1-4% per year
ESLD: 2-5% per year

Figure 2 : évolution des atteintes hépatiques causées par I’hépatite C (tiré de (15)). HCC :
hepatocarcinoma ; ESLD : end stage liver disease.

L’évolution de la maladie est lente en I'absence de facteurs de co-morbidité, il
est fréquent qu’aucun symptdme ne soit détecté pendant plus de 20 ans. On voit
apparaitre et progresser peu a peu une fibrose hépatique, liée a un contexte nécrotico-
inflammatoire chronique. Le virus en lui-méme est peu ou pas hépatotoxique, la
majorité des Iésions hépatiques résultant de l'infection sont en fait dues a la réponse

immunitaire qui vise et détruit les cellules infectées, sans parvenir a éliminer totalement
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lagent pathogéne (17). La progression de la maladie est décrite par différents
« stades » caractérisant I'état global du foie, en se référant a I'importance des Iésions
irréversibles et au degré d’avancement de la fibrose. On parle de stade aigu ou
chronique, précoce ou tardif, cirrhotique ou non-cirrhotique, compensé ou
décompensé, et enfin terminal (18). La vitesse de progression de la fibrose hépatique
dépend significativement de I'héte et de facteurs environnementaux. En effet, le risque
d’'une évolution plus rapide est associé a différents critéres incluant I'age, le sexe du
patient (un individu masculin a plus de risque de voir la maladie évoluer rapidement
qu’un individu féminin), la consommation d’alcool, I'obésité, I'insulino-résistance, le
diabéte de type 2, la prise d’un traitement immunosuppresseur ou encore une co-
infection par HBV ou HIV. Il existe également des facteurs génétiques, de I'hbte et de
I‘agent pathogene, influengant la progression de la fibrose. Les stades finaux de la
maladie sont le développement d’'une cirrhose hépatique, que 20 a 30% des malades
développent sur une période de 30 ans post-infection, accompagnée parfois d’'une
stéatose hépatique, et d’un carcinome hépatocellulaire, qui une fois la cirrhose
installée présente chaque année 2 a 6% de risque de se développer. (16) L’apparition
d’'une stéatose hépatique dépend, comme la fibrose, de nombreux facteurs génétiques
et environnementaux, mais également du génotype d’HCV avec lequel les patients
sont infectés. En effet, le génotype 3 cause plus fréquemment I'apparition de stéatose

hépatique, de cirrhose et d’hépatocarcinome que les autres génotypes (19,20).

c) Manisfestations extrahépatiques

L’hépatite C chronique peut engendrer de nombreuses manifestations extra-
hépatiques (EMs), liées directement ou indirectement a l'infection virale. On estime

gue 74% des patients chroniqguement infectés connaitront au moins une EM (17).

Il existe une classification des EMs qui les répartit en sept classes : manifestations
générales, organe-spécifiques, autoimmunes, neuropsychiatriques, métaboliques,
cardiovasculaires ou néoplasiques (Figure 3). Plusieurs EMs ont une caractéristique
auto-immune comme la cryoglobulinémie, I'EM la plus courante, ou [larthrite
rhumatoide. Deux études ont conclu que 36 a 54% des patients HCV-positifs
présentaient une forme détectable de cryoglobulinémie, et que 25% en comportaient

des signes cliniques (21,22). Les symptémes les plus courants de la cryoglobulinémie
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douleurs s’apparentant a une arthralgie et/ou une myalgie (35-54%), une n
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cas), des

europathie

(11-30%) et des complications rénales, comme la glomérulonéphrite (27%).

Cardiovascular

< Stroke

NeoPIasms = Acute myocardial infarction Metabolic
< B-cell ymphoma <> Diabetes mellitus
<> Insulin resistance
Extrahepatic
General manifestations
= HRQolL il
9 Fatigue Neuropsychiatric
Organ-
specific
P = Cognitive impairment
Autoimmune > Depression
= Thyroid
= Pulmonary
= Renal
> Dermatological <> Cryoglobulinemia
= Ocular

<> Rheumatoid arthritis

Figure 3 : manifestations extra-hépatiques (tiré de (17)).

d) Hépatite C et comorbidités associees

De par son mode de transmission, l'infection par le virus de I'hépatite C peut

étre associée a d’autres infections a transmission hématogene, notamm
HBV.

Co-infection HCV-HIV

ent HIV et

On estime qu’un patient HIV-positif a six fois plus de risques d’étre HCV-positif

qu’une personne HIV-négative. La co-infection HIV-HCV cause une augmentation des

risques de passage du stade aigu au stade chronique, une virémie plus importante et

une progression plus rapide des symptdmes hépatiques. Cette accélération de la

progression des atteintes hépatiques a été constatée méme lorsque l'infecti

était associée a la prise d’antirétroviraux (23).

on par HIV
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Il a été démontré par plusieurs études que linfection par HIV favorisait une
progression plus rapide des atteintes hépatiques dues a HCV, que ce soit une
évolution accélérée des fibroses hépatiques (24,25) ou I'aggravation des derniers
stades de la maladie (26). Cependant, cela ne se vérifie pas dans les études plus
récentes (19). Cela pourrait s’expliquer par 'amélioration des traitements anti-HIV, qui
seraient moins hépatotoxiques, et un meilleur contrdle de la virémie HIV chez les

patients co-infectés (27).

La co-infection HIV-HCV a des impacts directs et indirects sur la progression
des symptémes hépatiques en comparaison avec une mono-infection par HCV (Figure
4). HIV favorise directement la progression de la fibrose hépatique par 'accumulation
d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) et l'activation de la voie NFkB. Il induit
également I'expression de génes fibrogenes comme CoL1A et Timpl et inhibe
I'expression de MMP3, potentiellement anti-fibrogene (28). Par ailleurs, I'infection des
cellules stellaires et de Kupffer par HIV participe a amplifier le contexte inflammatoire
chronique déja engendré par HCV. HIV induit dans les cellules stellaires I'expression
de collagene | fibrogéne et la sécrétion de MCP-1, une cytokine pro-inflammatoire (29),
ainsi que de TNF-a et d’IL-6, deux cytokines pro-inflammatoires, dans les cellules de
Kupffer. (30)

La co-infection HIV-HCV impacte également les taux de transmission verticale
et sexuelle d’'HCV. Les risques de transmission verticale augmentent de 5.8% (mono-
infection HCV) a 10.8% (co-infection HIV-HCV) (14).
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Figure 4 : impact d’HIV sur la progression des symptéomes hépatiques lors d’une co-
infection HIV-HCYV (tiré de (23)). (A) Effets directs sur les hépatocytes, les cellules stellaires
et les cellules de Kupffer. (B) Effets indirects.

Co-infection HCV-HBV

HCV et HBV ont le méme tropisme, ils infectent tous deux les hépatocytes
humains. Lorsque deux virus infectent les mémes cellules, on observe généralement
la « dominance » d’un virus sur l'autre, soit I'inhibition ou la suppression de la
réplication du virus dominé au profit du virus dominant (31). Dans le cas d’'une co-
infection HCV-HBV, il a été démontré une inhibition mutuelle de la réplication des deux
virus, mais c’est généralement la réplication d’HCV qui prend le pas sur celle d’HBV
(47% des cas, contre 14% de cas HBV-dominant et 18% de co-dominance) (32). Dans
ce cas, l'infection par HBV peut étre totalement occultée. On ne retrouve alors pas
d’ADN d’HBV dans le sérum des patients, parfois méme aucun anticorps anti-HVB
n’est détecté, ce qui peut fausser le dépistage (33). En conséquence, la prédiction de
la fréquence de co-infections HCV-HBV est difficile ; on estime cependant qu’aux
Etats-Unis, environ 10 a 15% des patients HCV-positifs sont également HBV-positifs
(34). Le mécanisme causant l'inhibition de la réplication d’HBV par HCV n’a pas encore

été clairement identifié.
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La co-infection HCV-HBV cause des taux plus importants de cirrhose (44%
contre 21%) et de décompensation (24% contre 6%) en comparaison avec les patients
mono-infectés (35). Par ailleurs, le risque de développer un hépatocarcinome est
également augmenté. Une étude de Chiaramonte et al. démontre que chez les patients
cirrhotigues compensés, le risque de développer un hépatocarcinome passe de 2%
par an en mono-infection HBV et 3,7% par an en mono-infection HCV a 6,4% par an

en cas de co-infection (36).

Consommation d’alcool

La consommation abusive d’alcool est connue pour causer une fibrose et une
cirrhose hépatigue. HCV causant les mémes symptomes, il est assez intuitif d’imaginer
que la consommation réguliére d’alcool est un facteur aggravant de I'hépatite C. En
effet, la prise journaliere de 50g d’alcool est associée a une augmentation de 34% de
la progression de la fibrose en comparaison avec une consommation nulle. Par
ailleurs, une consommation de 30g d’alcool par jour est associée a une augmentation
du risque de cirrhose de 22% (32% contre 10% parmi les patients ne buvant pas
d’alcool) (37). Méme une consommation modérée d’alcool a un impact négatif sur
I'évolution de la maladie (38). Il a été prouvé que la consommation ponctuelle d’alcool
favorise la réplication d'HCV a court terme en interférant avec la signalisation de
linterféron, ce qui a pour conséquence de diminuer l'efficacité de la réponse
immunitaire innée. Par ailleurs, une consommation réguliére d’alcool est associée a
une augmentation du stress oxydatif via la production de ROS, ce qui favorise la

progression des symptémes hépatiques (39).

Obésité et diabéte de type |l

Il existe une corrélation entre infection par HCV et diabéte. En effet, I'infection
par HCV semble favoriser I'insulinorésistance (IR) mais de maniere réversible. D’aprés
une étude de Butt et al., I'incidence des cas de diabéte par an pour mille patients est
de 20,6 pour les patients HCV+ non-traités, 19,8 pour les patients traités par
administration d’interféron et de ribavirine et 9,89 pour les patients traités avec des
antiviraux a action directe (DAA, Direct Acting Antivirals). La diminution du risque

d’apparition de diabéte de type Il est également corrélée avec l'efficacité du
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traitement : le gain est meilleur chez les patients dont la virémie reste indétectable
aprés l'arrét du traitement (SVR pour Sustained Virologic Response). Ces résultats

sont encore plus importants pour les patients atteints de fibrose avancée (40).

HCV inhibe a plusieurs niveaux la voie de signalisation de I'insuline dans le foie.
Par ailleurs, la réponse inflammatoire chronique secondaire a I'infection (notamment
la sécrétion importante de TNF-a et d’'IL6) semble induire I'insulinorésistance et le
diabete de type Il. L’apparition de ces troubles métaboliques semble associée en
particulier aux génotypes 1 et 4 (41) et serait causée par la diminution de I'expression
d'IRS1/2 (Insuline Receptor Substrate 1/2), deux protéines impliquées dans la
signalisation de l'insuline (42). Cependant, les mécanismes exacts d’apparition de

diabete de type Il HCV-induit ne sont pas encore bien connus (43).

Plusieurs études pointent la corrélation entre I'indice de masse corporelle (IMC)
et un stade plus avancé de fibrose (44). En outre, I'obésité et le diabéte sont, tout
comme l'infection par HCV, des facteurs de risques de I'apparition d’HCC (45). Ainsi,
I'association de facteurs métaboliques favorisant I'apparition d’HCC avec une hépatite

C chronique augmente d’autant plus le risque d’apparition dHCC (43).
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B- Le virus de I'hépatite C

1) Description de I'agent pathogéne

a) Phylogénie et classification d’HCV

Le virus de I'hépatite C appartient au genre Hepacivirus, inclus dans la famille
des Flaviviridae (46) (Figure 5). Il présente une grande variabilité génétique, que
I'analyse phylogénique classe jusqu’a aujourd’hui en 8 génotypes et 57 sous-type (7),
séparés les uns des autres par au minimum 15% de séquences nucléotidiques
divergentes (47). Les deux génotypes les plus répandus dans le monde sont les
génotypes 1 et 3, respectivement responsables de 46% et 30% des infections par HCV
dans le monde. Les génotypes 2, 4, 5 et 6 sont respectivement présents dans 9%, 8%,
1% et 6% des cas (48), tandis que les génotypes 7 et 8 ont seulement été identifiés
respectivement chez quelques patients centre-africains (49) et indiens (50).
Cependant, les différents génotypes et sous-génotypes d’HCV sont distribués de
maniére hétérogéne dans le monde, ce qui implique probablement un biais de sur-
représentation des génotypes majoritaires dans les pays développés, en lien avec un
meilleur dépistage de la maladie. Les génotypes 1a, 1b, 2a et 2b sont majoritaires en
Europe et en Amérique, tandis qu’en Inde et au Pakistan le génotype majoritaire est le
génotype 3 (Figure 6).
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Figure 5 : arbre phylogénétique de la famille des Flaviviridae (tiré de (51)), basé sur
lanalyse du géne hélicase. L’éloignement de chaque branche est proportionnel au

pourcentage de divergence entre les séquences.
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Figure 6 : répartition géographique des différents génotypes d’HCV (tiré de (52)). La taille
des diagrammes circulaires est proportielle a la séroprévalence d’HCV dans la région

correspondante.
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b) Le génome d’HCV

Le génome du virus de I'hépatite C est un ARN monocaténaire de polarité
positive d’environ 9,6kb. Il dispose d’'un unique cadre de lecture (Open Reading
Frame, ORF), traduit en une unique polyprotéine d’environ 3000 acides aminés. La
séquence codante d’'HCV est entourée aux extrémités 5’ et 3’ de deux régions non-
codantes (Untranslated Regions, UTR) possédant des structures secondaires et
tertiaires trés conservées d’'un génotype a l'autre car essentielles a la traduction et la
réplication du génome viral. C’est notamment dans la région 5° UTR du génome que
se trouve le site interne d’entrée du ribosome (IRES pour internal ribosome entry site),
site indispensable a la fixation du ribosome sur 'ARN viral et donc a l'initiation de la
traduction. L'IRES couvre une séquence de 340 nucléotides, comprenant la majorité
de 'UTR 5’ et les 40 premiers nucléotides de la séquence codant la protéine virale
core (53,54). Une fois traduite, la polyprotéine précurseur est clivée par des protéases
cellulaires et virales en 10 protéines fonctionnelles : trois protéines structurales et sept

protéines non-structurales (Figure 7).
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Figure 7 : structure du génome du virus de I’hépatite C (A) et des protéines
correspondantes (B) (tiré de (55)). Les sites de clivage par des protéases cellulaires sont
représentés par des ciseaux pour la SP (signal peptidase) et une étoile pour la SPP (signal
peptide peptidase) tandis que les sites de clivage par les protéases virales sont représentés
par des fleches partant de la protéase correspondante.

c) Protéines structurales

Protéine de capside core

Core est la protéine structurale la plus conservée d’un génotype d’HCV a l'autre.
C’est elle qui, lors de 'assemblage des virions, forme la capside et entoure 'ARN
génomique viral. Premiere protéine virale a étre traduite, elle subit deux clivages lors
de sa maturation. Dans un premier temps, core est adressée a la membrane du
réticulum endoplasmique (RE) alors qu’elle est encore associée a la polyprotéine. Un
premier clivage par la SP (signal peptidase) libere core de la polyprotéine en une forme
immature de 23 kDa (56). La protéine de capside est alors clivée une seconde fois par
la SPP (signal peptide peptidase), ce qui aboutit a la forme mature et fonctionnelle de

core, dont la masse moléculaire est de 21 kDa (57).
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La protéine de capside d’HCV est composée de trois domaines : D1, D2 et D3
(Figure 8). D1 est un domaine hydrophile situé a I'extrémité N-terminale de la protéine,
c’est ce domaine qui interagit avec ’ARN viral et permet son encapsidation lors de
'assemblage des nouveaux virions. D1 interagit également avec la protéine
d’enveloppe E1 et de nombreux facteurs cellulaires (58). Le domaine D2 est un
domaine hydrophobe nécessaire a la stabilité et a la structure du domaine D1 (59). Il
permet également I'association de la capside virale avec le RE et avec les gouttelettes
lipidiques (60), interaction essentielle pour 'assemblage des particules virales. Enfin,
D3 est un petit domaine situé a I'extrémité C-terminale de la protéine. Il constitue le
peptide-signal de la protéine E1 qui permet également I'adressage de core au RE et
se retrouve clivé lors de sa maturation (61). Cette protéine forme des homodimeres

stabilisés par la formation de ponts disulfure intermoléculaire (62).

Core est une protéine multifonctionnelle essentielle a I'étape d’assemblage, elle
est également prépondérante dans la pathogenése associée a l'infection. Le role de
core étant central dans le cycle cellulaire d’'HCV, elle interagit avec 'ARN viral lors de
son encapsidation, ainsi qu’avec plusieurs protéines virales et cellulaires, notamment
des protéines du RE et des gouttelettes lipidiques (LDs) (63). Core est une source
importante de la pathogenése inhérente a HCV, elle induit un stress du RE et la
réponse UPR (Unfolded Protein Response) (64), perturbe le métabolisme des lipides,
augmente la production de ROS dans les mitochondries, perturbe le systeme
immunitaire en empéchant la différenciation des cellules dendritiques, favorise la
sécrétion de cytokines pro et anti-inflammatoires, dérégule I'apoptose dans les cellules

hépatiques et favorise I'apparition d’HCC (65).
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Figure 8 : structure de la protéine core (tiré de (58)). Les sites de clivage sont représentés
par des fleches.

Protéine ARFP ou core +1

Il existe un cadre de lecture alternatif dans la région codante de core qui permet
la synthése d'une petite protéine de 16 kDa. Cette protéine est appelée ARFP
(Alternative Reading Frame Protein) ou core +1, en référence au changement de cadre
de lecture, et est présente sous deux isoformes : Core+1/S (initiation au codon 86-88)
et Core+1/L (initiation au codon 26) (66). ARFP est une protéine accessoire qui n'est
pas indispensable pour le cycle viral, mais il a été démontré qu’elle était impliquée
dans la modulation de I'immunité innée et dans la pathogenese. En effet, ARFP
favorise la progression des atteintes hépatiques et I'apparition de cancer du foie
(67,68).

Glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (respectivement 29 et 68 kDa) sont
séparées de la polyprotéine virale par clivage via des signal peptidases cellulaires. Ce
sont des protéines transmembranaires de type |, présentant un domaine
transmembranaire a leur extrémité C-terminale. En plus de son domaine
transmembranaire, E2 est composée d'un long ectodomaine divisé en trois sous-
domaines, une «téte », une « base » et une «tige », tandis que E1 comporte un
ecotodomaine divisé en deux sous-domaines, un « noyau/cceur » et une « tige ». Les

deux protéines d’enveloppe interagissent par I'intermédiaire de leurs ectodomaines
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respectifs, celui de E1 s’enroulant autour de la « tige » de E2 (69). E1 et E2 comportent
de nombreux sites de N-glycosylation (Figure 9) (70) fortement conservés malgreé la
grande variabilité génétique d’HCV (71). Les domaines transmembranaires d’'E1 et E2
permettent a la fois l'ancrage des protéines, leur adressage au réticulum

endoplasmique et la formation d’hétérodiméres non-covalents E1-E2 (72).

La forte conservation de la plupart des sites de N-glycosylation d’E1 et E2 révéle
l'importance de ces glycanes dans le cycle viral. En effet, plusieurs études ont
démontré leur réle majeur dans l'infection par HCV, via leur r6le dans la conformation
des protéines d’enveloppe (71), le mécanisme d’entrée des virions (73), 'assemblage
de la particule virale (74) et la résistance a la réponse immunitaire humorale par la
formation d’'un « bouclier » de glycanes autour des sites de fixation des anticorps

neutralisants (75).
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Figure 9: schéma des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (tiré de (76)). Les deux
protéines présentent un domaine transmembranaire a leur extrémité C-terminale (en noir).
Leurs nombreux sites de glycosylation sont représentés (en bleu foncé, avec leur position
indiquée), ainsi que les régions hypervariables de E2 (en rouge).

d) Protéines non-structurales

La protéine p7

La protéine p7 est une petite protéine hydrophobe de 63 résidus de la famille
des viroporines. Elle est constituée de passages transmembranaires reliés par une
boucle cytoplasmique et forme un canal ionique hexamerique de 42kda ((77), Figure
10). Cette protéine n’est pas nécessaire a la réplication de 'ARN viral, puisque le
réplicon subgénomique d’HCV, unité minimale de réplication du génome viral, ne

contient pas la séquence codant pour p7 (78) ; mais n’est pas non plus une protéine
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structurale. Le role de p7 est en revanche primordial pour 'assemblage des virions
néoformés (79) et la sécrétion de particules infectieuses in vivo (80). En effet, il a été
démontré que des mutations dans la protéine p7 ou son absence provoquaient une
accumulation de particules capside-like non-enveloppées a l'intérieur des cellules et

causait 'accumulation de core sur les gouttelettes lipidiques (79-81).

Située dans la polyprotéine entre E2 et NS2, p7 est clivée par une signal-
peptidase cellulaire, mais sa séparation de E2 n’est que partielle. Cet équilibre entre
état clivé et non-clivé est essentiel pour une efficacité optimale de la production de
particules infectieuses (82) et serait régulé par SPCS1 (Signal Peptidase Complex
Subunit 1) (83). Par ailleurs, p7 protégerait également E2 d’'une dégradation précoce

pendant la phase de sécrétion des virions (84).

Figure 10 : structure hexamerique du canal ionique formé par p7 (tiré de (77)). Les
couleurs sont alternées pour pouvoir distinguer les six protéines p7 formant 'hexamére mais
ne décrivent pas de différences de séquence ou de structure.

La protéase NS2

NS2 est une protéine transmembranaire de 23 kDa composée d’'un domaine
transmembranaire constitué de trois hélices hydrophobes, situé a I'extrémité N-
terminale de la protéine (85), et d'un domaine protéase a cystéine cytosoliqgue Zn%*-
dépendante, situé a l'extrémité C-terminale (86) (Figure 11). Localisée dans la
polyprotéine entre p7 et NS3, son domaine protéase catalyse, avec I'aide du domaine
1 d’NS3 comme co-facteur interagissant avec les ions Zn?* (87), le clivage NS2-NS3
et permet la libération d’'une protéine NS3 fonctionnelle, essentielle a la réplication
virale (88). La protéine NS2 en elle-méme n’est pas nécessaire a la réplication,
puisque sa séquence n’est pas présente dans le réplicon subgénomique (78). Au-dela
de son activité protéase, NS2 joue un rble essentiel dans I'étape d’assemblage des

particules virales. En effet, elle participe par interaction directe avec E2 et NS3 a leur
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recrutement a proximité des gouttelettes lipidiques (89). Par ailleurs, une analyse des
mutations d’adaptation a la culture cellulaire de plusieurs souches d’'HCV a identifié

plusieurs résidus de NS2 nécessaires a 'assemblage (88,90,91).
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Figure 11 : structure de la protéine NS2 (tiré de (89)). Les trois passages
transmembranaires sont représentés en brun (TMS1), vert (TMS2) et orange (TMS3), tandis
gue le domaine protéase, cytosolique, est représenté en bleu et rose.

La protéine NS3-4A (protéase et hélicase)

La protéine NS3 est une protéine bifonctionnelle de 70 kDa. Elle est constituée
d’'un domaine ARN-hélicase en N-terminal et d'un domaine sérine-protéase en C-
terminal. Associée a NS4A, une petite protéine de 1,4 kDa agissant comme cofacteur
de NS3, elle forme le complexe NS3-4A (92) (Figure 12) qui viendra cliver la
polyprotéine d’'HCV en 4 endroits, libérant les formes fonctionnelles, de NS3, NS4A,
NS4B, NS5A et NS5B (Figure 7).

Le domaine sérine- protéase Zn?*-dépendant de NS3, de 23 kDa, s’apparente
a la famille des chymotrypsines et est actif en lui-méme (93), cependant sa pleine
efficacité n’est atteinte qu’en présence d’'NS4A. Plus précisément, c’est un peptide de
NS4A de 14 résidus d’acides aminés qui structure la partie hydrophobe de NS3 et
assure sa bonne conformation 3D (94) (95). Enfin, le complexe NS3-4A est impliqué
dans la réplication et 'assemblage d’HCV via le domaine C-terminal de NS4A (96), qui

interagit avec E1 et participe a 'enveloppement des particules virales (97).
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NS3-4A catalyse le clivage de la polyprotéine virale, mais aussi de protéines
cellulaires. Le complexe joue un rdle dans I'inhibition de la réponse immunitaire innée
antivirale en clivant les protéines TRIF (98) et MAVS peroxysomale (99) et
mitochondriale (100), respectivement responsables de Il'activation des voies de
signalisation IRF-3 et NFkB, qui déclenchent la sécrétion d’interférons. Ainsi, NS3-4A
est non seulement indispensable pour la réplication et 'assemblage d’HCV, mais
participe a sa persistance dans I'organisme et a sa chronicité en inhibant la réponse

antivirale de I'héte.

Le domaine hélicase de NS3 appartient a la famille des DExH (DEAH Box
Helicase) (101), il interagit avec I’ARN viral. NS3-hélicase est essentiel a la réplication
et a 'assemblage d’'HCV (92). Les fonctions biologiques exactes de ce domaine sont
encore mal connues, mais il semble étre impliqué dans les changements de structure
de ’ARN viral, notamment 'interconversion entre ARN simple-brin et ARN double-brin

(102) mais aussi dans le déroulement du génome afin de favoriser sa traduction (103).

Figure 12 : représentation du complexe NS3-4A (adapté de (104)). Le complexe NS3-4A
est composé de deux domaines, subdivisés en six sous-domaines : le peptide correspondant
a NS4A (en bleu turquoise) et deux tonneaux B dans le domaine protéase (en rouge et
magenta), deux sous domaines (-a-f (en jaune et vert) et un sous-domaine riche en hélices
a (en bleu) dans le domaine hélicase.
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La protéine NS4B

NS4B est une protéine hydrophobe de 27 kDa, libérée de la polyprotéine ’HCV
par un double-clivage effectué par NS3-4A. Elle est composée de quatre segments
transmembranaires et ses deux extrémités N-terminale et C-terminale forment des
hélices amphipatiques orientées vers le cytoplasme (105), bien que I'extrémité N-
terminale puisse étre transloquée dans le RE (Figure 13). NS4B est essentielle a la
réplication et a 'assemblage d’HCV. La principale fonction biologique de NS4B est
d’induire des réarrangements membranaires en interagissant avec le RE des cellules
infectées. Ces réarrangements membranaires, aussi appelés membranous webs,
abritent les vésicules a double-membrane contenant les complexes de réplication
d’'HCV. Il a été démontré que l'expression seule de NS4B induisait la formation
de membranous webs (106), et certains auteurs suggérent qu’elle constituerait la
protéine d’échafaudage des complexes de réplication d’HCV (105). Cependant,
I'expression seule de NS4B induit la formation de vésicules a simple membrane, la co-
expression de la phosphoprotéine NS5A est nécessaire a I'apparition de vésicules a

double membrane (107).
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Figure 13 : schéma de la structure d’NS4B associée a la membrane du RE (tiré de (108)).
Les quatre segments transmembranaires sont représentés (TM1-4), ainsi que les hélices
amphipatiques de I'extrémité N-terminale (AH1-2) et C-terminale (H1-2). La translocation de
I'extrémité N-terminale de la protéine vers la lumiere est représentée par une fleche. Dans ce
cas, AH2 devient un cinquiéme passage transmembranaire.

La protéine NS4B colocalise avec les autres protéines non-structurales dans
les complexes de réplication d’HCV (105) et interagit avec NS3-4A, NS5A et NS5B
(209). Par ailleurs, l'introduction de mutations dans la séquence de NS4B a un impact
sur I'efficacité de la réplication virale. Selon la mutation en question, la réplication peut

étre perturbée, totalement abolie (110), ou augmentée (111). Une activité
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ATP/GTPase de NS4B a aussi été mise en évidence par l'identification d’'un motif
d’interaction avec 'ATP GxxGxGK trés conservé, qui ne peut étre modifié sans impact

sur la réplication virale (112).

NS4B interagit également avec 'ARN d’HCV via son domaine C-terminal (105).
D’autres études suggerent que NS4B participe a 'assemblage de nouvelles particules
infectieuses, puisque certaines mutations ont causé un augmentation significative de
la production de nouveaux virions indépendamment de I'efficacité de réplication (113).
Cependant, le mécanisme exact de I'implication de NS4B dans I'assemblage reste

encore inconnu.

Enfin, NS4B patrticipe a la pathogenése induite par HCV de plusieurs facons. Il
a été démontré que cette protéine induisait un stress du RE notamment via l'induction
de la réponse UPR et la libération de ROS (114). NS4B perturbe aussi le métabolisme
des lipides en induisant le clivage de SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding
Proteins), ce qui cause une activation de la synthése d’acides gras et une

accumulation de lipides (108).

La phosphoprotéine NS5A

NS5A est une phosphoprotéine hydrophile de 56 kDa (forme phosphorylée) a
58kDa (forme hyperphosphorylée) formant des dimeéres (115). Elle est constituée de
trois domaines séparés par des séquences de faible complexité contenant de
nombreux sites de phosphorylation (116) (Figure 14). Le domaine |, situé a I'extrémité
N-terminale, est le domaine le plus conservé de la protéine. Il contient une hélice a
amphipatique trés conservée qui permet I'ancrage de la protéine dans la membrane
du RE au niveau des complexes de réplication (117), ainsi qu’'un motif d’interaction
avec l'ion Zinc (Zn?*), lui aussi hautement conservé (116). Il est également capable
d’interagir avec I'extrémité 3’ de 'ARN viral (118) et est indispensable a la réplication
d’HCV. Les domaines Il et lll de NS5A sont moins conserveés, moins structurés et ont
eté moins étudiés, mais il est admis que le domaine Il aurait aussi un role dans la
réplication du génome viral (119) via son interaction avec CypA (Cyclophiline A, une
protéine cellulaire qui favorise I'interaction avec 'ARN) (120), tandis que le domaine IlI
serait nécessaire a 'assemblage mais largement dispensable pour la réplication (121).

En effet, le domaine Il de NS5A tolere l'insertion de genes rapporteurs comme la GFP
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sans impact sur l'efficacité de la réplication dans un modéle réplicon (122), mais des
délétions dans ce domaine altérent la localisation de NS5A a proximité des gouttelettes
lipidiques (121).

NS5A est une protéine multifonctionnelle qui interagit avec de nombreux
partenaires cellulaires (123), mais aussi avec la polymérase virale NS5B dont elle
module ['activité (124). En plus de son rdle important dans la réplication et
'assemblage, NS5A présente également un effet inhibiteur sur l'efficacité de la
traduction de I'ARN viral (125). Ces différentes fonctions semblent modulées par le
degré de phosphorylation de la protéine (120,126,127). NS5A est aussi connue pour
inhiber la sécrétion d’interféron a via la déphosphorylation de STAT1 (128).
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Figure 14 : représentation schématique de la structure d’NS5A (tiré de (120)). Le cercle
rouge souligne la localisation des sérines impliquées dans I'’hyperphosphorylation de la
protéine.

La polymérase virale NS5B

NS5B est 'ARN-polymérase ARN-dépendante (RdRp pour RNA-dependant
RNA-polymerase) virale, c’est elle qui synthétise les nouvelles copies d’ARN viraux a
partir de 'ARN préexistant. Il a été démontré que NS5B était principalement capable
d’initiation terminale de novo de la synthése d’ARN (129), bien que des initiations
internes minoritaires a la fonction inconnue aient récemment été décrites (130). C'est
une protéine de 68 kDa constituée a l'extrémité C-terminale d'un domaine
transmembranaire permettant son enchdssement dans la membrane du RE, d’'une
séquence linker et d’'un long domaine N-terminal représentant 90% de la protéine et
contenant son site catalytique. Le domaine polymérase de NS5B prend la forme d’'une
main droite et est divisé en trois sous-domaines : la paume, les doigts et le pouce

(Figure 15) (131). La paume constitue le site actif de I'enzyme, tandis que le pouce et
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les doigts forment un tunnel guidant ’ARN simple brin vers la paume de NS5B (132)
(133). Les nucléotides sont quant a eux acheminés vers le site actif via un autre tunnel
chargé positivement (134). L’activité de NS5B est modulée par des protéines virales
(NS3, NS5A) (135) et cellulaires (136). Il a notamment été décrit qu’elle interagissait
avec la cyclophiline B, qui module son interaction avec 'ARN (137). Comme beaucoup
de polymérases virales, NS5B ne dispose pas d’un systéeme de proof-reading, ce qui
induit 'apparition fréquente de mutations dans le génome d’HCV et cause sa grande
variabilité génétique.
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Figure 15 : représentations schématiques linéaire et 3D d’NS5B (tiré de (131)). La protéine
est composée d’un domaine transmembranaire (TMD), d’'une séquence linker et d’'un domaine
polymérase divisé en trois sous-domaines formant une main droite : la paume (rose), les doigts
(bleu) et le pouce (vert) d’'NS5B.

e) La particule virale

La particule virale ’HCV se présente sous une forme sphérique ou ovoide dont
le diamétre varie de 30 a 80 nm (138). Elle se compose d’une nucléocapside, formée
par la protéine core, contenant 'ARN viral (ARN+ simple brin) et entourée d’une

enveloppe lipidique, dans laquelle sont enchéassées les glycoprotéines d’enveloppe E1
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et E2 (Figure 16). En plus de E1 et E2, I'enveloppe lipidique est associée a des
lipoprotéines d’origine cellulaire (notamment les apolipoprotéines comme Apo B, Apo
C, Apo E, Apo M...) (139), qui participent a donner sa morphologie a la particule virale
(140), on parle de particules lipovirales hybrides ou lipoviroparticules (LVP).
L’interaction d’HCV avec les lipoprotéines, particulierement avec ApoE, semble

permettre au virus de mieux échapper aux anticorps neutralisants (141).

Les LVP d’HCV ont une composition lipidique proche de celle des Low Density
Lipoproteins (LDL) et des Very Low Density Lipoproteins (VLDL) (142,143), elles
contiennent des lipoprotéines, des phospholipides (phosphatidylcholine,
sphingomyeéline) et du cholestérol estérifié (141). Les LVP retrouvées dans les serums
des patients infectés présentent également une hétérogénéité de taille (30 a 80 nm de
diamétre) et de densité (de 1.03 a 1.25 g.mL™!), une faible densité étant associée a
une plus grande infectiosité (138). C’est la fusion des LVP nouvellement sécrétées
avec les lipoprotéines du sérum qui confere aux particules virales cette densité variable
(141).
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Figure 16 : la particule virale d’HCV (tiré de (144)). (A) Schéma de la particule virale. (B)
Particule virale observée au microscope électronique a transmission (MET).
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2) Modeles d’étude d'HCV

Dans les années suivant la découverte de I'agent responsable de I'hépatite non-
A non-B en 1989 (3), la recherche ne disposait que de trés peu d’outils pour étudier
HCV. En effet, pour une raison encore inconnue, les particules virales circulant chez
les patients infectés sont incapables d’infecter des lignées cellulaires immortalisées
d’origine hépatique. Ce manque de modeéles d’étude a représenté pendant des années
un frein important a 'avancée des travaux scientifiques, mais au fur et a mesure, des
outils d’étude d’'HCV ont été développés. lls nous permettent maintenant d’investiguer
chaque étape de l'infection par HCV, aussi bien ex vivo (modéles en culture cellulaire)

qu’in vivo (modéles animaux).

a) Les modeles d’étude ex vivo

Le systeme Réplicon

En 1999, soit dix ans aprés la découverte d’HCV, un premier outil d’étude est
mis au point : le systeme réplicon. Lohmann et al. parviennent a déterminer 'unité
minimale de réplication du génome viral (78). C’est un ARN tronqué autoréplicatif, ou
seules ont été conservées les séquences nécessaires et suffisantes a l'initiation et au
maintien de la réplication virale dans des cellules humaines. Initialement mis au point
a partir de la souche Conl de génotype 1b, le premier réplicon subgénomique (SGR
pour subgenomic replicon) conserve les séquences codant les protéines non-
structurales NS3 a NS5B, sous contrdle de I'IRES de 'EMCV (encephalomyocarditis
virus). Un second IRES ('IRES d’HCV cette fois) permet I'expression d’'un géne de
résistance a un antibiotique (comme la néomycine) permettant la sélection d’'une
population cellulaire répliquant 'ARN viral, ou d’'un géne rapporteur (comme la
luciférase) permettant de mesurer I'efficacité de réplication du SGR (Figure 17). La
mise au point du systeme réplicon a représenté une réelle révolution dans la recherche
sur HCV au début des années 2000 et ce modele est encore aujourd’hui toujours utilisé
dans les laboratoires. Le systeme réplicon permet d’étudier uniquement I'étape de
réplication du génome viral en s’affranchissant des étapes d’entrée et d’assemblage,
c’est également un modéle permettant d’avoir accés a du matériel situé dans des

locaux au niveau de sécurité biologique plus bas qu’avec le modéle infectieux.
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Figure 17 : principe du systéme réplicon en culture cellulaire (tiré de (145)). L'ARN
bicistronique du réplicon contient un premier IRES contrélant I'expression d’'un géne de
résistance ala néomycine et un deuxiéme IRES (EMCV) permettant 'expression des protéines
NS3 a NS5B d’HCV (souche Con1). Les régions 5’ et 3' UTR sont également celles de la
souche Con 1. Des cellules Huh-7 sont transfectées avec I’ARN du réplicon subgénomique et
sélectionnées par ajout de néomycine dans le milieu de culture.

Le systeme pseudoparticule (HCVpp)

En 2003, la mise au point des HCVpp par Bartosch et al. a représenté la
deuxieme grande avancée dans la recherche de modéles d’étude d’HCV. Les
pseudoparticules consistent en une capside rétrovirale entourée d’'une enveloppe
pseudotypée avec les glycoprotéines E1 et E2 et contenant un géne rapporteur
(initialement la GFP) (146). Ces pseudoparticules sont obtenues par la co-transfection
dans des cellules HEK-293T de trois plasmides codant respectivement les protéines
E1 et E2 d’HCV, les protéines rétrovirales gag et pol, et le géne rapporteur. Les
surnageants des cellules transfectées sont ensuite récoltés et les HCVpp sont
concentrées par ultracentrifugation avant d’'infecter d’autres cellules cibles (Figure 18).
Ce modéle permet d’étudier 'entrée d’HCV gréace a des pseudoparticules infectieuses
présentant des complexes E1-E2 fonctionnels, le gene rapporteur (GFP ou luciférase)
fournit également une mesure quantitative de I'entrée virale dans les cellules-cibles.
Les HCVpp ont également permis I'étude du role de E1 et E2 dans I'entrée virale (147),
l'identification de facteurs d’attachement et d’entrée (148) et le test d’anticorps
neutralisants (149). Une des limites de ce modele est le manque d’association de la
lipoprotéine ApoE avec les HCVpp contrairement aux particules virales infectieuses,

ce qui peut induire des différences.
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Figure 18 : production des pseudoparticules HCVpp dans les cellules HEK-293T (tiré de
(150)). La formation des HCVpp nécessite la co-transfection de trois plasmides, le premier
exprimant les protéines d’enveloppe d’'HCV, le second exprimant les protéines rétrovirales gag
et pop, le troisieme exprimant le géne rapporteur (ici la luciférase).

Le systeme infectieux (HCVcc)

C’est finalement en 2005 que Wakita et al. parviennent a obtenir un modéle de
virus infectieux en culture cellulaire (151). Ce premier clone infectieux provient d’'un
échantillon de patient Japonais ayant contracté une hépatite C fulminante. Cette
souche, classée comme appartenant au génotype 2a et appelée JFH1 (japanese
fulminant hepatitis clone 1), a été décrite et caractérisée en 2001 puis 2003 par Kato
et al. (152,153). JFH1 présente une séquence tres éloignée des autres souches de
méme génotype, principalement au niveau de lI'extrémité 5 UTR et des séquences
codant pour core, NS3 et NS5A (152), c’est toujours a I'’heure actuelle la seule souche
ne nécessitant pas de mutations d’adaptation a la culture cellulaire. La construction
d’'un réplicon de souche JFH1 a également permis de constater une efficacité de

réplication bien supérieure aux autres réplicons disponibles (20 fois supérieure a
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I'efficacité de réplication de Con1), et ce sans mutations d’adaptation (153). C’est
guatre ans apres la description de JFH1 que Wakita et al. parvinrent a former des
particules infectieuses (ou HCVcc) en culture cellulaire. L’ADNc de JFH1 a été mis
sous le contréle du promoteur T7 afin de générer TARN d’HCV in vitro, avant de
I'électroporer dans des cellules Huh-7 (Figure 19). Les particules infectieuses
excrétées dans le milieu de culture des cellules électroporées sont appelées HCVcc.
Elles sont sphériques, d’'un diameétre d’environ 55 nm et d’'une densité de 1,15 a 1,17
g.mL* (151), donc de taille moyenne et de densité plutot élevée en comparaison avec
les particules infectieuses présentes dans le sérum des patients chroniquement
infectés. Bien que les cellules Huh-7 soient infectables par les HCVcc, il a été
démontré que de meilleurs titres infectieux étaient obtenus en utilisant des lignées
dérivées des Huh-7, comme les Huh-7.5 (154) ou les Huh-7.5.1 (155). Les particules
virales produites en laboratoire sont également capables d’infecter des animaux
sensibles a HCV comme les chimpanzés, mais sont moins infectieuses que les
particules virales récoltées dans les échantillons de patients chroniquement infectés.
Cela est probablement lié a la densité plus importante des HCVcc (156). Plus tard,
d’autres souches d’HCV ont été adaptées au modéle infectieux, comme les souches
TNcc (génotype 1a) (157), GLT1 (génotype 1b) (158), JFH2 (génotype 2a) (159),
DBN3a (génotype 3a) (160).
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Figure 19 : production de particules infectieuses HCVcc en culture cellulaire (tiré de
(162)).

b) Les modeles animaux

Le modele chimpanzé

Historiquement, le premier modéle animal a étre utilisé pour étudier 'hépatite C
est le modéle chimpanzé (Pan troglodytes). En 1997, deux équipes parviennent en
paralléle & développer un clone ARN infectieux par inoculation intra-hépatique a des
chimpanzés, bien que le méme clone ne parvienne pas a produire des particules
virales en culture cellulaire (162,163). Cela a permis de démontrer pour la premiere
fois que ces équipes disposaient du génome viral complet. De la découverte de
'hépatite non-A non-B & 2011, le modele chimpanzé constitua le principal modele
animal dans I'étude d’'HCV, jusqu’a ce que l'utilisation expérimentale de chimpanzés
Soit remise en question pour des raisons éthiques. De par la proximité génétique avec
’homme, le modele chimpanzé a permis de tester les premiers candidats-vaccins et

d’étudier la réponse immunitaire a I'infection par HCV (164).
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Cependant, certaines différences notables démontrent les limites de ce modéle.
En effet, les chimpanzés développent généralement une hépatite C moins sévéere que
les humains, avec une phase aigué moins symptomatique et un meilleur taux de
guérison spontanée (entre 40 et 67% selon les études contre en moyenne 30% chez
'Homme) (164). De méme, I'évolution de la phase chronique est moins séveére, et
jusqu’alors un seul cas d’hépatocarcinome causé par HCV a été décrit chez le

chimpanzé (165). Les causes de ces différences n'ont pas encore été déterminées.

L’interdiction progressive de I'utilisation des chimpanzés a des fins de recherche
a poussé la communauté scientifique a trouver de nouveaux modeles animaux. La
susceptibilité d’autres animaux a l'infection par HCV a été testée, mais tres peu de
modeles pertinents ont émergé de ces recherches (164). Par exemple, il a été
démontré que le toupaye de Belanger (Tupaia belangeri) était susceptible a I'infection
par HCV (166), mais que le virus ne provoquait qu’une infection bénigne sans passage

a la chronicité (167).

Les modéles souris

Les rongeurs sont naturellement résistants au virus de I'hépatite C, cependant
ce sont les especes les plus utilisées en expérimentation animale. Ainsi, la
communauté scientifique a mis au point plusieurs modéles murins pour I'étude de
'hépatite C, utilisant principalement trois approches différentes : ['utilisation de

souches virales adaptées, de souris transgéniques ou la xénogreffe (Figure 20).
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Figure 20 : principales approches dans I’élaboration d’un modéle murin pour I’étude
d’HCV (tiré de (168)).

Souches virales adaptées

Les souches virales adaptées au modéle murin sont obtenues par culture a long
terme d’HCV en présence de cellules de souris ou exprimant les homologues murins
des facteurs d’entrée nécessaires a I'endocytose des virions. En utilisant cette
méthode, des mutations de E1 et E2 permettant I'entrée d’HCV dans des cellules de
souris ont été découvertes par Bitzegeio et al. (169). Cette souche adaptée est capable
d’'infecter une lignée immortalisée de foie murin et de produire des particules
infectieuses (170). Cependant, aucune étude ne fait mention de l'utilisation in vivo de
cette souche adaptée, ce modéle n’est plus trés utilisé et les revues récentes sur le

sujet n'en font plus mention.

Souris transgéniques

Plusieurs lignées de souris transgéniques exprimant tout ou partie des protéines
virales ont été créées (164,171). Les souris exprimant la totalité de la polyprotéine
virale développent des symptdmes hépatiques similaires aux patients humains :
stéatose hépatique, fibrose et hépatocarcinome (168). Cependant, ces souris étant
rendues immunotolérantes aux protéines virales, I'environnement inflammatoire dans

lequel se développe la pathogenése d’HCV est trés différent du contexte nécrotico-
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inflammatoire observé chez 'Homme (164). Malgré ces réserves, ce modele est

toujours utilisé au moment de I'écriture de ce manuscrit.

Des souris génétiguement humanisées ont également été développées. Ces
souris expriment les facteurs d’entrée humains nécessaires a l'infection et ont permis
'étude d’inhibiteurs de I'entrée virale et le test de candidats vaccins (168,172).
Cependant, bien que I'entrée d’HCV dans les hépatocytes des souris humanisées soit
constatée, la réponse immunitaire murine empéche la réplication virale et la sécrétion
de particules infectieuses. En croisant des souris exprimant les facteurs d’entrée avec
des souris déficientes en récepteurs de STAT1, récepteurs de IFNa/B, IRF-1 ou IRF-
7, Dorner et al. ont obtenu des individus immunodéficients permissifs a l'infection par
HCV. Ce croisement a permis pour la premiere fois la reproduction in vivo du cycle
complet du virus et la production de particules infectieuses dans un modele murin
(173). Cependant, la réplication d’'HCV dans le foie de ces souris humanisées
immunodéficientes reste peu efficace, ce qui suggére que d’autres incompatibilités

héte-pathogéne encore non-identifiées subsistent (164).

Xénotransplantation

Le tropisme du virus de I'hépatite C étant particulierement robuste, la
xénotransplantation d’hépatocytes humains dans un organisme xénoreceveur a été
mise au point. Les premieres xénogreffes de fragments de foie de patients HCV-
positifs sur des souris ont été réalisées en 1995 par Galun et al. en utilisant des souris
BNX (beige/nude/X-linked immunodefficient) irradiées pour recevoir une greffe de
moelle osseuse de souris SCID (severe combined immunodeficient) (174), mais
d’autres modéles de souris xénotransplantées ont également été mis au point (164).
De 'ARN d’HCV est détecté dans les serums de souris greffées, que ce soit avec des
fragments de foies de patients chroniquement infectés ou avec des fragments de foies
de patients sains ayant été mis en contact avec le virus avant la transplantation (174).
Ce modele a permis de tester de nombreux antiviraux, il ne s’est néanmoins jamais
pleinement démocratisé a cause des difficultés d’approvisionnement en fragments de
foie de patients sains ou HCV-positifs. En outre, le caractéere fortement
immunodéprimé des souris transplantées limitait fortement l'utilisation de ce modéle,
notamment dans I'étude de la réponse immunitaire, de la pathogenése, des stades
précoces de l'infection ou du test de candidats-vaccins (171). Ce dernier point peut
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étre compensé par la mise au point de modéles de souris doublement
xenotransplantées avec des fragments de foie et des cellules souches
hématopoiétiques CD34+ provenant de donneurs humains. Ces souris sont
immunocompétentes et leur systéme immunitaire est « humanisé » (175,176), elles
développent une réponse cellulaire T anti-HCV et une fibrose hépatique lorsqu’elles

sont infectées (176).

Une autre méthode consiste a transplanter des hépatocytes humains a des
embryons de souris transgéniques Alb-uPA. Ces souris sont porteuses de quatre
genes d’urokinase controlées par le promoteur de I'albumine, dont I'expression
acceélére la mort des hépatocytes transgéniques. L’absence de cette mutation dans les
hépatocytes humains transplantés leur confére un avantage réplicatif significatif par
rapport aux hépatocytes murins, ce qui permet d’obtenir des souris au foie humanisé.
Ces souris sont susceptibles a linfection par HCV et présentent une virémie
comparable a celle retrouvée dans les échantillons de patients humains
chroniquement infectés. Elles développent une infection persistante, détectable
jusqu’a 17 a 35 semaines post-infection, qui s’explique peut-étre par la faible
immunocompétence des souris plutét que par un véritable passage a la chronicité
a77).

Virus homologues

Le virus de I'hépatite C étant particulierement spécifique a 'Homme, les
modeles animaux présentés ci-dessus s’éloignent tous plus ou moins des conditions
physiologiques de l'infection. Une alternative moins artificielle consiste a étudier des
virus phylogénétiguement proches d’HCV infectant naturellement des mammiféres.
Jusqu’en 2011, le seul autre membres connu du genre Hepacivirus était le GBV-B
(Georges Barker virus B, infectant les tamarins mais d’origine inconnue). Des
découvertes récentes ont montré I'existence de nombreux autres hepacivirus comme
le NPHV (non-primate hepacivirus, aussi appelé EqHV pour equine hepacivirus,
infectant les chiens et les chevaux) plusieurs hepacivirus de rongeurs, de chauve-

souris de vaches, de requins, etc... (Figure 21).

Le GBV-B fut le premier homologue d’HCV a étre utilisé en tant que modele

pour étudier la réponse immunitaire associée a une hépatite C auto-résolutive. GBV-
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B induit chez le tamarin une hépatite aigué auto-résolutive et cause le méme type de
réponse immunitaire que linfection par HCV en phase aigué, caractérisée par
I'apparition de lymphocytes T ciblant les protéines non-structurales (178). Le plus gros
défaut de ce modele est le fait que le GBV-B n’induit pas d’hépatite persistante chez
les tamarins, ce qui empéche toute recherche concernant la chronicité, caractéristique

majeure de I'’hépatite C (171).

Les recherches sur les homologues d’HCV se sont ensuite concentrées sur le
NPHV, le plus proche cousin d’HCV d’aprés les analyses phylogénétiques (environ
50% d’homologie de séquence). Ce virus infecte communément les chevaux, mais
n’est que rarement persistant (179), ce qui, de la méme maniére que pour le GBV-B,

limite son intérét en tant que virus modéle.

La découverte de nombreux RHVs (rodent hepaciviruses) a permis 'émergence
de nouveaux modéles d’études. La souche RHV-rn1 (RHV from Rattus norvegicus
species-1), capable d’'infecter a la fois les rats et les souris, est la plus étudiée. RHV-
rnl provoque chez la souris immunocompétente une hépatite aigué, généralement
auto-résolutive apres deux a cing semaines d’infection en fonction de la lignée de
souris infectée. Une hépatite persistante a malgré tout été observée chez les souris
immunodéprimées (180). A linverse, RHV-rnl provoque chez le rat une hépatite
chronique évolutive, associée a une inflammation du foie et au développement de
stéatose macro et micro-vésiculaire (181). La caractérisation d’'un virus-modele
persistant a finalement permis I'étude de la pathogenése et de la réponse immunitaire
des hepacivirus dans un contexte d’hépatite chronique (182) ainsi que de vaccins
basés sur la réponse immunitaire T protégeant contre la persistance de RHV-rn1 (183).
Il est cependant nécessaire de préciser que les candidats-vaccins anti-HCV basés sur
la réponse immunitaire T se sont jusqu’a aujourd’hui révélés inefficaces. La principale
limite du modéle RHV-rnl est la faible homologie de séquence avec HCV. Des
perspectives sont peut-étre a chercher du c6té de la construction de chiméres
RHV/HCV, mais il n’est pas certain que de telles chimeéres constituent un pathogéne
infectieux. Cette approche avait été tentée en construisant des chiméres GBV-B/HCV,

mais rien de concluant n’en était advenu (171).
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Figure 21: frise chronologique de la découverte des différents virus du genre

Hepacivirus (tiré de (51)).

Model GBV-B NPHV RHV mouse RHV rat
Protein similarity HCV (NS5B)* 37% 59% 40% 40%
Genotypes 1 1 1 >2
Reverse genetic system Yes Yes Yes Yes

Cell culture system No No Yes Yes

Cell tropism Hepatocytes Hepatocytes Hepatocytes Hepatocytes
Acute infection Yes Yes Yes Yes
Chronic infection No Rare No Yes
Acute liver disease Yes Mild Mild Mild
Chronic liver disease No No No Yes

HCV antiviral sofosbuvir Not known Notknown Notknown Yes

Use for vaccination studies No No No Yes

Tableau 1 : comparaison des différents homologues d’HCV (tiré de (171))
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3) Le cycle cellulaire dHCV

Le cycle de vie du virus de I'hépatite C se divise en trois grandes étapes : I'entrée
de la particule virale dans la cellule, la réplication et traduction de 'ARN viral et

'assemblage des nouvelles particules infectieuses (figure 22).
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Figure 22 : cycle cellulaire du virus de I’hépatite C (tiré de (161)).

a) Entrée de la particule virale dans la cellule-hote

L’entrée d’'HCV dans les hépatocytes peut se diviser en cinq étapes clé :
I'attachement de la lipo-viro-particule a la membrane des hépatocytes, la translocation
des particules au niveau des jonctions serrées, l'internalisation par endocytose, la
fusion de I'enveloppe virale avec la membrane de 'endosome et la libération de 'ARN

viral (Figure 23).

52



Introduction

Dans un premier temps, les LVP s’attachent a la membrane basolatérale des
hépatocytes grace a l'interaction d’ApoE, une apolipoprotéine présente a la surface
des LVP, avec des protéines présentes sur la membrane des futures cellule-hotes.
ApoE interagit avec plusieurs facteurs d’attachement cellulaires tels que les GAG
(glycosaminoglycanes), les HSPGs (heparan sulfate proteoglycanes) (184) et les
LDL/VLDL-R (LDL/VLDL-receptors) (185). Ces interactions non-spécifiques
communes a de nombreux virus sont faibles mais permettent I'attachement initial des
LVP a la membrane et leur interaction avec des facteurs d’entrée spécifiques tels que
SR-B1 (Scavenger Receptor B1), qui interagit avec ApoE (186), et CD81, qui interagit
avec la glycoprotéine d’enveloppe E2 (187). Les LVP interagissant avec CD81
interagissent ensuite directement ou indirectement avec CLDN 1 (Claudine 1) et OCLN
(occludine), deux protéines des jonctions serrées (188) (189). Le lieu de cette
interaction est encore aujourd’hui I'objet de controverses. En effet, on a longtemps
considéré que les particules virales associées a CD81 étaient transloquées au niveau
des jonctions serrées (188) sous l'effet cofacteur d’entrée EGFR (epidermal growth
factor receptor) (190), mais des études plus récentes tendent plutét a prouver que les
protéines CLDN et OCLN sont recrutées hors des jonctions serrées (191). Les facteurs
d’entrée spécifiques participent a la détermination du tropisme d’HCV. En effet, SR-B1
et CLDN1 contribuent au tropisme hépatique du virus, tandis que CD81 et OCLN sont
responsables du tropisme humain-spécifique (en comparaison avec CD81 et OCLN

murins, qui ne permettent pas I'entrée virale) (187,192).

L’internalisation de la particule virale se fait par endocytose clathrine-
dépendante (193) et nécessite la formation d’'un complexe CD81/CLDN1 (194). Il a
d’ailleurs été montré que le complexe CD81-CLDN1 était lui aussi internalisé par
endocytose avec le virion (195). La vésicule endocytique est ensuite transportée via le
réseau de microtubules jusqu’aux endosomes. L’acidification des endosomes par des
ATPases de type V (187) induit probablement un changement conformationnel des
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2. Les mécanismes exacts de la fusion sont encore
mal connus, mais il semblerait que la protéine de fusion d’HCV soit E1, qui grace a
l'effet chaperonne-like de E2, forme des homotriméres (194). Les trimeres E1
induiraient la fusion de la membrane endosomale avec I'enveloppe virale, qui aboutit

a la formation d’'un pore de fusion permettant la libération de la capside virale dans le
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cytoplasme (196). Il est cependant probable qu'une action coordonnée des deux

glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 soit nécessaire pour induire la fusion (197).

Le virus de I'hépatite C est également capable de se transmettre de cellule a
cellule. Ce mécanisme est crucial pour la persistance d’HCV in vivo, parce qu'il
affranchit le virus de la menace des anticorps neutralisants (198,199). Des études
récentes ont démontré I'importances des protéines E1, E2 et p7 dans ce mode de
transmission (200). Le mécanisme exact de cette transmission de proche en proche
n’est pas encore élucidé, mais plusieurs facteurs cellulaires tels que CD81, SR-B1,
CLDN1, OCLN et LDL-R semblent impligués dans le processus. Cependant, des
transmissions cellule-a-cellule ont aussi été observées en I'absence de CD81 et SR-
B1 (201). En effet, de 'ARN viral a été détecté dans des exosomes sécrétés par les
cellules infectées (202). Ces exosomes contenant 'ARN d’HCV, résistants aux
anticorps neutralisants, sont capables d’infecter des cellules saines, qu'ils soient issus
de cellules en culture infectées par des HCVcc (202,203) ou d’échantillons de patients

chroniquement infectés (204).
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Figure 23 : représentation schématique et temporelle des cinq étapes de I’entrée d’HCV
(tiré de (187)).

b) Réplication et traduction

Une fois ’ARN libéré de sa capside dans le cytoplasme, il est directement traduit
par la machinerie ribosomale. La traduction s’initie au niveau de I'IRES situé a
l'extrémité 5’UTR (205) et conduit comme décrit précédemment a la synthése de la
polyprotéine, clivée pendant et apres la traduction par des protéases virales et
cellulaires. La réplication du génome viral est ensuite mise en place. Dans un premier
temps, un brin d’ARN négatif est synthétisé par complémentarité a partir de I'extrémité
3’ du brin codant. Ce brin négatif sert de matrice a la synthése de nouveaux brins
positifs, produits dans des proportions cing a dix fois plus importantes que les brins
négatifs. Ces nouvelles copies d’ARN codant serviront a la traduction, a la réplication
et a 'assemblage des nouvelles particules virales (206). La réplication d’HCV intervient
au niveau de vésicules a double-membrane (DMV pour double-membrane vesicles),
dérivées du RE (Figure 24). Ces remaniements de la membrane du RE sont
principalement imputables aux protéines NS4B (qui cause la formation de
membranous web) et NS5A (qui induit spécifiquement la formation de DMV) (131).
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Elles sont de taille variable mais présentent en moyenne un diamétre de 150 nm. Des
vésicules a simple membrane (SMV) et des vésicules a membranes multiples (MMV)
ont également été décrites (107). Toutes les protéines virales nécessaires a la
réplication (soit NS3-NS5B) et 'ARN double-brin colocalisent au niveau des DMV
(207). La plupart des DMV sont fermées, mais certaines possédent un pore ouvert sur
le cytoplasme de la cellule-héte. Il n’a pas encore été clairement établi si la réplication
advient a l'intérieur ou a I'extérieur des DMV, mais il est généralement admis que la
réplication serait plutdt interne. Le recrutement de protéines cellulaires impliquées
dans le transport nucléocytoplasmique tend a consolider cette hypothese, qui
justifierait le besoin de tels transporteurs (131). La formation de complexes de
réplication séparés du reste du cytoplasme est un mécanisme commun a de tres
nombreux virus, cela peut s’expliquer par les avantages conférés par la
compartimentation. D’abord, la formation d’'un organite dédié a la réplication virale (RO
pour replication organelle) permet de concentrer au méme endroit tous les facteurs
viraux et cellulaires nécessaires a la réplication et d’assurer la réplication spécifique
de ’ARN viral en écartant les ARN cellulaires. Cela permet aussi de séparer nettement
les différentes étapes du cycle viral et de gagner en efficacité en limitant la compétition
entre les étapes nécessitant ’ARN viral : réplication, traduction et assemblage (131).
Par ailleurs, le fait d’isoler le complexe de réplication au sein de ROs permettrait de le
protéger des protéases et nucléases cellulaires, ainsi que d’éviter la détection des
intermédiaires de réplication (ARN double-brin) par les récepteurs cellulaires de
limmunité innée antivirale tels que RIG-1 et MDA5 (208). En effet, il a été démontré
gue les protéases et nucléases cellulaires ainsi que RIG-I et MDA5 avaient un acces

restreints aux ROs dans les cellules infectées par HCV (131) (209).
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Figure 24 : structure des remaniements membranaires induits par HCV (tiré de (107)).
Des cellules Huh7.5 ont été infectées avec la souche Jcl et fixées a 16hpi avant d’étre
imagées au microscope électronique. Sur le panel de gauche, les DMV et le RE sont indiqués.
Le panel de droite correspond a une représentation 3D de I'image obtenue par microscopie
électronique. Le RE est représenté en marron, la membrane interne des DMV en jaune et leur
membrane externe en marron, les SMV en rose, I'appareil de Golgi en vert et les filaments
intermédiaires en bleu.

Le mécanisme de réplication d’HCV est complexe et nécessite, en plus des
protéines virales, le recrutement de nombreux facteurs cellulaires. Tout d’abord, les
remaniements membranaires induits par NS4B sont rendus possibles par le
recrutement des protéines Surf4 (210) et PREB (prolactin regulatory element binding)
(211), tandis que la formation des DMV nécessite I'interaction de CypA et RACK1
(receptor for activated protein C kinase 1) avec NS5A (212,213).

L’autophagie joue également un rble important dans I'établissement de la
réplication de nombreux virus, dont HCV. En effet, les DMV sont morphologiquement
trées proches des autophagosomes (214) et il a été démontré que la machinerie
cellulaire de l'autophagie était nécessaire a l'initiation de la réplication d’HCV, mais

dispensable une fois l'infection établie (215).

Par ailleurs, la réplication d’'HCV est intimement liée au métabolisme des lipides.
Avant tout, la création de réseaux membranaires étendus comme le sont les
membranous webs requiere une quantité importante de lipides. L’activité des
complexes de réplication est donc associée a une augmentation de la lipogenése,
causeée par l'interaction de NS4B avec les SREBPs, facteurs de transcription majeurs
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des genes impliqués dans la synthése de lipides (216). HCV stimule la synthése de
cholestérol et d’acides gras, principalement les PUFA (poly-unsaturated fatty acid) et
les VLCFA (very long chain fatty acid) par €longation des acides gras plus courts. Il a
d’ailleurs été démontré que l'inhibition des élongases ou des A9 désaturases inhibaient
la réplication virale (217). L’environnement proche des complexes de réplication est
également enrichi en PI4P (phosphatidyl inositol 4-phosphate) grace au recrutement
et a l'activation de la kinase Pl4Kllla par NS5A et NS5B (218). La forte concentration
en PI4P permet le recrutement de protéines impliquées dans le transport de lipides,
ce qui assure [lapprovisionnement des DMV en cholestérol, céramides et
glycosphingolipides (131). Les DMV sont d’ailleurs associées a des radeaux lipidiques
riches en cholestérol et en sphingolipides, qui les protégeraient des RNases et

protéases cellulaires (219).

De nombreux facteurs cellulaires favorisent la réplication efficace du génome
viral. Plusieurs protéines cellulaires, comme par exemple La (La autoantigen), PTB
(polypyrimidine tract binding protein) ou la RNA-binding protein 24, favorisent la
circularisation de 'ARN viral, ce qui améliore son efficacité de réplication (131).
D’autres protéines interagissent directement avec des protéines virales. Par exemple,
plusieurs protéines comme VAPB-MSP (220) et FAS (fatty acid synthase) (221)
interagissent directement avec la polymérase NS5B et modulent son activité. De
méme, NS3 et NS5A interagissent avec une pléthore de cofacteurs cellulaires. NS5A
interagit notamment avec VAP-A et VAP-B, deux protéines de la membrane du RE

nécessaires a la formation des complexes de réplication (222,223).

Enfin, la réplication d’'HCV est régulée par de nombreux microRNA (miRNA).
Tandis que la plupart des miRNA inhibent la réplication du génome viral (miR199a,
miR351, miR196, etc), miR122 agit quant a lui comme un cofacteur pro-réplication
(224). miR122 est le miRNA le plus abondant dans le foie, il représente a lui seul 60 &
70% de tous les miRNA présents dans les hépatocytes (225). miR122 interagit
directement avec deux sites présents sur I'extréemité 5° UTR du génome viral, ce qui a
pour effet de stimuler sa traduction, favoriser l'initiation de sa réplication et stabiliser le

brin d’ARN en le protégeant de la dégradation par des exoribonucléases (224).
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c) Assemblage et sortie des virions

Une fois les protéines virales produites et 'ARN répliqué, les nouveaux virions
sont assemblés. Comme décrit précédemment, une particule infectieuse se compose
d’'un brin d’ARN encapsidé par la protéine core et entouré d’'une enveloppe lipidique
dans laquelle sont ancrées les protéines d’enveloppe E1 et E2, ainsi que des
lipoprotéines cellulaires comme ApoE. L’assemblage consiste donc en une succession
d’étapes permettant la formation de la capside contenant le génome, la formation de

I'enveloppe et la sortie des LVPs de la cellule-héte.

Dans un premier temps, core interagit avec les membranes via deux hélices
amphipatiques situées dans son domaine D2 ainsi qu’'un site de palmotoylation
(cystéine conservée), ce qui lui permet une fois mature de migrer a la surface des
gouttelettes lipidiques (226). Cette translocation est régulée par la phospholipase A2
(227) et DGATL1 (diacylglycerol acyltransféerase 1) (228). Des mutations de core
impactant son adressage aux LDs diminue drastiquement la production de particules
infectieuses, la localisation de core a la surface des LDs est donc cruciale pour
'assemblage (229-231), mais transitoire. Core est ensuite retransloquée a la surface
du RE par le facteur cellulaire AP2M1 (adaptor-related protein complex 2 subunit mu
1) (232). Il a par ailleurs été démontré qu’une interaction NS2-NS3/4a était impliquée
dans la relocalisation de core au niveau des sites de bourgeonnement (233). La
proximité entre les LDs, les DMV et ces sites de bourgeonnement favorise
'assemblage. En effet, des images de microscopie électronique récentes ont montré

des LDs enroulées dans du RE & proximité des DMV (234).

L’ARN génomique doit ensuite étre acheminé des complexes de réplication vers
les sites d’assemblage, c’est le réle des protéines NS5A et NS3-4A: le facteur
cellulaire TIP47 interagit avec NS5A et recrute le complexe NS5A-ARN a proximité
des sites d’assemblage, a l'interface entre les LDs et la membrane externe du RE
(Figure 25) (141). Cependant, selon Miyanari et al., c’est core qui recruterait les
complexes de réplication a proximité des LDs par interaction avec NS5A (230). Le
mécanisme d’encapsidation du génome en lui-méme est encore mal connu, mais nous

savons que core interagit avec 'ARN d’HCV via son domaine D1.

Les protéines d’enveloppe doivent aussi s’accumuler au niveau des sites de

bourgeonnement. Apres leur synthése, E1 et E2 sont adressées au RE, ou elles
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s’assemblent pour former des hétérodiméres non-covalents (235). C’est un processus
lent et complexe car chaque protéine participe a la conformation de l'autre, en
interaction avec des chaperonnes cellulaires comme la calnexine (236). Des
expériences de coimmunoprécipitation et des analyses génétiques suggerent que NS2
interagit avec E2 et permet le recrutement du dimere E1-E2 sur les sites d’assemblage
(237,238). La protéine p7 semble également impliquée dans le recrutement des

protéines d’enveloppe (239).
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Figure 25 : schéma du bourgeonnement des LVP dans la lumiére du RE (tiré de (144)).

Le mécanisme exact d’enveloppement des capsides contenant ’ARN n’est pas
non plus élucidé. L’assemblage des particules virales est décrit par certaines études
comme étant similaire a celui des VLDL (240). Il serait ainsi régulé par la machinerie
cellulaire de formation des VLDL, comme MTTP (microsomal triglyceride transfer
protein), dont l'inhibition entraine le blocage de la production de particules virales
(241). Cependant, la production de LVP indépendamment de la sécrétion de VLDL a
été observée dans des cellules non-hépatiques. L'expression exogéne des facteurs
cellulaires nécessaires au cycle de vie d’HCV dans des cellules HelLa et 293 a permis

I'entrée et la réplication d’HCV, mais pas la production de LVPs en I'absence d’ApoE,
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dont I'expression ectopique a permis de restaurer I'étape d’assemblage. Les cellules
HelLa et 293 ne sécrétant pas de VLDL, ces études tendent a démontrer que la
sécrétion des LVPs ne dépendrait pas de la sécrétion des VLDL médiée par MTTP et
ApoB, mais bien uniquement d’ApoE (141). Des résultats opposés ont cependant été
obtenus dans des cellules Huh7, ou le knock-out d’ApoB réduit la production de
particule virale a moins d’un dixieme de la production observée dans les cellules
contrbles (242). Le réle d’ApoE, bien que prépondérant, n’est pas non plus clairement
expliqué. Il a été démontré qu’ApoE interagit avec E1-E2 dans le RE (243), ce qui
suggére un role d’ApoE deées linitiation de l'assemblage, mais son knock-out
n‘empéche ni la formation de nucléocapsides ni le bourgeonnement de particules

enveloppées dans la lumiere du RE (244).

Les particules enveloppées ayant bourgeonné dans la lumiére du RE rejoignent
ensuite I'appareil de Golgi, plus spécifiquement le TGN (trans-Golgi network), ou elles

seraient sécrétées en suivant la voie endosomale.

4) Avancées dans la lutte contre le virus

a) Dépistage de I'hépatite C

Le dépistage de I'hépatite C est un enjeu majeur dans la lutte contre la
pandémie. En effet, les premiéres années, voire les premiéres décennies d’infection
chronique par HCV sont souvent asymptomatiques, ce qui provoque fréquemment un
diagnostic tardif et donc une mauvaise prise en charge. On estime que 80% des
patients HCV-positifs ignorent leur statut faute de dépistage et participent
potentiellement a la diffusion du virus sans en avoir conscience, c’est pourquoi 'OMS
soutient de nombreuses campagnes nationales et internationales de dépistage de
I'hépatite C. Un dépistage plus précoce permettrait une meilleure prise en charge de
la maladie (via un meilleur accés aux traitements disponibles) et limiterait les nouvelles

contaminations.

Le dépistage se fait en plusieurs étapes. Dans un premier temps, un test
sérologique visant a détecter les anticorps anti-HCV totaux est réalisé. Ces anticorps

apparaissent 60 a 70 jours aprés exposition et sont le signe d’un contact passé ou
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présent avec le virus. A ce stade, il est impossible de savoir si l'infection a été
spontanément éliminée ou si elle est encore active, il faut donc réaliser des tests
d’amplification des acides nucléiques (TAN) visant a amplifier et quantifier en temps
réel '’ARN viral. Le seuil de détection de ce test est de 10-15 Ul/mL. Si le test s’avére
positif, un second test est réalisé a 6 mois d’intervalle pour déterminer la chronicité ou
non de linfection. Si les deux tests sont positifs, I'hépatite est considérée comme

chronique.

Il faut ensuite diagnostiquer 'avancement de la maladie en évaluant le degré
d’atteinte hépatique. Des études histologiques du foie sont alors réalisées,
anciennement via une biopsie, méthode de référence jugée trop invasive et remplacée
actuellement par la combinaison d’un test d’élastométrie hépatique (FibroScan®) et
de tests sanguins (FibroTest®, FibroMetre®, APRI (aspartate transaminase to
platelets ratio index), ALBI (albumine-bilirubine). Le FibroTest® prend en compte I'age
et le sexe du patient, ainsi que le dosage sanguin de 5 marqueurs indirects de la
fibrose : I'haptoglobine, I'alpha 2-macroglobuline, I'apolipoprotéine Al, la bilirubine et
I'activité des gamma-glutamyl transférases (245) ; tandis que le FibroMétre® prend en
compte I'dge du patient ainsi que le dosage de 3 marqueurs : I'alpha 2-macroglobuline,
'acide hyaluronique et le taux de prothrombine (246). Les méthodes non-invasives
utilisées aujourd’hui ont prouvé leur fiabilité par comparaison de leurs résultats avec
le résultat de biopsies, les scores obtenus sont similaires d’'une technique a l'autre.
Depuis 1996, on utilise le score METAVIR pour évaluer la séverité de latteinte
hépatique. Le score METAVIR permet d’évaluer séparément la nécrose et
linflammation du foie d’'un cété (soit I'activité histologique, notée A), I'apparition de
fibrose hépatique de l'autre (notée F). L’évaluation de I'activité histologique prend en
compte la nécrose globulaire focale, I'inflammation portale, la nécrose fragmentaire
(soit la nécrose périportale) et la nécrose de pontage. Selon le niveau d’inflammation
et de nécrose, on obtient un score allant de AO (pas d’activité histologique) a A3
(activité histologique séveére). La fibrose est évaluée avec un score allant de FO a F4,
correspondant a FO (pas de fibrose), F1 (fibrose portale sans septa), F2 (fibrose portale

avec de rares septa), F3 (de nombreux septa sans cirrhose), F4 (cirrhose) (247).
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b) Traitement de 'hépatite C

Il'y a encore peu de temps, aucun traitement spécifique contre I'hépatite C
n’avait été découvert. Le seul traitement recommandé jusqu’en 2011 était constitué de
'association d’interféron pégylé et de ribavirine. C’était un traitement long (24 a 48
semaines selon le génotype), a l'efficacité limitée (40 a 80% selon le génotype) et aux
nombreux effets secondaires (syndrome grippal, asthénie, leucopénie, thrombopénie,
anémie, troubles de 'humeur, dépression...). En 2011, I'ajout de Telaprevir ou de
Boceprevir (anti-NS3/4A) au traitement interféron + ribavirine constitua une premiere
amélioration notable en termes de résultats (75-80% d’efficacité contre le génotype 1,
35% d’efficacité chez les patients insensibles au premier traitement), cependant ces

tri-thérapies restaient tres mal supportées (248).

La caractérisation des protéines non-structurales de HCV et de leurs fonctions
ont permis de mettre au point une nouvelle génération d’antiviraux spécifiques, arrivés
sur le marché en 2014. Ces nouvelles molécules, mise sur le marché depuis 2011 sont
appelées les antiviraux a action directe (AAD). Les AAD, efficaces dans 95% des cas,
bloquent certaines des étapes clés du cycle de réplication du virus. Il en existe trois
types, selon la protéine virale qu’ils ciblent : les inhibiteurs de la protéase NS3/4A (Pls),
de NS5A et de la polymérase NS5B. Les anti-NS5B sont divisés entre inhibiteurs

nucléosidique/nucléotidique et inhibiteurs non-nucléos(t)idiques (249).

Inhibiteurs de NS3/4A

La protéine NS3/4A est une protéase dont le réle principal est de cliver la
polyprotéine virale au niveau de quatre sites de clivage, permettant ainsi 'action des
autres protéines une fois séparées les unes des autres. Les inhibiteurs de protéase de
premiere génération (Telaprevir, Boceprevir) nécessitaient toujours I'administration
conjointe d’interféron et de ribavirine. lls étaient spécifiques du génotype 1 et étaient
accompagnés de nombreux effets secondaires. Ces inhibiteurs de protéases sont
aujourd’hui remplacés par la deuxiéeme génération de Pls (Simeprevir, Paritaprevir,
Grazoprevir, Glecaprevir, Vaxilaprevir), qui présentent une plus grande barriére au
développement de résistance virale, une large couverture génotypique et une
meilleure pharmacocinétique. Ces molécules sont désignées par le suffixe « -previr »
(250).
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Inhibiteurs de NS5A

La protéine NS5A n’a pas d’activité enzymatique propre mais est essentielle a
la formation des complexes de réplication et a 'assemblage de nouvelles particules
virales. Les inhibiteurs de NS5A, désignés par le suffixe « -asvir », ont un pouvoir
antiviral fort et sont efficaces sur la plupart des génotypes d’HCV, mais leur robustesse
face a I'apparition de résistances est assez limitée. Les premiers inhibiteurs de NS5A
(Ledipasvir, Omitasvir, Elbasvir) ont été remplacés par une deuxieme génération de
traitements, efficaces sur tous les génotypes (Velpatasvir, Pibrentasvir) dans les pays

occidentaux (249).

Inhibiteurs de NS5B

NS5B peut étre inhibée par deux types de drogues, les inhibiteurs
nucleos(t)idique (NIs) et inhibiteurs non-nucléos(t)idiques (NNIs), tous les deux
désignés par le suffixe « -buvir ». Les NIs agissent en se substituant au substrat de
NS5B, causant des aberrations dans ’ARN viral néoformé. lls ont une action pan-
génotypique, un fort pouvoir antiviral et sont trés robustes a I'apparition de résistance.
Le Sofosbuvir est le principal inhibiteur nucléos(t)idique utilisé a ce jour, mais d’autres
drogues comme MIV-802 sont aujourd’hui en phase de test clinique. Le principe des
NNIs est sensiblement différent, ils agissent comme des inhibiteurs allostériques en
se fixant sur quatre sites de NS5B, ce qui entraine un changement de conformation de
la protéine et inhibe son activité polymérase. Les NNIs sont globalement moins
efficaces que le Sofosbuvir mais s’avérent utiles pour traiter certaines souches
résistantes. Le seul inhibiteur non-nucléos(t)idique autorisé a ce jour est le Dasabuuvir,
qui est notamment indiqué en combinaison avec Paritaprevir et Ombitasvir contre

certaines souches de génotype 1.

Les traitements actuels s’étendent sur une durée de 8 a 12 semaines avec une
efficacité de 95% tous génotypes confondus (Figure 26). lls apportent également une
solution thérapeutique aux patients ayant des contre-indications a l‘'usage d’interféron,
comme les malades présentant une cirrhose décompensée (251). La disparition dans
la plupart des protocoles de soin de linterféron et de la ribavirine permet également

une bien meilleure tolérance thérapeutique par les patients grace a la diminution des
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effets secondaires, qui se limitent maintenant a de la fatigue, des nausées, une légere
photosensibilité et des maux de téte modérés. Une personne est considérée guérie si
aucun ARN d’HCV n’est détectable 12 semaines aprés la fin du traitement antiviral,
c’est ce qu'on appelle la SVR12 (Sustained Virological Response at week 12) (249).
Passé ce délai, le risque d’un retour tardif du virus est inférieur a 0,2% et a plus de
chances d’étre le signe d’une nouvelle infection plutét qu'un regain de la premiére
(252), linfection par HCV n’étant pas immunisante (253). On observe cependant de
meilleurs taux de guérison spontanée de I'hépatite C aigué en cas réinfection qu’en

primo-infection (254).

Standard Ribavirin  Pegylated Telaprevir Simeprevir LDV/SOF  DCV/SOF ELB/GRZ Standard Ribavirin Pegylated Sofosbuvir ~ DCV/SOF SOF/VEL

Interferon Interferon Boceprevir  Sofosbuvir Viekira Pak™ SOF/VEL Interferon Interferon

1991 1995 1998 2001 2011 2013 2014 2015 2016 1991 1998 2001 2013 2015 2016

Q.
g, 97-99% S 95%
& B B B 89%
= 84%
8 ] 80% 8 4
10 0/
) 70% N o e
g g
£ 8] ¥81
& c
3 @
£ o
& o0l 43% g S |
£ & 30%
2 32% & 6
w
22% o
Q «
10%
6% l
o s =i am S o e e I
& 9° 4"& & 5t @ & F Pk vy W LY 4 N NV
& S A & PN + ribavirin & & $ N <&
TS EE LSS TS
& & & & & \Q«S’ & & N & o
& & S Acronyms &

DCV: Daclatasvir; ELB: Elbasvir;
GRZ: Grazoprevir; LDV: Ledipasvir;
SOF: Sofosbuvir; VEL: Velpatasvir

Figure 26 : évolution de I'efficacité des traitements contre I’hépatite C de 1991 a 2016
(adapté de (251)). Les résultats ainsi que les protocoles de soin sont présentés pour les
génotypes 1 (A) et 3 (B).

En France, un parcours de soins simplifi€ permet aux patients ne présentant
pas de comorbidités ou d’affection hépatique sévere d’étre suivis par leur médecin
généraliste. Les patients présentant des comorbidités ou une cirrhose décompensée
(classe B ou C de la classification de Child-Pugh) nécessitent quant a eux la
convocation de réunions de concertation pluridisciplinaire, ce qui entraine un suivi plus

contraignant. Les différents protocoles de soin et leur indication sont répertoriés dans
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le Tableau 2. Les patients atteignant la SVR12 apres un traitement aux AAD
conservent un suivi médical en fonction du degré de sévérité de leur atteinte
hépatique : en cas de cirrhose décompensée, un dépistage semestriel du cancer du
foie est fortement conseillé. Les patients co-infectés avec HBV ou HIV nécessitent
également un suivi plus poussé, de méme que les patients consommateurs de drogues
injectables. Dans tous les cas, une formation de sensibilisation aux risques de

réinfection est prodiguée (255,256).

Molécules Génotypes Durée Efficacité Contre-indications

Glecaprevir + Tous 8-12 semaines  95% Cirrhose  décompensée

Pibrentasvir 16 si génotype 3 (classe B ou C)

Sofosbuvir +  Tous 12 semaines 95% Cirrhose  décompensée

Velpatasvir (classe C) sauf si ajout de
ribavirine

Sofosbuvir + GT1 8 semaines 95% Atteinte hépatique sévere

Ledipasvir +

Ribavirine

Grazoprevir + GTla 12 semaines 95% GTla présentant une

Elbasvir GT1b charge virale élevée

GT4 GT4 si  échec dun

précédent traitement
combinant interféron et
ribavirine

Tableau 2 : protocoles de soin pour traiter I’hépatite C en France ((255) (256)). GT =
génotype

c) Perspectives vaccinales

La mise au point d’'un vaccin anti-HCV est devenue une priorité des la
découverte du virus et de sa prévalence mondiale, et I'est toujours aujourd’hui malgré
'existence des AAD. Comme vu précédemment, la majorité des porteurs du virus
ignorent leur statut faute de dépistage. Dans ce contexte, I'élaboration d’un vaccin
permettrait une lutte efficace contre I'hépatite C, en particulier dans les pays en voie
de développement n'ayant pas forcément acces aux traitements modernes pour des
raisons de co(t, ou pour les populations marginalisées des pays développés. Les
consommateurs de drogues injectables sont particulierement a risque d’une infection

par HCV, mais aussi d’une réinfection de novo une fois guéris de la premiére si les
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pratiques a risques persistent ; la vaccination de ces populations permettrait de
prévenir de potentielles infections et réinfections. Enfin, il serait intéressant de vacciner
le personnel soignant soumis a des risques d’exposition a du sang potentiellement

contaminé.

Jusqu’a aujourd’hui, aucun vaccin contre I'hnépatite C n’a été mis au point,
malgré les enjeux liés a sa découverte. Ce manque de résultat peut en partie
s’expliquer par la diversité génétique d’HCV. Comme indiqué plus tét, on dénombre
aujourd’hui 8 génotypes différents, présentant environ 30% de variation génétique,
auxquels doivent s’ajouter de nombreux sous-génotypes. Une grande partie de cette
variété génétique concerne les glycoprotéines d’enveloppe du virus, celles-la méme
que ciblent les anticorps de I'héte. S’y ajoute en plus une grande variabilité intra-
geénotypique, le génome d’HCV mutant trés rapidement a cause du fort taux d’erreurs
de la polymérase virale. Ces nombreuses mutations aléatoires participent a
'échappement du virus a la réponse immunitaire, y compris celle induite par un
potentiel candidat-vaccin (254). De plus, I'exposition a HCV n’est pas immunisante,
puisque des cas de réinfection aprés une premiere guérison ont été observés, y

compris avec la méme souche virale (257).

Une autre difficulté empéchant jusqu’ici la découverte d’'un vaccin est
I'échappement immunitaire des virions. En effet, HCV utilise plusieurs mécanismes de
défense contre les anticorps neutralisants, qui rendent difficile la mise au point d’un
vaccin. D’abord, E1 et E2, les protéines d’enveloppe d’HCV (qui sont sensibles aux
anticorps neutralisants et sont la cible de la plupart des candidat-vaccins) possedent
des régions hypervariables, notamment la région HVR1 (hypervariable region 1,
présente sur E2), une région immunodominante qui semble protéger d’autres sites
plus conservés de E2 des anticorps neutralisants. Les épitopes des protéines
d’enveloppe sont également masqués par de nombreuses glycosylations, qui créent
comme un bouclier de glycanes autour des épitopes et diminuent l'efficacité des
anticorps neutralisants. Ce procédé est utilisé par d’autres virus comme HIV ou le virus
de la grippe. E1 et E2 présentent respectivement 4 et 11 sites de N-glycosylation tres
conservés dont la suppression augmente la sensibilité des particules virales aux
anticorps neutralisants (258). Par ailleurs, il a été démontré que le polymorphisme
naturellement présent au niveau de I'enveloppe d’HCV influencait la sensibilité des

virions aux anticorps neutralisants (259), sensibilité qui augmente avec la température
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(260). Augestad et al. suggerent que le complexe E1-E2 pourrait se présenter sous
deux formes, « ouverte » (sensible aux anticorps neutralisants) et « fermée » (moins
sensible), a la maniere des changement dynamiques observés au niveau de la

protéine E des flavivirus (261).

Les mécanismes mis en place par HCV pour échapper aux anticorps
neutralisants étant nombreux et efficaces, la plupart des recherches se concentrent
sur I'élaboration d’un vaccin basé sur la réponse cellulaire des lymphocytes T. Certains
candidats-vaccins, basés sur la réponse cellulaire T et ciblant les protéines non-
structurales d’HCV, ont notamment montré des résultats trés prometteurs sur le
modele chimpanzé, mais se sont révélés décevant durant les essais cliniques (262)
(263).
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C- Pathogenese au niveau cellulaire

Le virus de I'hépatite C cause des dysfonctionnements importants dans les
cellules qu’il infecte, il impacte de nombreux aspects du métabolisme cellulaire et induit
des altérations morphologiques de plusieurs organelles, souvent corrélées a une perte
partielle de leur fonction. L’altération de la morphologie de certains compartiments
cellulaires est irréversible méme plusieurs années post-traitement chez les patients
ayant atteint la SVR ; c’est le cas des noyaux, des mitochondries, des gouttelettes
lipidiques et du réticulum endoplasmique (Figure 27). Aoyagi et al ont observé que les
altérations morphologiques constatées chez les patients avaient certes tendance a
s’améliorer avec le traitement (sans retour a la normale), mais réapparaissaient avec
le temps, ce qui pourrait contribuer a expliquer le risque augmenté de HCC chez les
patients anciennement chroniquement infectés par HCV mais ayant atteint la SVR
(264).
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Figure 27 : Schéma des altérations cellulaires présentes dans les hépatocytes des
patients étant ou ayant été chroniqguement infectés par HCV (tiré de (264)).
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1) Impact d'HCV sur la morphologie des organelles

Le RE est trés fortement altéré par le cycle viral d’HCV. En effet, comme décrit
précédemment, le virus induit des remaniements importants de la membrane du RE
lors des étapes de réplication et d’assemblage (Figure 24). En plus de la formation de
membranous web et de DMVs, le RE des cellules infectées est dilaté et dégranulé de
facon parfois irréversible dans les hépatocytes des patients chroniquement infectés
par HCV, méme apres traitement avec des AAD (264) .

La morphologie du noyau et des gouttelettes lipidiques des cellules infectées
est également altérée. On observe en effet dans les biopsies de patients
chroniqguement infectés par HCV des gouttelettes lipidiqgues élargies ainsi que des
noyaux déformeés, avec une membrane nucléaire non-lisse et une augmentation du
nombre de pores nucléaires. Ces altérations sont partiellement irréversibles puisqu’on
les observe encore dans une moindre mesure dans les biopsies des patients ayant
atteint la SVR (264).

Les mitochondries sont elles aussi fortement impactées par l'infection. HCV
induit en effet un élargissement des mitochondries, parfois associé a une disparition
des crétes mitochondriales voire de la membrane interne entiére. L’allongement des
mitochondries associé a l'apparition d’inclusions paracristallines est également
documenté (264). De méme, leur localisation subcellulaire est modifiée par HCV :
'accumulation des mitochondries autour du noyau des cellules infectées a été
observée (265). Enfin, on remarque une diminution du ratio ADN mitochondrial / ADN
nucléaire dans les hépatocytes des patients chroniguement infectés, particulierement

par le génotype 1B (266).
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2) Altération du métabolisme cellulaire

a) Induction de l'autophagie

L’autophagie est un processus catabolique de recyclage cellulaire qui permet a
la cellule de conserver son homéostasie en déegradant les protéines et organelles
endommagées. L’autophagie peut étre induite par de nombreux stimuli comme la
carence en nutriments, le stress oxydatif, le stress réticulaire ou une infection. Elle
débute par la formation de phagophores dans le cytoplasme, qui s’étendent et se
referment autour des organelles ou protéines cibles pour devenir des
autophagosomes. La fusion entre autophagosome et lysosome permet ensuite la
dégradation des organelles ou protéines présentes a l'intérieur de I'autolysosome
(267).

HCV induit 'autophagie dans les cellules infectées (268) de plusieurs manieres
(Figure 28). D’abord indirectement, en activant partiellement la réponse UPR suite au
stress réticulaire généré par l'infection (269) ou via 'augmentation des ROS dans les
cellules infectées. Un taux élevé de ROS provoque la phosphorylation de p62, ce qui
initie 'autophagie (270). HCV induit aussi 'autophagie de maniére directe. NS3-4A
interagir avec IRGM (immunity-related GTPase family M protein), qui elle-méme
interagit avec des protéines de I'autophagie comme ATG5 ou ATG10 et déclenche la
machinerie d’autophagie (271). NS4B interagit avec le complexe Rab5, hVPS34 et
Beclin-1, trois protéines de I'autophagie (272), mais I'impact de ces interactions n’est
pas encore trés bien élucidé. Par ailleurs, NS4B régulerait l'autophagie
temporellement en activant d’abord Rubicon (run domain Beclin-1 interacting and
cystein-rich domain-containing protein), qui inhibe la maturation des autophagosomes
et provoque l'accumulation de leur forme précoce, puis UVRAG (UV radiation
resistance-associated gene protein), qui au contraire stimule la maturation des

autophagosomes et a un effet négatif sur la réplication d’HCV (273).

71



Introduction

Direct Effect m
Vo) @
| _ Beclin1 ) ( IRGM i-
et ) ( ATGS )

éeclim ‘ ‘ ? ‘

Autophagy
Indirect Effect
> ™~
UPR

o
ER STRESS

Figure 28 : voies d’induction de I’autophagie par HCV (tiré de (267)). HCV induit
'autophagie de maniére indirecte, via le stress oxydatif et le stress réticulaire qu’il génére, et
par interaction directe de NS3 et NS4B avec des protéines de I'autophagie.

b) Altération du métabolisme des lipides

Le cycle cellulaire du virus de I'hépatite C est intimement lié au métabolisme
des lipides. Comme décrit précédemment, HCV augmente la synthése d’acides gras
en clivant SREBP (108) et perturbe 'homéostasie des lipoprotéines en détournant la
machinerie d’export des LDL, ce qui cause une hypocholestérolémie et une
hypolipoprotéinémie. Ces perturbations métaboliques sont réversibles grace aux AAD,
mais les patients présentent parfois une hypercholestérolémie de rebond, surtout
lorsqu’ils sont infectés par le génotype 3 (274).

La perturbation de la machinerie dexport des LDL provoque aussi
I'accumulation de lipides dans les LDs des hépatocytes, c’est la principale cause de
'apparition de stéatose hépatique (274,275). Selon le génotype considéré, 40 a 85%
des patients chroniquement infectés par HCV présentent une stéatose hépatique,
contre 20 a 30% de la population générale et 19 a 50% des patients diagnostiqués

avec une autre maladie hépatique chronique (HBV inclus). La prévalence et la sévérité
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de la stéatose sont plus importantes parmi les patients infectés par le génotype 3 (276).
La stéatose hépatique HCV-induite est classée en deux types: la stéatose
métabolique, associée a I'apparition d’une résistance a linsuline et d’'un syndrome
métabolique, caractéristique des patients infectés par un génotype autre que le
génotype 3 ; et la stéatose virale, spécifique au génotype 3 et corrélée a la charge
virale et a I'hypolipidémie des patients (276), plus fréquente et souvent plus séveére.
Le développement d’une stéatose hépatique est par ailleurs corrélé a une
augmentation du risque de développer un cancer du foie (277).

L’infection par HCV altére également le fonctionnement des mitochondries et
cause une inhibition de la B-oxydation des acides gras en diminuant 'expression de la
MTP (mitochondrial trifunctional protein) (278).

c) Perturbation du réticulum endoplasmique et stress réticulaire

L’infection par HCV induit un stress important du RE. Ce stress s’explique par
les remaniements membranaires induits par le virus et par la quantité de protéines
virales présentes dans le RE. En réponse a ce stress, les cellules infectées
déclenchent la réponse UPR. C’est un mécanisme physiologique visant a induire via
des facteurs de transcription I'expression de geénes permettant d’augmenter les
capacités de maturation, de folding et de dégradation des protéines dans le RE, ce qui
restaure ’lhoméostasie de la cellule et permet sa survie (Figure 29) (279). La réponse
UPR repose sur trois bras d’induction, les protéines transmembranaires IREa (inositol-
requiring transmembrane kinase/endoribonuclease 1a), PERK (PKR-like endoplasmic
reticulum kinase) et ATF6a (activated transcription factor 6a), activées par
I'accumulation de protéines immatures dans le RE. IREa cause 'excision du mRNA
XBP1 en sXBP1 (spliced XBP1), un facteur de transcription qui induit I'expression de
génes impliqués dans 'lERAD (ER-associated degradation) et la synthése de protéines
chaperonnes. PERK induit la phosphorylation de elF2qa, ce qui augmente I'expression
du facteur de transcription ATF4 et inhibe la synthese de protéines. ATF6a est
transloqué dans I'appareil de Golgi, ou il est clivé et devient lui-méme un facteur de
transcription induisant la synthése de nouvelles protéines chaperonnes et I'expression
d’autres génes de la réponse UPR (279,280). HCV va certes déclencher la réponse
UPR, mais cette réponse s’avére défectueuse dans les cellules infectées. Le virus

inhibe l'activité du facteur de transcription XBP1, ce qui empéche linduction de
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'expression de EDEM (ER degradation enhancing mannosidase like protein) et bloque
ainsi un premier bras de la réponse UPR (281). Par allleurs, E2 interagit avec PERK
en tant que pseudo-substrat et empéche son interaction avec elF2a par compétition,
ce qui bloque un second bras de la réponse UPR (282) et garantit la non-dégradation
des protéines virales.
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Figure 29 : laréponse UPR (tiré de (279)). Les trois bras d’induction de la réponse URP sont
représentés : IREa (en bleu), PERK (en vert) et ATF6a (en jaune).
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d) Perturbation des mitochondries et stress oxydatif

HCV cause une augmentation importante du stress oxydatif dans les
hépatocytes infectés. Bien que la plupart des protéines virales soient impliquées dans
'augmentation du taux de ROS intracellulaires, les protéines core et NS5A en sont les
principaux effecteurs (283). Ces deux protéines ont notamment un fort impact sur la
fonction des mitochondries. En effet, de nombreux virus oncogénes perturbent les
mitochondries, le lien entre perturbation des fonctions mitochondriales, augmentation
du stress oxydant et apparition de cancers est d’ailleurs bien établi (265). Dans le cas
de I'hépatite C, la protéine core est partiellement localisée sur la membrane externe
des mitochondries et au niveau des MAMs (mitochondria-associated ER membranes).
Elle provoque un flux d'ions Ca?* du RE vers la mitochondrie, ce qui dépolarise la
membrane mitochondriale interne et perturbe la chaine de transport d’électrons,
induisant par conséquent la fuite des électrons non-pris en charge, une augmentation
de la synthése d’H202 et la formation d’ions superoxyde O2z- (284). Par ailleurs, le
domaine 1 de NS5A induit I'expression de NOX1 et NOX4 (NADPH oxydase 1 et 4),
deux enzymes mitochondriales productrices de ROS, par l'intermédiaire de TGFA1
(transforming growth factor 81).

Le complexe NS3/4A a lui aussi un impact négatif sur les fonctions
mitochondriales, bien qu’il n’induise pas la production de ROS. Il clive la protéine
MAVS présente a la surface des mitochondries. MAVS fait partie de la chaine
d’induction de l'interféron dans le contexte de I'immunité innée antivirale, son clivage
permet a HCV d’échapper a la réponse antivirale innée et d’établir I'infection (100).
Enfin, HCV inhibe I'expression de MTP, une enzyme clé de la B-oxydation des acides
gras dans les mitochondries, ce qui participe a I'accumulation d’acides gras dans les
cellules infectées en bloquant leur dégradation (278).

La perturbation des mitochondries n’est cependant pas la seule source de
stress oxydatif en cas d’infection par HCV. NS5A induit I'expression de CYP2E1
(cytochrome P450 2E1), une protéine de la membrane du RE impliquée dans la
détoxification et naturellement trés exprimée dans le foie. CYP2E1 est alors sur-
exprimée dans le foie des patients chroniquement infectés par HCV et son activité
contribue a la génération de ROS (285,286). De méme, HCV cause I'accumulation de
fer dans le foie des patients chroniquement infectés en diminuant les taux d’hepcidine,

un peptide connu pour agir négativement sur I'absorption du fer. Le fer présent dans
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le foie va alors réagir avec I'H20:2 synthétisé en exces par les différents mécanismes
décrits ci-dessus et former des ions superoxydes, ce qui contribue a augmenter le
stress oxydatif : c’est la réaction de Fenton (Fe?* + H202 - Fe3" + HO + OH )
(286,287). Enfin, les hépatocytes endommagés relachent des ROS dans le milieu
extracellulaire, ce qui active les cellules stellaires voisines. Ces cellules sécrétrices de
collagéne sont impliguées dans le phénomeéne de fibrogenese, mais elles semblent
étre aussi une source de ROS supplémentaires lors de l'infection chronique (283). Les
conséquences du stress oxydatif induit par HCV sont multiples, 'augmentation des
ROS dans le foie des patients infectés contribue au maintien de l'inflammation

chronique, a la fibrogenese et a la carcinogenése (283).

e) Altération des fonctions peroxysomales

Deux études récentes ont mis en évidence I'impact d’'HCV sur la fonction des
peroxysomes. En 2019, Lupberger et al. ont démontré que linfection diminuait
'expression de onze génes peroxysomaux dans le foie des patients chroniquement
infectés et dans des cellules Huh-7.5.1 différenciées par un traitement au DMSO. La
down-régulation de ces onze geénes est corrélée a une diminution de la fonction
peroxysomale, notamment concernant le métabolisme des lipides. En effet, une
accumulation d’acides gras a trés longue chaine, spécifiquement dégradés par les
peroxysomes, a été constatée dans les cellules infectées (288). Ces résultats ont été
confirmés trés récemment par une étude d’Ali et al. portant sur I'analyse d’échantillons
de patients atteints d’hépatite C chronique (289). Par ailleurs, I'analyse de biopsies de
patients chroniquement infectés par HCV a révélé une corrélation entre dégradation
des fonctions peroxysomales et sévérité de I'atteinte hépatique (cirrhose plus avancée,
apparition d’HCC, déces lié a I'népatite C). Une fonction peroxysomale fortement
dégradée serait donc un marqueur de mauvais pronostic clinique (288). La
pathogenése d’HCV en lien avec les peroxysomes est encore peu connue, mais des
données générées par notre laboratoire suggérent que I'impact de I'infection sur ces

organites est plus important que ce que I'on imaginait jusqu’ici.
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lI- Peroxysomes

A-  Nature et fonction des peroxysomes

1) Description des peroxysomes

Les peroxysomes sont de petits organites sphériques présents par centaines
dans presque toutes les cellules eucaryotes. D’abord découverts par Johannes Rhodin
en 1954 sous le nom de « microbodies », c’est en 1966 que Christian de Duve et Pierre
Baudhuin parviennent a les caractériser et leur donnent leur nom définitif (290).
Délimités par une simple membrane de phospholipides, ce sont des organites
polyvalents dont les fonctions varient selon le type cellulaire (291), mais principalement
connus pour leur réle dans le métabolisme des lipides et dans le maintien de I'équilibre
redox de la cellule. Leur nombre et leur taille s’adaptent également au contexte
cellulaire. Chez ’lhomme, c’est dans les hépatocytes que les peroxysomes de grande
taille sont les plus nombreux (291). Chez les levures, la prolifération et/ou
'augmentation du volume des peroxysomes est induite par la composition du milieu
de culture, par exemple en présence de méthanol ou d’'une quantité importante
d’acides gras (qui sont tous deux métabolisés par les peroxysomes). A l'inverse, un
changement de milieu de culture pour un milieu métabolisable par d’autres organites
induit une dégradation des peroxysomes surnumeéraires et une diminution du volume

des peroxysomes restants (292).
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a) Biogenese des peroxysomes

Deux voies de biogenése coexistent : le modele « formation de novo » et le

modele « croissance et division des peroxysomes préexistants ».

Modeéle « croissance et division »

Selon ce modéle, les peroxysomes se divisent & la maniére des mitochondries
en trois étapes : élongation, constriction et fission (Figure 30). Dans un premier temps,
les peroxysomes grandissent grace a l'import de protéines membranaires depuis le
cytosol et de lipides en provenance du RE, probablement via des sites de contact
membranaire entre RE et peroxysomes ou en fusionnant avec des vésicules pré-
peroxysomales ; puis un prolongement se forme sous le contrdle de la protéine
membranaire Pex11(, qui permet de courber la membrane en une structure tubulaire
(293). Chez les levures, c’est Pex11 (phosphorylée ou non selon le stade d’élongation)
qui assure ce role : sa sur-expression induit la prolifération des peroxysomes tandis
gue son inactivation cause I'augmentation de leur volume et la diminution de leur
nombre (294). Le cytosquelette participe aussi a I'élongation des peroxysomes en
fournissant une force de traction favorisant la croissance de ces prolongements
tubulaires via la protéine MIRO1 (mitochondrial rhoGTPase 1, une protéine des
microtubules) (295). Ce rble des microtubules est cependant accessoire dans les
cellules de mammiféres, ou ['élongation des peroxysomes peut fonctionner
indépendamment du cytosquelette (293).

La deuxiéme étape, qui consiste en la constriction du prolongement
peroxysomal, est peu connue et son mécanisme n’est pas bien documenté. La
troisieme et derniére étape de la division des peroxysomes est I'étape de fission a
proprement parler, dont le mécanisme est commun a celle des mitochondries. Les
protéines adaptatrices FIS1 et MFF sont recrutées au niveau d’un point de constriction
du prolongement. Elles interagissent ensuite avec DRP1 (aussi appelé DLP1 pour
dynamin like protein 1). Chez les levures, 'hnomologue de DRP1 (Dnml) forme un
anneau autour du site de constriction et c’est I'hydrolyse de GTP qui fournit ensuite
'énergie nécessaire a la fission (296,297). Chez les mammiféres, il a été démontré
gue DRP1 était recruté a proximité des peroxysomes, au niveau des portions de

membrane riches en Pex11, et que l'inactivation de DRP1 causait une diminution du
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nombre de peroxysomes dans les cellules (298). Ces observations vont dans le sens
d’'une homologie entre fission des peroxysomes chez les levures et chez les

mammiferes.

Modéle « formation de novo »

Le modele « croissance et division des peroxysomes préexistants » est trés
bien documenté et semble étre la voie de biogenése la plus importante, mais il est
incomplet. En effet, ce modéle ne peut pas expliquer pourquoi, dans des cellules
mutantes dépourvues de peroxysomes, la réexpression des genes non-fonctionnels
permet I'apparition de nouveaux peroxysomes. Le modele alternatif qui expliquerait ce
phénoméne est celui de la formation de novo, qui co-existerait avec le modéle
précédent. Selon ce modele encore émergent, c’est la fusion de vésicules pré-
peroxysomales (ppV) issues du RE et des mitochondries (selon la plupart des auteurs)
qui donnerait naissance a un peroxysome. Dans un premier temps, certaines protéines
de la membrane des peroxysomes (PMP), notamment PEX3 et PEX16, sont insérées
co-traductionnellement dans la membrane du RE via le translocon Sec61 (299) et
permettent linsertion post-traductionnelle d’autres PMP (300). Les protéines
peroxysomales s’accumulent au niveau de structures appelées pER (pre-peroxisomal
endoplasmic reticulum), qui bourgeonnent du RE et forment les ERDppVs (ER-derived
ppVs). Le bourgeonnement des ERDppVs est dépendant de Pex19 chez les levures
(301), mais ne semble pas avoir été étudié chez les mammiféeres. Il existe un
homologue de Pex19 chez les mammiféres, PEX19, qui pourrait tenir le méme role.
De fagon concomitante, des MDppVs (mitochondria-derived ppVs) présentant d’autres
PMP telles que PEX14 bourgeonneraient des mitochondries. Les ppVs peuvent
ensuite fusionner avec des peroxysomes préexistants et les faires grandir, ou
fusionner ensemble pour former de nouveaux peroxysomes immatures. L’import des
protéines matricielles permet ensuite la maturation de ces peroxysomes et les rend

fonctionnels (293).
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Figure 30 : biogenése des peroxysomes par fission (tiré de (293)). Les protéines
nécessaires a la fission des peroxysomes de levure sont représentées durant les différentes
étapes du processus de division : Pex11 (en bleu clair dans sa forme non-phosphorylée, en
bleu foncé pour phospho-Pex11), Fisl (en violet), Mdv/Caf4 (en vert) et Dnm1 (en orange).
Les protéines homologues des mammiféres sont précisées dans un tableau.

b) Import des protéines membranaires

Les trois protéines nécessaires et suffisantes a la formation de la membrane
des peroxysomes et a I'import des PMP sont les peroxines PEX3, PEX16 et PEX19
(302—-304). Il a été établi que PEX3 et PEX19 fonctionnaient ensemble pour permettre
l'import des PMP (305) mais un débat subsiste concernant la collaboration ou au
contraire I'indépendance de PEX16 (306).

Deux modéles d’import des PMP coexistent, un import indirect via le RE (PMP
de groupe I) et un import direct depuis le cytoplasme (PMP de groupe Il). La plupart
des PMP sont synthétisées par des ribosomes libres dans le cytosol et adressées aux
peroxysomes post-traductionnellement (307). Elles comportent généralement un
signal d’adressage a la membrane des peroxysomes (mPST1). Ces mPTS1 sont des

séquences relativement longues de 50 a 100 résidus d’acides aminés présentant une
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certaine diversité (308-310). Les PMP présentant une séquence mPTS1 interagissent
avec la protéine chaperonne soluble PEX19 (311), qui permet de stabiliser les PMP
dans le cytosol en masquant leur domaine transmembranaire. Le complexe PEX19-
PMP interagit a son tour avec la protéine d'amarrage PEX3, qui permet I'adressage
des PMP de classe Il a la membrane des peroxysomes (305). PEX3 est en fait la seule
PMP ne présentant pas de mPST1 mais une autre forme de mPTS, son import dépend
du couple PEX19-PEX16 (312). PEX16 présente quant a elle une région mPTS1, son
adressage a la membrane des peroxysomes pré-existants est donc dépendant,
comme pour la plupart des PMP, du couple PEX3-PEX19. Cette hypothéese
problématique d’'import mutuel est résolue par I'existence d’une voie alternative,

indirecte, médiée par les vésicules pré-peroxysomales en provenance du RE.

c) Import des protéines matricielles

La plupart des protéines matricielles sont adressées aux peroxysomes grace
au PTS1 (peroxisome targetting signal 1). Ce signal se compose d’'un tripeptide SKL
(sérine — lysine — leucine) présent en C-terminal des protéines concernées et est
commun a tous les organismes dotés de peroxysomes (313), bien que des variantes
non-canoniques existent chez certaines espéces (314). La protéine réceptrice du
PTS1 est la protéine PEX5 (315). PEXS5 est une protéine cytosolique dont la structure
principale est conservée entre les eucaryotes. Son domaine C-terminal est composé
de sept tetratricopeptides (TRP), comprenant chacun 34 acides aminés formant deux
hélices, qui interagissent avec le PTSL1 via des liaisons hydrogéne (316) ; tandis que
son domaine N-terminal interagit avec le dimere PEX13-PEX14, situé au niveau de la
membrane des peroxysomes via une répétition de motifs WXXXF (tryptophane — XXX
— phénylanaline) (317). PEX14 forme avec PEX13 un « docking complex » sur la
membrane, qui permet la translocation du complexe PEX5-PTS1 a lintérieur des
peroxysomes par un mécanisme proche des pores nucléaires (318). Cette
translocation permet I'import de protéines déja repliées et d’oligoméres dans la lumiére
des peroxysomes (319). PEX5 est ensuite mono-ubiquitinée en Cysll par un
complexe membranaire composé de PEX2, PEX10 et PEX12, puis relarguée dans le
cytosol par un complexe hexamérique ATP-dépendant composé de copies alternées
de PEX1 et PEX6, appelé le complexe AAA-ATPase. PEX5 est ensuite désubiquitinée
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par des DUBs cytosoliques (de-ubiquitinizing enzymes) et recommence un cycle de

translocation (320).

PEX1
PEX6

PEX2-10-12

Figure 31 : import des protéines matricielles par interaction avec PEX5 (adapté de (318)).
Les protéines cargo présentant le signal PTS1 interagissent avec PEX5 (en vert) et sont
transloquées a lintérieur du peroxysome a travers un pore formé par le complexe PEX13-
PEX14. PEXS5 est ensuite mono-ubiquitinée par le complexe PEX2-PEX10-PEX12 puis rejoint
le cytosol en interagissant avec le canal hexamerique PEX1-PEX6, ou elle est désubiquitinée.

Le second signal d’adressage aux peroxysomes est PTS2 (peroxisome
targetting signal 2). Il est composé de neuf résidus d’acides aminés situés en région
N-terminale, suivant le motif RLXXXXXHL (arginine — leucine — XXXXX — histidine —
leucine) (321), bien que d’autres variantes du motif existent (322). Les protéines
porteuses du PTS2 interagissent avec PEX7, une protéine adaptatrice qui interagit
avec I'extrémité N-terminale de PEX5 (323). Le complexe PEX7-PTS2 est transloqué

dans la matrice des peroxysomes de maniére PEX5-dépendante (324). Une fois les
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protéines importées dans la matrice des peroxysomes, le signal PTS2 est souvent
clivé, contrairement au PTS1 (325). Le retour de PEX7 dans le cytosol est également
dépendant de PEXS5, puisque I'inhibition de la sortie de PEXS bloque aussi PEX7 dans
les peroxysomes. Cependant, PEX5 et PEX7 ont des cinétiques d’export différentes,

ce qui suggéere des mécanismes distincts (326).

d) Dégradation des peroxysomes

Les peroxysomes des mammiferes ont une demie- vie estimée a environ 36 a
48 heures (327). Les peroxysomes surnumeéraires ou endommages peuvent étre
dégradés de facon spécifique par trois mécanismes indépendants : le systeme Lon
protéase, I'autolyse et la pexophagie (soit I'autophagie sélective des peroxysomes).
L’autolyse est un mécanisme basé sur l'activité de 15-LOX (15-lipo-oxigenase), qui
rompt les membranes et cause la diffusion de la matrice peroxysomale dans le
cytoplasme. Les protéines matricielles excédentaires ou endommagées, comme les
enzymes nécessaires a la B-oxydation peroxysomale, peuvent étre digérées par
POLP, une isoforme de la protéase Lon spécifique des peroxysomes. Il est estimé
qu’environ 20 a 30% de la dégradation des peroxysomes advient par ces deux
procédés, tandis que les 70 a 80% restants sont imputables a la pexophagie (328).

La pexophagie peut étre activée dépendamment ou indépendamment de
'ubiquitine. Les deux récepteurs interagissant avec I'ubiquitine dans le cadre de la
pexophagie sont p62 et NBR1. Tous deux possedent un domaine interagissant avec
LC3, qui permet le recrutement des phagophores. p62 n’est pas strictement
nécessaire a la pexophagie mais la formation de complexes NBR1-p62 accroit
significativement son efficacité (329). Théoriquement, I'accumulation de protéines
ubiquitinées a la surface des peroxysomes suffit a déclencher la machinerie
d’autophagie (330), mais l'ubiquitination de PEXS5 est a ce jour la plus étudiée dans ce
contexte. En plus de son réle dans I'import des protéines matricielles a l'intérieur des
peroxysomes, il a été démontré que PEX5, sous sa forme ubiquitinée en Cysl1,
pouvait servir d’adaptateur aux récepteurs de l'autophagie sélective. En effet, la
défaillance du complexe AAA-ATPase, chargé de désubiquitiner PEX5, induit la
pexophagie (331). La mono-ubiquitination de PEX5 en Lys209 est également

impliquée dans l'induction de la pexophagie en réponse aux ROS : sous l'effet du
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stress oxydant, 'ATM-kinase (ataxia-telangiectasia mutated kinase) phosphoryle
PEX5 en Serl41, ce qui induit sa mono-ubiquitination en Lys209 et sa reconnaissance
par p62 (332). PEX5 étant également nécessaire a la biogenese des peroxysomes,
son ubiquitination pourrait servir de contréle qualité : la mono-ubiquitination de PEX5
dans le cytosol serait un marqueur de peroxysome au mécanisme d’'import défaillant
(330). La surexpression de PEX3 induit aussi la pexophagie via I'ubiquitination de
protéines peroxysomales, mais les protéines ubiquitinées n’ont pas encore été
identifiées (333).

Il existe par ailleurs un mécanisme d’induction de la pexophagie indépendant
de l'ubiquitine. PEX14 est capable d’interagir avec LC3-Il, une protéine ancrée dans
la membrane des autophagosomes, dans les cellules CHO privées de nutriments
(334). LC3 interagit avec le domaine transmembranaire de PEX14, mais PEX5 inhibe
leur interaction de maniere compétitive dans des conditions de culture normale. PEX14
interagit préférentiellement avec PEX5-PTS1 plutdt que LC3-1l, mais son affinité avec
PEX5 diminue lorsqu’elle n’est pas associée a une protéine cargo. Dans ce cas,
PEX14 interagit préférentiellement avec LC3-Il et permet la formation

d’autophagosomes autour des peroxysomes (335).
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2) Fonction des peroxysomes

a) Métabolisme des lipides

Les peroxysomes sont responsables, conjointement avec les mitochondries, de
la B-oxydation des acides gras. Chez les mammiféres, les mécanismes de 3-oxydation
des deux organites sont similaires mais pas identiques, les enzymes impliquées
difféerent par exemple par leur substrat. En effet, la B-oxydation mitochondriale prend
en charge les acides gras les plus courants, dont la chaine carbonée est composée
de 20 carbones ou moins, tandis que la B-oxydation peroxysomale est spécifique des
acides gras a tres longue chaine (VLCFA, chaine = 22 carbones), que les
mitochondries sont incapables de dégrader (291). Les produits des deux (3-oxydations
sont également différents : tandis que les mitochondries dégradent entierement les
acides gras pour produire de I'ATP, la B-oxydation peroxysomale est incomplete, elle
produit de 'H202 (figure 32A) et des acyl-CoA a chaine moyenne que les mitochondries
pourront finir de dégrader (Figure 32 B) (336).

La B-oxydation peroxysomale n’assure pas qu’un rbéle de support a la B-
oxydation mitochondriale, elle permet également la synthése de molécules
essentielles au bon fonctionnement de l'organisme. C’est en effet dans les
peroxysomes qu’est synthétisé le DHA (C22:6(n-3)) a partir de THA (C24:6(n-3)) en
provenance du RE. Le THA, synthétisé par les microsomes, subit un unique tour de 3-
oxydation peroxysomale et se déleste de deux carbones, ce qui le transforme en DHA
(337). Acide gras oméga 3 précieux, le DHA n’est pas dégradé mais exporté hors des
peroxysomes pour étre incorporé a différents phospholipides (338). Dans le foie des
mammiféres, la B-oxydation peroxysomale est également nécessaire a la synthese
des acides  biliaires. Les précurseurs d’acides Dbiliaires DHC-CoA
(dihydroxycholestanoic-CoA) et THC-CoA (trihydroxycholestanoic-CoA), tous deux
issus du cholestérol, sont acheminés du RE vers les peroxysomes via ABCD3. llIs sont
alors traités par I'enzyme AMACR (a-méthylacyl-CoA racemase), qui racémise le
carbone 25, initialement en configuration R, en son énantiomere S. La racémisation
des précurseurs (D/T)HC-CoA au niveau du carbone 25 permet alors a I'enzyme
ACOX2 de former une double-liaison au niveau du carbone 24. Les précurseurs des

acides biliaires sont ensuite hydratés en 24-hydroxy-(D/T)HC-CoA  puis
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deshydrogénés en 24-ceto-(D/T)HC-CoA par DBP (D-bifunctional protein). La protéine
SCPx (sterol carrier protein X) clive alors la molécule au niveau du groupement cétone
et convertit les 24-ceto-(D/T)HC-CoA en propionyl-CoA (3 carbones) et en CA-CoA
(cholic acyl-CoA) ou CDCA-CoA (chenodeoxycholic acyl-CoA). La coenzyme A est
ensuite remplacée par de la taurine ou de la glycine grace a 'enzyme BAAT (bile acid-
CoA aminoacid transferase), ce qui aboutit a la synthése des acides
tauro/glycochenodeoxycholique et tauro/glycocholique. Ces acides sont ensuite

excrétés des hépatocytes pour rejoindre la vésicule biliaire (339).
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Figure 32 : B-oxydation peroxysomale et mitochondriale (adapté de (291) et (340)). (A)
Comparaison de la premiere étape des B-oxydations peroxysomale et mitochondriale. La
premiere étape de la B-oxydation peroxysomale génére de I'H.O, par réduction du cofacteur
FADH2 en FAD, tandis que lors de la premiére étape de la B-oxydation mitochondriale, la
réduction du cofacteur FADH2 en FAD est couplée a la chaine de transfert d’électron et permet
la synthése d’ATP. (B) Echange de lipides entre peroxysomes et mitochondries. Les acyl-CoA
a chaine moyenne (noté MC-acyl-CoA) sont exportés hors des peroxysomes selon deux voies.
A gauche, les MC-acyl-CoA sont hydrolysés par des thioestérases peroxysomales en acides
gras libres, qui franchissent ensuite la membrane du peroxysome par l'intermédiaire d’'un pore
formé par une protéine membranaire (la plus étudiée est PXMP2, mais il en existe d’autres) et
rejoignent la mitochondrie ou ils sont entierement oxydés. A droite, les MC-acyl-CoA
s’échappent du peroxysome par l'intermédiaire de carnitine acyl-transférase (CRAT) et de
carnitine octanoyl-transférase (CROT), puis importés dans les mitochondries via la protéine
CACT (carnitin acylcarnitin carrier).
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Les acides gras a chaine ramifiée présentant un groupement méthyl sur leur
troisieme carbone, comme l'acide phytanique, ne peuvent pas étre dégradés par B-
oxydation. lls doivent d’abord étre raccourcis d’'un carbone, ce qui place leur groupe
méthyl sur le deuxieme carbone au lieu du troisieme, et rend possible leur dégradation
par les voies habituelles. Cette étape de décarboxylation a lieu exclusivement dans
les peroxysomes via I'a-oxydation. L’a-oxydation se compose de quatre étapes, qui ne

sont pas toutes entierement comprises (Figure 33).
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Figure 33 : a-oxydation de I’acide phytanique dans les peroxysomes (tiré de (291)).
L’acide phytanique, d’origine majoritairement alimentaire, est acheminé dans la matrice des
peroxysomes sous la forme de phytanoyl-CoA par ABCD3 (aussi appelée PMP70). Il est
ensuite transformé en 2-OH-phytanoyl-CoA par lI'enzyme PHYH (phytanoyl-CoA 2-
hydroxylase), puis en pristanal par HACL1 (2-hydroxyacyl-CoA lyase 1). La conversion du
pristanal et acide pristanique, puis en pristanoyl-CoA est effectué par des enzymes identifiées
de maniére encore incertaine, puis le pristanoyl-CoA rejoint la 3-oxydation.
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En outre, les peroxysomes sont impliqués dans la synthése de plasmalogénes,
aussi appelés étherphospholipides (291). Les plasmalogénes sont constitués d’un
squelette de glycérol, dont le premier carbone (sn-1) est lié a un alcool gras par une
liaison vinyl-éther, le deuxieme carbone (sn-2) est lié & un acide gras et le troisieme
carbone (sn-3) est lié par I'intermédiaire d’'un phosphate a un alcool, le plus souvent
choline ou éthanolamine, plus rarement sérine ou inositol. Ces lipides aux propriétés
antioxydantes s’intéegrent a la membrane plasmique des cellules et auraient un réle
dans la formation et la stabilité des radeaux lipidiques et dans les événements de
fusion membranaire. lls sont indispensables au bon fonctionnement de certains
organes vitaux, notamment le cerveau et le cceur, qui sont respectivement enrichis en
plasmalogénes composés d’éthanolamine et de choline (341). Les peroxysomes sont
indispensables a la synthése des plasmalogénes car ils possédent la seule enzyme
capable de former la liaison vinyl-éther caractéristique de ces lipides, 'enzyme AGPS
(1-alkyl-glycerone-3-phosphate synthase, aussi appelée ADHAP pour 1-O-alkyl-
dihydroxyacetone-3-phosphate synthase) (291). La synthése de ces phospholipides
trés particuliers est un processus complexe dont les premiéres étapes ont lieu dans la
matrice des peroxysomes et qui s’achéve dans le RE (Figures 34 et 35).

De méme, certaines étapes de la synthese du cholestérol adviennent dans les
peroxysomes. La synthese du cholestérol est un mécanisme complexe nécessitant la
collaboration de trois organites : les mitochondries, le RE et les peroxysomes (Figure
35). Les peroxysomes synthétisent le farnésyl diphosphate (FPP), précurseur du
cholestérol, a partir du mévalonate en quatre étapes, puis I'exportent vers le RE ou a
lieu la fin de la synthése du cholestérol. Il existe deux voies d’obtention du mévalonate :
la premiére utilise I'acétyl-CoA produit par la B-oxydation peroxysomale et le convertit
in situ en mévalonate en trois étapes (deux étapes de condensation puis une de
réduction) ; tandis que la seconde utilise I'acétyl-CoA produit par la B-oxydation
mitochondriale. Dans ce second cas, l'acétyl-CoA gagne le cytoplasme, ou deux
molécules d’acyl-CoA sont condensées en acétoacétyl-CoA par une thiolase
cytosolique, puis la HMG-CoA synthase y ajoute une troisieme molécule d’acyl-CoA
pour obtenir de 'THMG-CoA (hydroxyméthylglutharyl-CoA). Le HMG-CoA est ensuite
réduit en mévalonate par une réductase située sur la membrane du RE. Le mévalonate
entre ensuite dans les peroxysomes, ou deux kinases y greffent successivement deux
phosphates, avant qu'une décarboxylase le transforme en isopentenyl diphosphate
(IPP). Une partie de I'lPP est ensuite converti en FPP par la FPP synthase (342).
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Figure 34 : représentation schématique de la synthése des plasmalogénes (tiré de (341)).
Dans un premier temps, le G3P (glycerol-3-phosphate) est transformé en DHAP
(dihydroxyacetone phosphate) dans les peroxysomes par 'enzyme G3PDH (glycerol-3-
phosphate dehydrogenase). DHAP est ensuite transformé en acyl-DHAP par 'enzyme GNPAT
(glyceronephosphate O-acyltransferase). En paralléle, les acyl-CoA sont transformés en alcool
gras par les enzymes FAR1 et FAR2 (fatty acyl-CoA réductases), associées a la membrane
des peroxysomes. AGPS catalyse alors la transformation de I'acyl-DHAP en alkyl-DHAP en
remplacant le groupement 1-O-acyldihydroxyacetone phosphate présent sur le premier
carbone du squelette de glycérol par un alcool gras, lié au glycérol par une liaison vinyl-éther.
PexRAP (une alkyl-DHAP réductase présente sur la membrane des peroxysomes) catalyse
enfin la derniere étape peroxysomale et génére le précurseur de plasmalogéne AGP (1-O-
alkyl-G3P) et le précurseur de diacylphospholipide LPA (lysophosphatidic acid), qui sont
exportés des peroxysomes vers le RE ou la fin de la synthése des phospholipides a lieu.
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Figure 35: synthese du cholestérol (adapté de (342)). Deux voies de synthése du
cholestérol co-existent. La premiére (en vert) utilise I'acétyl-CoA généré par la 3-oxydation
peroxysomale et le transforme in situ en mévalonate, tandis que la seconde (en rouge) utilise
I'acétyl-CoA issu de la B-oxydation mitochondriale, qui sera transformé en mévalonate dans le
RE puis importé dans les peroxysomes. Le mévalonate est ensuite converti en farnésyl
diphosphate (Farnesyl-PP) et exporté dans le RE, ou il sera transformé en cholestérol. Les
enzymes dont l'activité est régulée par SREBP-2 sont indiquées en bleu.

b) Reégulation des especes réactives de I'oxygene

Les peroxysomes produisent jusqu’a 35% des ROS de certaines cellules (343).
En effet, de nombreuses enzymes peroxysomales sont sources de ROS,
majoritairement sous forme d’H202 (comme les acyl-CoA oxydases ACOX1 et ACOX2)
mais aussi d’ion superoxyde Oz~ et d’oxyde nitrique NO- (comme la xanthine oxydase).
D’autres ROS pourraient étre générés dans les peroxysomes, comme ‘OH (a partir
d’H20: réagissant avec des ions Fe?* selon la réaction de Fenton) ou ONOO- (par
réaction de NO- avec 02-) (344). Ces ROS sont métabolisés in situ par plusieurs
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enzymes antioxydantes répertoriées dans le Tableau 3. L’enzyme principale de la

régulation des ROS est la catalase, qui transforme I'H202 en eau et en dioxygene.

Nom Acronyme Substrat Localisation
Catalase CAT H20:2 PO, C
Superoxyde dismutase 1 SOD1 O2- C, MT, PO, N
Peroxyredoxine 5 PRDX5 ONOO, H202 C, MT, PO, N
Glutathion S-transferase k 1 GSTK1 Inconnu PO

GST1 microsomale MGST1 Inconnu RE, MT, PO
Epoxyde hydrolase 2 EPHX2 Epoxydes PO, C

Tableau 3 : liste des enzymes antioxydantes peroxysomales et de leurs substrats chez
I’homme (adapté de (344)). C, cytosol ; MT, mitochondrie ; N, noyau ; PO, peroxysomes ; RE,
réticulum endoplasmique.

Paradoxalement, la réponse des peroxysomes au stress oxydatif conduit a
l'inhibition de I'import des protéines matricielles via la mono-ubiquitination de PEX5 en
Lys209 et la phosphorylation de PEX14 en Ser232, ce qui conduit a la séquestration
de la catalase dans le cytosol (345). Certains auteurs suggerent que PEX5 et PEX14
constitueraient des capteurs redox et maintiendraient la catalase dans le cytosol afin
de réguler le stress oxydatif d’origine non-peroxysomale (345,346). Dans ce contexte,
la catalase cytosolique pourrait protéger la cellule d’un stress oxydatif aigu, tandis que

la catalase peroxysomale régulerait le stress oxydatif basal (347).

c) Immunité innée

Les peroxysomes tiennent un réle dans I'immunité innée antivirale. En effet, la
protéine MAVS, majoritairement localisée a la surface des mitochondries, est
€galement présente au niveau de la membrane peroxysomale (348). Les protéines de
la famille des RLR (RIG-I-like receptor) sont capables de détecter 'ARN viral dans le
cytosol. Les deux RLR les plus connus sont RIG-I et MDA-5, qui détectent
respectivement les ARN double-brin courts (< 2 kb environ) et longs (= 2 kb environ)
présentant un triphosphate en 5’ grace a leur domaine hélicase C-terminal (349). Une
fois 'ARN viral détecté, les RLR se dimérisent et interagissent via leurs domaines
CARD (caspase activation recruitment domain) situés en N-terminal avec le domaine
CARD de MAVS (lui aussi situé en N-terminal). Les domaines CARD des MAVS
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activées vont ensuite s’agréger pour former des filaments et activer plusieurs IRF, des
facteurs de transcription qui induisent a leur tour la synthése d’interféron (350).

Les travaux de certains auteurs suggerent que linduction d’IFN par MAVS
dépendrait de sa localisation subcellulaire : les MAVS situées a la surface des
mitochondries (mtMAVS) induiraient la synthése d’interféron de type |, tandis que les
MAVS peroxysomales (pexMAVS) auraient une cinétigue plus rapide et
déclencheraient la synthése d’interféron de type Il (351). Selon ce modéle, pexMAVS
activerait plutdt une réponse antivirale rapide mais transitoire, en induisant
I'expression de plusieurs genes antiviraux qui inhiberaient la réplication virale, alors
gue mtMAVS induirait une réponse antivirale plus durable (352). Cependant, cette
induction différentielle n’est pas confirmée par d’autres auteurs, qui n’observent
aucune différence entre mtMAVS et pexMAVS. Selon eux, MAVS induirait la synthése
d’interféron de type | et lll, peu importe sa localisation subcellulaire (353). Enfin,
d’autres auteurs suggérent que pexMAVS induirait également I'expression d’ISG (IFN-

stimulated genes) indépendamment de l'interféron (348).

d) Détoxification du glyoxylate

Les peroxysomes sont impliqués dans la détoxification du glyoxylate. Le
glyoxylate, produit par le catabolisme de I'hydroxyproline dans les mitochondries et par
I'oxydation du glycolate dans les peroxysomes, est un métabolite au potentiel toxique
trés important car c’est un bon substrat de la LDH (lactate dehydrogenase), qui le
convertit en oxalate. En présence de calcium, I'oxalate précipite dans les tissus,
notamment dans les reins ou apparait peu a peu une néphrocalcinose, qui conduit a
une perte de fonction rénale. Pour cette raison, les taux de glyoxylate sont maintenus
a des niveaux trés bas en condition physiologique, notamment grace a I'enzyme
peroxysomale AGT (alanine glyoxylate aminotransferase), qui convertit le glyoxylate
en glycine (291).
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3) Interactions avec les autres organelles

Les peroxysomes interagissent constamment avec d’autres organelles. Ils sont
trés lies avec le RE et les mitochondries, mais interagissent également avec les

gouttelettes lipidiques et les lysosomes (Figures 36 et 37).
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Figure 36 : quantification des peroxysomes en contact avec d’autres organites dans des
cellules COS-7 (adapté de (354)). Les peroxysomes interagissent en premier lieu avec le RE
(ER), puis avec les mitochondries (Mito), les gouttelettes lipidiqgues (LD), mais trés peu avec
'appareil de Golgi et les lysosomes (Lyso). Le nocodazole, inhibiteur de la polymérisation des
microtubules, est utilisé pour déterminer 'importance du cytosquelette dans I'association des
différents compartiments cellulaires (condition rose). On peut déduire de cette expérience que
le cytosquelette est nécessaire pour l'interaction des peroxysomes avec les mitochondries et
les gouttelettes lipidiques, mais qu'’il ne tient pas de réle prépondérant dans leur interaction
avec les autres compartiments étudiés.
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Figure 37 : principales interconnections entre les peroxysomes et les autres organites
(adapté de (347)). La formation de novo et la croissance des peroxysomes nécessitent la
fusion de vésicules pré-peroxysomales originaires des mitochondries et du RE. Les
peroxysomes exportent les produits de la B-oxydation peroxysomale vers les mitochondries
ou leur dégradation se poursuit. La synthése des plasmalogénes est initiée dans les
peroxysomes mais se termine dans le RE. Les échanges de divers métabolites entre
peroxysomes et RE sont facilités par la formation de sites de contact membranaire via
l'interaction d’ACBD5 (acyl-CoA binding domain 5) avec VAP-A et VAP-B. Les peroxysomes
interagissent aussi avec les gouttelettes lipidiques lors d’échanges de lipides. Le cholestérol
est importé dans les peroxysomes depuis les lysosomes grace a l'interaction de la protéine
membranaire lysosomale Syt7.

a) Réticulum endoplasmique

Comme décrit précédemment (partie 11-A-1-a), la biogenése et la croissance
des peroxysomes est en partie imputable au RE, puisque selon le modéle de formation
de novo, cest la fusion de deux vésicules pré-peroxysomales issues des
mitochondries et du RE qui engendre un peroxysome fils. Ces deux compartiments
collaborent par ailleurs dans le cadre de leurs fonctions métaboliques, puisque la
synthese du cholestérol, du DHA, des acides biliaires et des plasmalogénes nécessite

un échange de lipides constant entre les deux organelles (voir partie 11-A-2-a).
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Le RE interagit avec la plupart des autres organites de la cellule, l'interaction
RE-peroxysomes a été observée par microscopie électronique des 1972 (355), mais
les protéines permettant cette association sont longtemps restées inconnues. En 2017,
Costello et al. ont démontré que I'échange de lipides entre peroxysomes et RE était
médié par les deux protéines ancrées dans la membrane du RE VAP-A et VAP-B d’une
part, et les deux protéines ancrées dans la membrane du peroxysome ACBD4 et
ACBDS5 d’autre part (356,357). VAP-A et VAP-B présentent chacune a leur extrémité
N-terminale cytosoligue un domaine MSP (major sperm protein) capable d’interagir
avec le motif FFAT (two phenylalanins in an acidic tract) présent dans la portion
cytosolique d’ACBD4 et ACBD5. Les domaines ACB (acyl-CoA binding) des protéines
peroxysomales permettent ensuite I'import de lipides du RE vers les peroxysomes
(Figure 38). D’autres zones de contact membranaire (MCS pour membrane contact
site) indépendantes d’ACBDA4/5 ont été découvertes récemment. Xiao et al. ont mis en
évidence des MCS médiées par I'interaction entre le domaine C2 situé en C-terminal
des synaptotagmines 1, 2 et 3 (Syt1/2/3) présentes a la surface du RE et les molécules
de phosphatidylinositol diphosphate (PI(4,5)P2) constituant la membrane des
peroxysomes. Cette interaction permettrait un échange de cholestérol des
peroxysomes vers le RE et l'inactivation des Syt1/2/3 induirait 'accumulation de
cholestérol dans les lysosomes, suggérant un flux de cholestérol des lysosomes vers

le RE médié par les peroxysomes (358).
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PEROXISOMES

Figure 38 : l'interaction entre ACBD5 et VAP-B permet I’échange de lipides entre les
peroxysomes et le RE (adapté de (356)).

C

b) Mitochondries

Comme décrit précédemment (partie 11-A-1-a), la biogenese des peroxysomes
est en partie imputable aux mitochondries, puisque selon le modele de formation de
novo, c’est la fusion de deux vésicules pré-peroxysomales issues des mitochondries
et du RE qui engendre un peroxysome fils. Par ailleurs, mitochondries et peroxysomes
partagent le méme mécanisme de fission. Ces deux organelles sont également tres
lites dans le cadre de leur fonctions métaboliques, puisque les [B-oxydations
peroxysomale et mitochondriale sont en partie couplées et que le glyoxylate,
métabolite issu de la mitochondrie, est détoxifié par les peroxysomes (pour plus de
détails, voir partie lI-A-2-a). Mitochondries et peroxysomes partagent également leur
réle dans I'immunité antivirale via la protéine membranaire MAVS, présente sur les
deux compartiments (voir partie l1I-A-2-c). Dans certains cas, la perte de fonction d’un
organite impacte négativement I'autre. Par exemple, I'inhibition de la catalase ou une
augmentation des ROS peroxysomaux a un impact sur I'équilibre redox mitochondrial

et peut causer la dépolarisation de leur membrane interne (359).
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De par la proximité d'une partie de leurs fonctions, la dynamique des
peroxysomes et des mitochondries est liée. En effet, en cas de défaut d’un des deux
organites, le volume cumulé de I'autre compartiment est augmenté dans les cellules
affectées (360,361). Jusqu’'a récemment, cela était interprété comme un phénoméne
de compensation de la perte de fonction, mais il a été observé qu’un défaut de PEX13,
une protéine cruciale pour la fonction peroxysomale car impliquée dans I'import des
protéines matricielles, induisait un défaut de mitophagie dans des fibroblastes
d’embryon de souris mis en culture (362). Les mécanismes de cette inter-régulation
ne sont pas encore élucidés.

Des sites de contact membranaires entre peroxysomes et mitochondries ont été
observés en 1977 dans le cceur de rongeurs et de primates (363). La facon dont se
forment ces MCS nécessite encore d’étre étudiée, mais il semblerait que la protéine
ACBD2 (acyl-CoA binding domain 2, aussi appelée ECI2 pour enoyl-CoA delta
isomerase 2) soit impliquée. ACBD2 est une protéine présente a la fois dans les
mitochondries et les peroxysomes, ce qui suggererait la constitution via cette protéine
d’'un pont reliant les deux organites (364). Par ailleurs, il a été démontré que la
surexpression de PEX11-B, protéine cruciale pour I'élongation des peroxysomes,
induisait linteraction de protrusions membranaires peroxysomales avec les
mitochondries. Tous les peroxysomes peuvent interagir avec la mitochondrie, mais les
peroxysomes tubulaires le font plus que les peroxysomes ronds, sans qu’une
explication a ce phénomeéne n’ait encore été découverte. En revanche, une fois la
liaison établie, la durée du contact est identique peu importe la forme du peroxysome
impliqué (365). Par ailleurs, des MCS impliguant peroxysomes, mitochondries et RE
ont également été observés par microscopie électronique (Figure 39), mais leur

fonction est encore inconnue.
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Flgure 39 mteractlon entre Ies peroxysomes Ies mltochondrles etle RE (t|re de (366)).
Au centre de l'image, cinq peroxysomes (PO) sont enroulés dans un réseau de réticulum
endoplasmique lisse (fleches). Des mitochondries (MI) interagissant avec le RE sont aussi
visibles (fleches pleines). Au centre, une mitochondrie allongée est apposée a une zone de
contact PO-RE, ce qui suggére I'existence de triple contact.

c) Gouttelettes lipidiques

Les gouttelettes lipidiques sont les organites de stockage des lipides neutres de
la cellule. Ce stockage est temporaire, les lipides contenus dans les gouttelettes se
renouvellent frequemment avec notamment 'arrivée de lipides issus de I'alimentation.
Ainsi, pour maintenir 'homéostasie de la cellule, les lipides stockés dans ces
gouttelettes sont régulierement adressés aux mitochondries ou aux peroxysomes afin
d’étre dégradés par -oxydation (367). Il a été observé qu’un défaut de fonctionnement
des peroxysomes induisait une accumulation de gouttelettes lipidiques dans les
cellules de souriceaux n’exprimant pas le géne Pex5 (368). Deux études récentes ont
démontré que les deux compartiments communiquaient via des MCS établis grace a
l'interaction de la spastine M1, située sur les gouttelettes lipidiques, avec la protéine

peroxysomale ABCD1. Ces deux protéines forment ensemble un complexe d’attache
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qui permet la création d’'un MCS entre les deux compartiments (369) (370). Le domaine
MIT (microtubule interacting and trafficking) de la spastine M1 permet par ailleurs le
recrutement de deux protéines de la machinerie de remodelage membranaire ESCRT-
Il (endosomal sorting complexes required for transport 1ll) , CHMP1B et CHMPS8
(charged multivesicular body protein 1B), dont I'action permet 'échange d’acides gras
entre les gouttelettes lipidigues et les peroxysomes (369). Par ailleurs, les
peroxysomes réguleraient également la lypolyse, soit I'hnydrolyse des lipides stockés
dans les gouttelettes lipidiques par I'intermédiaire de PEXS. En effet, PEXS induirait le
recrutement d’ATGL (adipose triglyceride lipase), une enzyme qui catalyse I'hydrolyse
des triglycérides en diglycérides + acides gras libres, au niveau des MCS entre

gouttelettes lipidiques et peroxysomes (370).

d) Lysosomes

Les lysosomes sont des organites de dégradation, c’est notamment dans les
lysosomes que les LDL sont dégradées, libérant alors le cholestérol qui sera par la
suite recyclé par I'organisme. Le cholestérol issu de la dégradation des LDL transite
par les peroxysomes avant de rejoindre le RE, si bien qu’un défaut de peroxysomes
cause I'accumulation de cholestérol dans les lysosomes. Les MCS entre peroxysomes
et lysosomes sont causés par linteraction de Syt7 avec les lipides Pl(4,5)P2,
constituants de la membrane peroxysomale (371). Le mécanisme exact d’import du
cholestérol dans les peroxysomes via ces MCS reste encore inconnu, mais une étude
de 2018 a montré que la kinase PIP4K2A (phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase
de type 2 a) contribuait & la génération de PI(4,5)P2 et favorisait ainsi la formation de
MCS et le trafic du cholestérol (372).
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B- Maladies peroxysomales

Les peroxysomes assurant des fonctions métaboliques variées en constante
interaction avec les autres organelles, il est facile de concevoir que la perturbation de
leur fonctionnement induirait une maladie métabolique. Plusieurs maladies impliquent
une modification de la fonction peroxysomale : des maladies d’origine génétique,

infectieuse, ou liées au vieillissement.

1) Maladies génétiques

a) Troubles du spectre de Zellweger

La plupart des maladies génétiques peroxysomales sont regroupées sous le
nom de troubles du spectre de Zellweger (ZSD pour Zellweger spectrum disease).
Elles étaient initialement classées en quatre catégories en fonction de leur sévérité et
des symptdbmes des patients: le syndrome de Zellweger (le plus sévére),
'adrénoleucodystrophie néonatale, la maladie de Refsum infantile et le syndrome de
Heimler (le moins séveére) (373), mais on préfére maintenant la dénomination de ZSD
sévere, intermédiaire ou légére. Les troubles du spectre de Zellweger rassemblent les
maladies génétiques a transmission autosomique récessive touchant I'un des 14
géenes PEX codant pour les peroxines, présentés en tableau 4 (374). Ces geénes codent
les protéines indispensables a la biogenese de peroxysomes matures et leur mutation
induit des altérations plus ou moins importantes des fonctions peroxysomales, dont
résultent des anormalités métaboliques plus ou moins séveres. Environ 70% des
patients atteints de ZSD présentent des mutations au niveau de PEX1 et 26% des
mutations au niveau de PEX6, PEX10, PEX12 ou PEX26 (375).
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Gene Fonction

PEX1 Constituant du complexe AAA-ATPase chargé de désubiquitiner PEX5,
nécessaire a I'import des protéines matricielles.

PEX2 Constituant du complexe PEX2/10/12 chargé de I'export de PEX5, nécessaire
a 'import des protéines matricielles.

PEX3 Protéine responsable avec PEX16/19 de I'import des protéines membranaires.

PEX5 Récepteur cytosolique du PTS1, nécessaire a limport des protéines
matricielles.

PEX6 Constituant du complexe AAA-ATPase chargé de désubiquitiner PEX5,
nécessaire a I'import des protéines matricielles.

PEX7 Récepteur cytosolique du PTS2, nécessaire a l'import de certaines protéines
matricielles

PEX10 Constituant du complexe PEX2/10/12 chargé de I'export de PEX5, nécessaire
a l'import des protéines matricielles.

PEX11-3 Protéine membranaire indispensable a la division des peroxysomes

PEX12 Constituant du complexe PEX2/10/12 chargé de I'export de PEX5, nécessaire
a I'import des protéines matricielles.

PEX13 Protéine membranaire formant avec PEX14 le docking complex de PEX5.
Indispensable a I'import des protéines matricielles.

PEX14 Protéine membranaire formant avec PEX13 le docking complex de PEX5.
Indispensable a I'import des protéines matricielles.

PEX16 Protéine responsable avec PEX3/19 de I'import des protéines membranaires.

PEX19 Protéine responsable avec PEX3/16 de I'import des protéines membranaires.

PEX26 Protéine membranaire permettant reliant le complexe AAA-ATPase a la

membrane des peroxysomes. Nécessaire a la désubiquitination de PEX5 et
donc a lI'import des protéines matricielles.

Tableau 4 : liste des génes responsables des troubles du spectre de Zellweger (adapté
de (374)).

Les symptdmes cliniques et 'age auquel ils sont détectés varient en fonction de
la sévérité de I'atteinte aux fonctions peroxysomales. Dans les cas les plus séveres,
le ZSD est détecté dés la naissance, c’est le ZSD néonatal (correspondant a ce qui
était avant appelé maladie de Zellweger). Les nourrissons atteints de ZSD néonatal
présentent a la naissance des dysfonctions hépatiques conduisant a une jaunisse et
une hypotonie profonde qui rend 'alimentation difficile. lls souffrent souvent de crises
d’épilepsie et présentent des traits caractéristiques, notamment une dysmorphie
craniofaciale (Figure 40A). La surdité et les atteintes oculaires (rétinopathie, glaucome,
cataracte) sont typiques des ZSD mais ne sont pas toujours détectées si précocement
(373). Une IRM neurocérébrale permet souvent de déceler une dysplasie néocorticale,

en particulier la polymicrogyrie périsylvienne (un cortex cérébral plus épais avec des
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circonvolutions en exces et des sillons peu profonds localisés autour du sillon latéral,
aussi appelé scissure de Sylvius, a priori causés par une mauvaise migration
neuronale durant le développement), la présence diminuée de substance blanche, un
retard de myélinisation, une dilatation ventriculaire bilatérale et des kystes
germinolytiques (376). Une chondrodysplasie ponctuée (calcifications ponctuées au
niveau du cartilage) des hanches et des genoux est parfois décrite. Les enfants atteints
de ZDS néonatal ont une espérance de vie de moins d’'un an (373,377).

Les patients atteints de ZSD de sévérité intermédiaire (correspondant a ce
qu'on appelait I'adrénoleucodystrophie néonatale) sont souvent diagnostiqués
pendant leur petite enfance. Ces jeunes enfants présentent des symptdmes plus
variés que ceux atteints de ZSD néonatal, mais un retard de développement, une
surdité, une dysmorphie créniofaciale (Figure 40 B-C) et des atteintes hépatiques
(hépatomégalie, hyperbilirubinémie, coagulopathie, niveau élevé de transaminases) et
oculaires (cataracte, glaucome ou rétinite pigmentaire, menant souvent a une ceécité
prématurée ou a une vision tunnel) sont presque toujours constatées. Ces enfants
souffrent parfois de crises d’épilepsie, d'insuffisance surrénalienne (378) et de calculs
rénaux liés a la précipitation d’oxalate de calcium. Une leucodystrophie (atteinte des
gaines de myéline entourant les axones des neurones au niveau de la substance
blanche) précoce et évolutive peut apparaitre et entrainer une régression cognitive et
psychomotrice. Enfin, certains enfants développent une ostéopénie, soit une
déminéralisation des os (379). Le pronostic varie d’'un enfant a I'autre en fonction des
organes impactés, mais leur espérance de vie est tres réduite, et la plupart des patients

décédent avant leur adolescence (373).
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Figure 40 : traits caractéristiques et dysmorphie craniofaciale d’enfants atteints par un
trouble du spectre de Zellweger (tiré de (373)). (A) Photographie d’une petite fille &gée de
six mois, présentant la dysmorphie craniofaciale typique du ZSD sévere : plis épicanthiques
(« yeux bridés »), front haut, base du nez élargie, bourrelets sus-orbitaires hypoplasiques
(arcade sourciliere trés effacée). La fontanelle antérieure, dessinée en rouge est élargie et
toujours ouverte. (B-C) Photographie d’une petite fille agée de neuf (B) et quatorze mois (C)
atteinte d’'une ZSD moins sévére. Elle présente une dysmorphie craniofaciale moins
prononcée, mais on remarque tout de méme un front haut, un nez a base large, une hypoplasie
des bourrelets sus-orbitaires et des narines antéversées. Les yeux présentent des plis
épicanthiques plus discrets. (D-F) Photographie d’un garcon atteint de ZSD plus légére a 'age
de cinqg (D), dix (E) et quinze ans (F) ne présentant pas de dysmorphie craniofaciale
reconnaissable, hormis une implantation basse des oreilles. Le consentement éclairé des
parents a été obtenu avant publication de ces images.
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Certains patients atteints de forme Iégére de ZSD ne sont pas diagnostiqués
avant leur adolescence, voire méme a I'dge adulte. Ces patients présentent des
symptémes moins importants, mais les troubles hépatiques, oculaires et auditifs sont
les plus communs. lIs peuvent présenter ou non des anomalies craniofaciales, et bien
que les retards de développement soient fréquents, certains patients font preuve d’une
intelligence correspondant a la norme sociétale. Des anomalies surrénaliennes sont
également décrites, ainsi que des anomalies neurologiques: neuropathie
périphérique, ataxie cérébelleuse (maladie neurodégénérative du cervelet et/ou du
tronc cérébral induisant une mauvaise coordination et des troubles de I'équilibre),
syndrome pyramidal (dégradation progressive de la motricité volontaire, spasticité)
(373). L’évolution clinique est en général lentement dégénérative, avec le
développement progressif d’'une leuco-encéphalopathie, mais il arrive parfois que I'état
d’un patient se stabilise pendant plusieurs années (380). Ainsi, 'espérance de vie des
patients atteints de ZSD mais survivant jusqu’a I'age adulte est trés variable et dépend
principalement de la progression des atteintes hépatiques et neurologiques.

Le diagnostic des ZSD s’effectue d’abord par I'analyse du sang et des urines.
Les taux plasmatiques de VLCFA (calcul du ratio C26/C22 ou C24/C22), DHA, THA,
acides phytanique, pristanique et pipécolique sont analysés, ainsi que les taux de
DHA, THA et d’acide pipécolique dans les urines. En cas d’anomalie ou de persistance
des symptémes typiques des ZSD, une culture de fibroblastes est réalisée a partir d’'un
prélevement de peau afin d’étudier I'activité des principales enzymes peroxysomales
et de réaliser une analyse biochimique compléte. Le marquage des peroxysomes par
immunofluorescence est aussi réalisé afin de vérifier leur présence ou absence dans
les cellules du patient. Enfin, la recherche d’éventuelles mutations des génes PEX est
menée afin de déterminer au mieux la nature du trouble (373). Il n’existe actuellement
aucun traitement curatif contre les troubles du spectre de Zellweger, seuls des
traitements permettant de soulager certains symptémes (compléments alimentaires,
diete adaptée, kinésithérapie, chirurgie ophtalmique, traitement antiépileptique)
peuvent étre prescrits (381).
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b) Adrénoleucodystrophie liee a I'’X

L’adrénoleucodystrophie liée a I'’X (X-ALD) est une maladie génétique causée
par la mutation du gene ABCD1, situé sur le bras long du chromosome X. Le gene
ABCD1 code la protéine du méme nom, c’est une protéine responsable de I'import des
VLCFA dans la matrice des peroxysomes en vue de leur dégradation par -oxydation
(voir partie 1I-A-2-a). C’est la maladie peroxysomale d’origine génétique la plus
fréquente avec une prévalence d’un cas pour 14 700 naissances aux Etats-Unis (382).
L’X-ALD concerne des individus de tous sexes, mais la maladie est plus sévéere chez
les hommes. La plupart des patients souffrant d’X-ALD présentent une
dégénérescence progressive de la moelle épiniere appelée adrénomyéloneuropathie
(AMN), apparaissant généralement autour de trente ans chez les hommes et apres la
meénopause chez les femmes (383,384). Cependant, 35 a 40% des hommes atteints
d’X-ALD peuvent développer une démyeélinisation cérébrale inflammatoire a I'’évolution
rapide, elle se déclare en général chez les patients entre trois et dix ans. Environ 20%
des hommes adultes souffrant d’X-ALD développent également une maladie cérébrale
a la progression rapide, qui entraine I'apparition progressive de handicap puis la mort
(385). Par ailleurs, I’X-ALD peut porter atteinte aux glandes surrénales chez 80% des
patients masculins (386). De par la nature du géne muté, on observe une accumulation
de VLCFA dans tous les tissus des patients atteints d’X-ALD, avec une concentration
plus importante dans le cerveau, la moelle épiniére, les glandes surrénales et les
cellules de Leydig (dans les testicules des patients masculins). Cette accumulation de
VLCFA, notamment de C26:0, induit un stress oxydatif et inflammatoire capable
d’endommager des cellules gliales de rat (387). Les taux de VLCFA ne sont pourtant
pas directement corrélés a la sévérité de la maladie, contrairement a la génération de
ROS et aux capacités antioxydantes plasmatiques et cellulaires (388).

Aucun traitement curatif n’est disponible aprés l'apparition des symptémes
neurologiques, mais il a été démontré qu’une greffe allogénique de cellules souches
hématopoiétiques pouvait empécher la démyélinisation si elle était réalisée avant que
I'atteinte cérébrale soit conséquente. Ainsi, un dépistage précoce des hommes des
familles identifiées comme étant « a risques », voire méme un dépistage systématique
chez les nouveaux nés (comme mis en place dans 20 états des Etats-Unis dans le
courant des années 2010, ou tres récemment aux Pays-Bas), permet d’envisager la

guérison (389). Le diagnostic s’effectue par dosage du C26:0 lysophosphatidylcholine
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dans le sang par LC-MS-MS (chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse) (388).

c) Maladie de Refsum non-infantile

La maladie de Refsum est une maladie génétique autosomale récessive liée a
la mutation du géne PEX7 (codant la protéine éponyme responsable de I'import des
protéines matricielles porteuses du signal PTS2, représentant 10% des cas) ou PHYH
(phytanoyl-CoA 2-hydroxylase, représentant 90% des cas). Cette maladie est
caractérisée par la dysfonction du catabolisme de I'acide phytanique, qui s’accumule
alors dans 'organisme. Les symptomes apparaissent a des stades variés de la vie des
patients, de 7 mois a 50 ans. lIs incluent le développement d’une rétinite pigmentaire
et une combinaison a des degrés variables d’anosmie (perte de I'odorat), surdite,
polyneuropathie, ataxie cérébelleuse et ichtyose (maladie de peau plus ou moins
prononcée). Le développement plus tardif de problemes cardiaques (arythmie,
cardiomyopathie) a également été documenté. Il n’existe a ce jour aucun traitement
curatif, mais les symptdémes peuvent étre traités séparément pour ralentir I'évolution
de la maladie et contrer ses effets. En complément, une alimentation pauvre en acide

phytanique est conseillée (390).

2) Maladies liées au vieillissement

Le fonctionnement des peroxysomes décline avec le vieillissement, notamment
concernant la régulation des ROS (391). Cette perte de fonction impacte les autres
compartiments cellulaires, en premier lieu les mitochondries qui sont en collaboration
étroite avec les peroxysomes. En effet, la surproduction de ROS peroxysomaux induit
la fragmentation des mitochondries et constitue un des signes du vieilissement a
I'échelle cellulaire (392). Des études menées en culture cellulaire tendent a prouver
qu’au fur et a mesure des passages (et donc du vieillissement des cellules cultivées),
limport des enzymes peroxysomales est altéré. Une fraction grandissante de la
catalase est notamment retenue dans le cytoplasme plutot que d’étre importée dans
la matrice des peroxysomes. Ce phénomene est couplé a une augmentation du stress

oxydatif global et a la sénescence des cellules en culture. Etonnamment, le nombre
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de peroxysomes est plus important dans les cellules sénescentes, ce que les auteurs
interpréetent comme une accumulation de peroxysomes dysfonctionnels au cours du
temps (393). Par ailleurs, des analyses par spectrométrie de masse ont montré que
'expression de trente protéines peroxysomales est diminuée avec le vieillissement
chez Caenorhabditis elegans (394). La perte ou la dérégulation des fonctions
peroxysomales a été décrite comme constituante de nombreuses maladies liées a
'age, parmi lesquelles le diabéte de type 2, les maladies neurodégénératives et les

cancers (391).

a) Diabete de type 2

Le diabéte de type 2 est caractérisé par une glycémie anormalement élevée
causeée par une résistance a l'insuline. Dans un premier temps, I'organisme répond a
l'insulino-résistance par 'augmentation de la sécrétion d’insuline par les cellules 8 du
pancréas, mais une défaillance finit par advenir et conduit a une décompensation
(395). Le diabete de type 2 est communément appelé « diabéete gras », car sa
prévalence est significativement augmentée chez les patients souffrant d’'obésité. Ces
patients présentent fréquemment une accumulation d’acides gras non-estérifiés
(NEFA pour non-esterified fatty acids). L’augmentation des taux de NEFA induit une
diminution de la sécrétion d’insuline par les cellules B, voire la mort de ces cellules,
c’est ce qu'on appelle la lipotoxicité. Il a été démontré que la lipotoxicité des NEFA
était liée aux ROS produits spécifiquement par les peroxysomes (396). L’augmentation
des ROS d’origine peroxysomale contribue également a I'évolution de la maladie en

favorisant I'apparition de néphropathie et d’arthrite (397-399).

b) Maladies neurodégénératives

Le cerveau est un organe riche en lipides, il est ainsi sensible aux défaillances
impactant le métabolisme de ces derniers. Il a été démontré que le fonctionnement
des peroxysomes, nhotamment concernant le métabolisme des lipides, était altéré chez
les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson. En effet, plusieurs
etudes ont montré une accumulation de VLCFA et une diminution de la présence de
plasmalogénes dans le lobe frontal de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (les

analyses ont été réalisées post-mortem) (400,401). Par ailleurs, le taux de DHA est
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significativement diminué dans l'hippocampe des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (400), ainsi que dans le cortex frontal et le cortex temporal (402). En outre,
la localisation subcellulaire des peroxysomes est modifiée dans les neurones de
patients présentant un stade avancé de la maladie. lls s’accumulent dans le soma
(aussi appelé corps cellulaire ou péricaryon) des neurones, mais sont absents des
prolongements neuronaux que constituent les axones et les dendrites (401). De
méme, I'analyse post-mortem de patients atteints de la maladie de Parkinson a montré
une modification de la composition lipidique de leurs cerveaux. En effet, 'analyse de
la composition des radeaux lipidiques dans le cortex frontal de patients atteints de la
maladie de Parkinson a démontré une diminution drastique de la présence d’acides
gras polyinsaturés, notamment de DHA (C22:6(w-3), synthétisé par les peroxysomes)
et d’acide arachidonique (C20:4(w-6)), couplé a une augmentation des taux d’acides
gras saturés (principalement acide palmitique C16:0 et acide stéarique C18:0) (403).
Des analyses sanguines et cérébrales ont également établi que les patients atteints
de la maladie de Parkinson présentaient de taux de lipides peroxysomaux (DHA,
cholestérol et plasmalogénes) diminués (404). Le rble des peroxysomes dans
I'évolution des maladies neurodégénératives n’est pas encore trés clair, on ne sait
toujours pas si c’est l'altération de leur fonction qui participe a l'apparition de ces
troubles ou si la fonction peroxysomale patit d’'un dysfonctionnement général des

cellules concernées.

c) Cancer

Le métabolisme des cellules cancéreuses est souvent profondément remanié,
mais varie diamétralement d’'un cancer a l'autre. Tandis que le métabolisme des
peroxysomes est largement réduit dans le cadre de certains types de cancers, comme
les cancers du c6lon (405), du sein (406), du foie (407) ou du rein (408) ; il est au
contraire augmenté dans la plupart des cas. L’effet pro-tumeur ou anti-tumeur des
peroxysomes semble dépendre du contexte cellulaire de la tumeur dans son
microenvironnement et serait plus subtil qu’a premiére vue (409).

Pour commencer, il est important de rappeler que 'augmentation du stress
oxydatif est un facteur favorisant 'apparition de cancers. Les peroxysomes étant a la
fois générateurs et régulateurs de ROS, il est facile de concevoir que 'augmentation

et la diminution de I'activité peroxysomale puissent toutes deux étre génératrices de
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stress oxydant, selon I'aspect du métabolisme modifié. En effet, une diminution de
I'activité de la catalase (et donc du métabolisme peroxysomal), principale enzyme de
détoxification de I’'H20z2, induit une accumulation de ROS et conduit au stress oxydatif
tumorigéne. C’est par exemple le cas dans certains hépatocarcinomes (407). A
linverse, une augmentation de la [B-oxydation peroxysomale et en particulier de
lactivité d’ACOX1, enzyme catalysant la premiére étape de cette B-oxydation, induit
une augmentation de la synthése d’H20. dans les peroxysomes. Ainsi, si cette
augmentation du métabolisme lipidique des peroxysomes n’est pas compensée par
une augmentation de l'activité des enzymes régulatrices de ROS, alors le stress
oxydatif augmente également et favorise I'apparition de cancer. Cela a été observé
dans d’autres cas d’hépatocarcinomes (410).

Par ailleurs, la synthése de plasmalogénes est augmentée dans de nombreux
cas de cancer (411-413). Les cellules cancéreuses présentent fréquemment une
augmentation de la lipogenése afin de permettre la synthése de membranes,
essentielles a la croissance cellulaire (414). Le taux de plasmalogéenes dans les
tumeurs est d’ailleurs corrélé au développement de métastases dans le cadre de
cancers du sein, des poumons et de la prostate (415). Certains auteurs suggéerent
également que l'accumulation de plasmalogénes augmenterait la tolérance des
cellules cancéreuses au stress oxydatif (409). Enfin, une étude génétique récente
propose le fait que 'augmentation de la synthése de plasmalogénes permettrait de
maintenir la croissance de la tumeur dans des conditions d’hypoxie. L’hypoxie
augmenterait le taux d’acides gras saturés, qui a forte concentration peuvent devenir
cytotoxiques. Les peroxysomes détoxifieraient alors ces acides gras saturés en les
utilisant pour synthétiser des éthers de phospholipides, en particuliers des
plasmalogénes, et permettraient de préserver la croissance de la tumeur, méme en

condition d’hypoxie (416).
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3) Peroxysomes et virus

Les peroxysomes ont été récemment identifiés comme des cibles privilégiées de
nombreux virus. Leur role important dans I'immunité innée antivirale pousse d’abord
les virus a développer des méthodes de désamorcage de la voie des RLR (Figure 41),
mais la biogenése (Figure 42) et le métabolisme des peroxysomes (Figure 43) sont

également impactés par de nombreuses infections virales.
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Figure 41 : diversité des stratégies virales pour désamorcer I'activation de 'immunité
innée par les peroxysomes (tiré de (291)). HCV (en vert) clive pexMAVS. KSHV (en orange)
interagit avec MAVS et induit sa déphosphorylation. HCMV (en jaune) interagit avec MAVS et
inhibe son oligomérisation. HSV-1 (en brun) inhibe I'expression IFN-indépendant d’ISG.
PDCoV et PEDV (en bleu), deux virus porcins, perturbent l'induction d’IFN de type llI
dépendant d’'IRF1 par un mécanisme encore inconnu. Les fleches noires représentent des
évenements cellulaires, tandis que les fleches bleues et les traits rouges représentent des
évenements d’origine virale. Les traits rouges représentent spécifiquement les mécanismes
d’inhibition.

a) Désamorcage de 'immunité innée antivirale

Les peroxysomes sont impliqués dans l'immunité antivirale via la protéine
MAVS, présente sur la membrane des mitochondries et des peroxysomes et impliquée
dans la voie de signalisation de I'interféron parles RLR (pour plus de détails, voir partie
[I-A-1-c). Les virus ont développé plusieurs moyens de lutter contre le déclenchement
de cette immunité antivirale (Figure 41). Certains virus inhibent la voie des RLR, c’est
le cas d’HCV dont la protéine NS3-4A clive MAVS (99), mais aussi du HCMV (human

110



Introduction

cytomegalovirus) et du HSV-1 (herpes simplex virus 1). La protéine vMIA (viral
mitochondrial inhibitor of apoptosis) du HCMV cause le fractionnement des
mitochondries et rend ainsi inefficace mtMAVS. Elle interagit également avec PEX19,
ce qui lui permet de gagner la membrane des peroxysomes, ou elle interagit avec
pexMAVS et inhibe son oligomérisation en présence de MFF (417). HSV-1 inhibe la
voie des RLR a de multiples niveaux. Premierement, la kinase virale US3
hyperphosphoryle IRF3, ce qui empéche sa translocation dans le noyau (418),
deuxiéemement la protéine virale US11 interagit directement avec RIG-I et MDA-5, ce
qui empéche l'activation de MAVS (419). Troisiemement, la protéine virale VP16
inhiberait spécifiquement la voie peroxysomale en empéchant I'expression IFN-
indépendante d'ISG, mais le mécanisme de cette inhibition est encore inconnu (420).
D’autres virus détournent la voie de signalisation MAVS. C’est le cas de KSHV (Kaposi
sarcoma-associated herpesvirus), qui interagit directement avec MAVS via sa protéine
ORF33 et promeut le recrutement de PPM1G, une phosphatase cellulaire qui va

désamorcer la voie RLR en déphosphorylant MAVS (421).
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Figure 42 : diversité des stratégies virales pour moduler la biogenése des peroxysomes
(tiré de (291)). Tandis que certains virus (WNV, DENV, ZIKV, HIV) induisent une diminution
du nombre de peroxysomes, d’autres (HCMV, HSV-1, KHSV, peut-étre SARS-CoV2) causent
au contraire leur prolifération. Les fleches noires représentent des évenements cellulaires,
tandis que les fléches bleues et les traits rouges représentent des événements d’origine virale.
Les traits rouges représentent spécifiquement les mécanismes d’inhibition.
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Figure 43: diversité des stratégies virales pour moduler le métabolisme des
peroxysomes (tiré de (291)). Un grand nombre de virus modulent le métabolisme des lipides
dans les peroxysomes. Certains virus (herpesvirus, flavivirus, 1AV (influenza A virus))
augmentent la synthése d’éthers de phospholipides, notamment de plasmalogénes, d’autres
(IAV, EV71 (enterovirus 71)) inhibent la B-oxydation peroxysomale. HCV et SARS-CoV-2
induisent respectivement d’accumulation de VLCFA et de BCFA par des mécanismes encore
inconnus. Les fleches noires représentent des éveénements cellulaires, tandis que les fleches
bleues et les traits rouges représentent des évenements d’origine virale. Les traits rouges
représentent spécifiquement les mécanismes d’inhibition.

b) Les herpesvirus induisent la prolifération des peroxysomes

Les herpesvirus sont des virus a ADN capable d’infecter les cellules de facon
latente. Plusieurs études ont démontré que certains herpesvirus induisaient la
prolifération des peroxysomes et détournaient le métabolisme peroxysomal pour
maximiser leur prolifération.

En effet, l'infection par HCMV induit une augmentation de I'expression des
protéines peroxysomales (422,423). Dans un premier temps, la biogenése des
peroxysomes par fission augmente (a partir de 48 hpi), soutenue par une
surexpression de PEX3, PEX16, PEX13 et PEX14. On observe alors une
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augmentation significative du nombre de peroxysomes (x3,6 a 96 hpi), dont la
morphologie est par ailleurs modifiée. lls sont en moyenne plus volumineux et plus
allongés, leur ratio membrane/lumen augmente, ce qui semble favoriser le cycle
cellulaire dHCMV. Les mémes altérations morphologiques et la prolifération des
peroxysomes ont également été observées dans des cellules infectées par HSV-1. A
partir de 72 hpi, le métabolisme des lipides est a son tour modulé par l'infection virale,
on observe alors une augmentation de la synthése de plasmalogenes dans les cellules
infectées. Ces plasmalogenes sont nécessaires a la formation de nouvelles particules
infectieuses (423). Une autre étude montre que les MCS entre RE et peroxysomes
sont augmentés dans le contexte de I'infection par HCMV et I'expression des quatre
protéines qui modulent ces MCS, VAP-A, VAP-B, ACBD4 et ACBD5, augmente
significativement. En conséquence, la motilité des peroxysomes est impactée : ils
deviennent plus statiques, restent associés au RE et s’élargissent. Les auteurs
suggérent que l'augmentation du volume peroxysomal et des MCS entre RE et
peroxysomes serait peut-étre en lien avec l'augmentation de la synthése de
plasmalogénes, qui nécessite la coopération étroite des peroxysomes et du RE (424).

Des travaux portant sur KSHV ont eux aussi mis en évidence une augmentation
du nombre de peroxysomes dans les cellules endothéliales lors d’une infection latente.
Une augmentation du taux de DHA a également été constatée dans ces cellules. Le
KO d’ACOX1 ou d’ABCD3, deux protéines clés dans la synthése de DHA (ACOX1 en
tant qu'enzyme catalysant la premiére réaction de la B-oxydation peroxysomale,
ABCD3 pour son réle dans I'import du précurseur du DHA depuis le RE), n’empéche
pas la prolifération des peroxysomes en cas d’infection mais induit une plus grande
mortalité cellulaire. Ces résultats suggerent que I'augmentation de la synthese de DHA

par les peroxysomes serait nécessaire au maintien de I'infection latente (425).

c) SARS-CoV-2 et peroxysomes

L'impact du SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)
sur les peroxysomes est lI'objet de débats entre deux études aux conclusions
contradictoires. D’une part, d’aprés Cortese et al., le SARS-CoV2 recruterait les
peroxysomes a proximité des clusters de DMV, qui abritent les complexes de
réplication du virus. De plus, le nombre de peroxysomes et I'expression de ABCD1

seraient augmentés dans les cellules infectées (426). D’autre part, selon Knoblach et
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al., la protéine virale ORF9c (aussi appelée ORF14) interagirait avec PEX14 et
inhiberait I'import des protéines matricielles dans la lumiére des peroxysomes, ce qui
aurait pour conséquence une diminution du nombre de peroxysomes matures dans
les cellules infectées : un marquage avec un anticorps anti-PST1 a été utilisé pour
déterminer les peroxysomes matures. A 48 hpi, le marquage n’était plus ponctué mais
diffus, indiquant que les protéines porteuses de PST1 étaient devenues cytosoliques
(427).

d) HIV induit la déplétion des peroxysomes

HIV-1 favorise I'expression de quatre miRNA (miR-500a-5p, miR-34c-3p, miR-
93-3p et miR-381-3p) dans le cerveau et dans les macrophages de patients HIV-
positifs souffrant de déficit neurocognitif. Ces miRNA qui diminuent I'expression de
PEX2, PEX7, PEX11-B et PEX13, quatre protéines impliquées dans la biogenese des
peroxysomes (428). Ces observations ont été reproduites en culture cellulaire en
utilisant différentes lignées immortalisées ainsi que des cellules primaires (429). En
conséquence, le nombre de peroxysomes dans les cellules infectées par HIV-1 est
diminué. C’est Vpu, une protéine accessoire d’'HIV-1, qui induit I'expression de ces
mMiRNA et cause la déplétion des peroxysomes. Ce phénomeéne est dépendant de la
voie Wnt/B-caténine, puisque I'expression de mutants de Vpu incapables d’interagir
avec B-TRCP (B-transducin repeat-containing protein, seule protéine de la voie Wnt/[3-

caténine interagissant avec Vpu) n'impacte pas le nombre de peroxysomes (429).

e) Les flavivirus induisent la déplétion des peroxysomes

Les flavivirus sont des virus enveloppés a ARN positif transmis pour la plupart
par les arthropodes. lIs sont phylogénétiquement relativement proches d’HCV (ce sont
tous des membres de la famille des Flaviviridae) et sont connus pour induire une
déplétion des peroxysomes dans les cellules qu’ils infectent.

En effet, WNV (west nile virus), DENV (dengue virus) et ZIKV (Zika virus)
induisent tous trois une diminution du nombre de peroxysomes dés les stades
précoces de l'infection. Il a été démontré que leurs protéines de capside interagissent
directement avec PEX19, protéine responsable de I'import des PMP (430,431). Dans

le cas de WNV et DENV, cette interaction modifie la localisation subcellulaire de
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PEX19 et induit sa dégradation. PEX19 étant essentielle a la biogeneése et a la fonction
des peroxysomes, sa dégradation induit une diminution significative du nombre de
peroxysomes dans les cellules infectées. L'expression des protéines de capside
seules induit une diminution d’environ 20% du nombre de peroxysomes (430). La
dégradation de PEX19 n’a pas été démontrée dans le cadre de l'infection par ZIKV,
mais puisque l'interaction entre sa protéine de capside et PEX19 induit également la
diminution du nombre de peroxysomes, il est probable qu’'un mécanisme similaire
existe (431). Par ailleurs, on observe une légére diminution de la quantité de catalase
(environ 15%) dans les cellules infectées par WNV et DENV (430), ainsi qu’une
suppression de I'induction de I'lFN de type lll. Les auteurs suggerent que la déplétion
des peroxysomes pourrait étre un nouveau mécanisme pour contrecarrer 'immunité
innée antivirale (430).

La recherche concernant limpact des flavivirus sur le métabolisme des
peroxysomes est encore balbutiante, mais une augmentation des taux de
plasmalogénes dans le sérum de patients infectés par ZIKV (431) et WNV (432) a été

récemment observée.

f) Et HCV ?

Comme décrit précédemment (partie 1-C-3-e), HCV induit 'accumulation de
VLCFA dans les hépatocytes infectés, probablement en inhibant la B-oxydation
peroxysomale. Les travaux réalisés au cours de ces quatre années de doctorat portent
justement sur I'étude de I'interaction entre HCV et les peroxysomes et seront détaillés

dans la suite de ce manuscrit.
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Résultats préliminaires et objectifs du projet

Dans le but d’identifier de nouveaux partenaires cellulaires de la réplication
d’'HCV, le groupe d’Yves Rouillé de I'équipe de Virologie Moléculaire et Cellulaire du
Centre d’Infection et d’Immunité de Lille (CIIL) a procédé a un crible basé sur la
biotinylation de proximité. Cette technique, qui avait déja été utilisée pour étudier les
protéines interagissant avec les complexes de réplication du MHV (murine hepatitis
virus) (433), permet d’identifier les protéines évoluant a proximité des complexes de
réplication d’HCV en les biotinylant dans un rayon de 20 nm. Pour ce faire, un réplicon
de souche JHF1 a été concgu en fusionnant la peroxydase APEX2 dans le domaine 3
de NS5A (434). Une fois ce réplicon introduit dans des cellules Huh-7, I'ajout de BP
(biotin phenol) et d’'H202 a causé la biotinylation des protéines a proximité de NS5A-
APEX. Les protéines biotinylées ont ensuite été purifiées sur des billes de streptavidine
puis identifiée par spectrométrie de masse. La protéine peroxysomale ACBD5 est
apparue parmi les cinq premiers hits de ce crible. Apres vérification par Western blot
que la biotinylation d’ACBDS5 était bien spécifique de l'activité d’'NSSA-APEX (Figure
44A), un immunomarquage a éte realisé pour étudier sa localisation subcellulaire dans
les cellules naives et répliquant le génome d’HCV (Figure 44B-E). Ces marquages ont
démontré qu’ACBD5 colocalisait partiellement avec NS5A, marqueur des complexes
de réplication d’HCV, tout en restant associée a d’autres marqueurs des peroxysomes
(PEX14 en figure 44C-D, catalase en données non montrées) ; ce n’est donc pas
simplement ACBD5 mais les peroxysomes eux-mémes qui sont partiellement recrutés
a proximité des complexes de réplication d’HCV. Par ailleurs, une fraction des cellules
répliguant le génome viral présente des peroxysomes moins nombreux et élargis
(Figure 44D-E).

Les objectifs de ce projet de these étaient donc de caractériser 'altération de la
morphologie et de la localisation subcellulaire des peroxysomes induite par HCV, de
déterminer le réle potentiel des peroxysomes dans le cycle viral et d’étudier 'impact

d’HCV sur le métabolisme des peroxysomes.
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Figure 44 : ACBDS5 est un hit du crible NS5A-APEX. (A) La biotinylation d’ACBDS est induite
par NS5A-APEX. Des cellules Huh-7 exprimant un réplicon NS5A-APEX ou NS5A-GFP ont
été pré-incubées en présence (+) ou absence (-) de BP, traitées avec de I'H.O- puis lysées
dans du tampon RIPA. Les protéines biotinylées ont été purifiées avec des billes de
streptavidine et analysées par immunoblot avec des anticorps ciblant les protéines NS3,
ACBDS5 et tubuline. (B-E) Localisation subcellulaire de GFP-ACBDS5, transfectée dans des
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cellules Huh-7 naives (B) ou contenant un réplicon (C-D). La GFP a été transfectée en tant
gue contrble dans des cellules Huh-7 contenant un réplicon (E). Les cellules transfectées ont
éteé fixées et marquées avec des anticorps anti-NS5A (en rouge) et anti-PEX14 (en bleu), puis
photographiées au microscope confocal. Les protéines GFP-ACBD5 et GFP (en vert) ont été
détectées via la fluorescence de la GFP et les noyaux ont été marquées au DAPI (en gris sur
la colonne de droite). Les pointes de fleches jaunes indiquent des exemples de structures ou
les marqueurs sont co-distribués. La barre d’échelle représente une longueur de 10 pum.
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Réactifs

Les milieux de culture DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) et OptiMEM
(milieu essentiel minimal), ainsi que le D-PBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline)
et la généticine ont été fournis par ThermoFischer Scientific, le DAPI (4 ,6-Diamidino-
2-phenylindole) par Molecular Probes, le mowiol 3-88 par Calbiochem, I'agent de
transfection TransIT-LT1 par Mirus Bio. Tous les autres réactifs ont été fournis par

Sigma.

Anticorps

Les anticorps monoclonaux (mAb) de souris 9E10 anti-NS5A (154) et 486D39 anti-
NS3 ont été respectivement fournis gracieusement par C. M. Rice (The Rockefeller
University) et J.-F. Delagneau (Bio-Rad). Les anticorps de lapin anti-PEX14 et anti-
PEX5 ont été fournis par ProteinTech. Les anticorps de lapin anti-ACBD5 et anti-
PMP70, ainsi que le mAb de souris anti-B-tubuline TUB2.1 ont été fournis par Sigma.
Le mAb de lapin anti-catalase a été fourni par Cell Signaling Technologies. Le
mMAb14F3.2 de souris anti-PEX3 a été fourni par Millipore. Le mAb de souris anti-
TOM20 a été fourni par BD Biosciences. Le mAb de souris anti-myc a été produit in
vitro en utilisant un appareil MiniPerm (Heraeus) selon le protocole du fabricant. Tous
les anticorps secondaires conjugués a une HRP ou aux fluorochromes A488-, Cy3-,
ou Cy5, ainsi que les billes de streptavidine conjuguées a une HRP ou au fluorochrome

Alexa 488 ont été fournis par Jackson Immunoresearch.

Plasmides

Le plasmide pEGFP-ACBD5 (356) a été amicalement fourni par M. Schrader
(University of Exeter). Le plasmide pcDNA-myc-CD2AP a été amicalement fourni M.
Cormont (Université Céte d’Azur). Les plasmides exprimant les constructions roGFP2
pMF1707, pMF1706 et pMF1762 (392) ont été amicalement fournis par M. Fransen
(Katholieke Universiteit Leuven) via Addgene. Le plasmide pX330-U6-Chimeric_BB-
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CBh-hSpCas9 (435) a été amicalement fourni par F. Zhang (Addgene plasmide #
42230). Afin de construire le plasmide pmCherry-SKL, oligonucleotides synthétiques
5-GATCTAAGCTTTG-3 et 5- AATTCAAAGCTTA-3’ ont été phosphorylés, annealés
and insérés entre les sites de restriction Bglll et EcoRI du plasmide pmCherry-C1
(Clonetech).

Culture cellulaire

Les cellules Huh-7 (436) et Huh-7w7 (Huh-7 n’exprimant pas CD81) (437) ont été
cultivées a 37°C avec 5% de CO:2 dans du milieu DMEM supplémenté avec 10% de

sérum de veau feetal inactivé par la chaleur et du glutamax.

Virus

Les virus utilisés dans cette étude sont la souche JFH1 originale de génotype 2a (151)
ou une souche dérivée portant des mutations d’adaptation a la culture cellulaire et la
reconstitution de I'épitope A4 dans la protéine E1 (438) et la souche adaptée a la
culture cellulaire DBN3a de génotype 3a (160). Afin de générer ’ARN génomique de
ces différentes souches, les plasmides ont d’abord été linéarisés par I'enzyme de
restriction Xbal, puis traités par la MBN (mung bean nuclease) et utilisés comme
matrices pour la transcription in vitro effectuée grace au kit MEGAscript fourni par
Ambion. L’ARN généré in vitro a été introduit dans les cellules Huh-7 par
électroporation (153) afin d’obtenir les stocks de virus nécessaires aux futures
infections (439). Les titres infectieux ont été mesurés selon la méthode TCID50. Pour
les analyses de cinétique, les cellules infectées ont été trypsinées la veille du point de
cinétique, comptées et 1.5x10° cellules ont été platées dans des plagues P-24 dans 1
mL de DMEM. Les titres infectieux ont été mesurés apres 24 heures de culture.
Concernant les experiences avec les cellules Huh-7 PEX3-KO et PEX5-KO, un test de
Mann-Whitney a éteé utilisé pour déterminer la significativité statistique des difféerences
mesurées au niveau des titres infectieux en comparaison avec le groupe contréle
Huh-7.
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Réplicons

Le plasmide pSGR-JFH1 codant le SGR de souche JFH1 a été fourni par T. Wakita
(153). Le plasmide pSGR-JFH1-GFP codant un SGR de souche JFH1 contenant la
séquence codante de la GFP insérée dans le domaine Il d’NS5A a été décrit par
Sahuc et al. (440). Afin de construire un replicon de souche DBN3a exprimant la RLuc,
l'extrémité 3’-UTR de DBN3a a été amplifiée par PCR en utilisant les primers 5’-
GCAGGAATTCTAATACGACTCACTATAGCCTGCC-3’ et 5’-
TCATACGCGTTGGGCGGCGGATGGTGTTTCTTTTGG-3' puis insérée au niveau
des sites de restriction EcoRI et Mlul du plasmide pSGR-JFH1-Rluc, pour générer le
plasmide pSGR-JFH1-Rluc/3’UTR3a. Un fragment d’ADN contenant '|RES de TEMCV
et la séquence codante de la partie N-terminale de la protéine NS3 de souche DBN3a

ont été assemblés par PCR de fusion tripartite grace aux paires de primers 5'-

CCAGAAGGTACCCCATTGTATGGG-3 / 5-
TGTGATCGGGGCCATGGTATCATCGTGTTTTTC-3’, 5-
GATGATACCATGGCCCCGATCACAGCATACACCC-3 / 5-

ATGAAGGTAgCCGACTTGATAGCT-3’, et 5-AGCTATCAAGTCGGCTACCTTCAT-3’
| 5-CTGCTCTAGAGCACTCACAGAGAACAACCGAG-3’ puis insérés au niveau des
sites de restriction Kpnl et BsiWI du plasmide pSGR-JFH1-Rluc/3’'UTR3a pour générer
le plasmide pSGR-JFH1/3a-Rluc/3’UTR3a. Enfin, le fragment BsiWI-Xbal de DBN3a
a été inséré au niveau des mémes sites de restriction de pSGR-JFH1/3a-
Rluc/3’'UTR3a. La mutation GND mutation a été introduite par PCR de fusion en
utilisant les primers 5-AGGTCGACTCTAGACATGATCTGC-3 / 5-
TTTCTTGTCTGCGGAaATGATCTG-3 et 5-CACCACGACCAGATCATITCCGCA-3’ /
5-ATGTGGACCTCAAAGAAGACCCCC-3'. Le produit de PCR a été digéré par Notl
et Xbal puis insérée au niveau des sites correspondants dans le plasmide pSGR-
DBN3a-Rluc. Afin de construire un SGR de souche DBN3a exprimant un marqueur de
resistance a la néomycine, la sequence codante de la néomycine-phosphotransférase
a eté obtenue par PCR avec les primers 5-GGGAGAGGGTTTAAACTCAGAAG-3’ et
5-CCCAACGCGTATGATTGAACAAGATGGATTG-3', puis le produit de PCR a été
digéré par Pmel et Mlul et inséré aux sites correspondants dans le plasmide pSGR-
DBN3a-Rluc. Toutes les constructions ont été verifiées par séquencage. L’ARN du
SGR transcrit in vitro a été introduit dans des cellules Huh-7 par électroporation (153).

Les cellules électroporées ont été cultivées jusqu’a quatre jours post-électroporation
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pour les SGR exprimant la RLuc, ou maintenus sous pression de sélection par ajout
de 0,5 mg/mL de généticine dans le milieu de culture pour générer des cellules Huh-7

exprimant les SGR JFH1 ou DBN3a de fagcon permanente.

Génération de cellules KO

Le KO des génes d’intérét a été réalisé en utilisant la technologie CRISPR-Cas9 (441).
Des oligonucléotides synthétiques correspondant aux séquences codant les ARN-
guides ont été commandés, puis phosphorylés avec la T4-polynucleotide kinase,
annealés et insérés entre les sites de restriction Bbsl du plasmide pX330 (441). Les
séquences codantes des ARN guides utilisés sont CTCCAGCTGCAAGAAACTCC,
AGATGCTGTGGATGTAACTC et CTTGTAGGGGTACCAGTTTG pour générer les
lignées cellulaires PEX5-KO et CACCTCCAAGGACCGTGCCC,
TAAAGATGCTGAGGTCTGTA et CATATTTCTAGCTTGTTTGA pour générer les
lignées cellulaires PEX3-KO. La transfection des cellules Huh-7 et la selection des

lignées KO ont été réalisées comme décrit par Ferlin et al. (442).

Immunofluorescence

Les cellules ont été immunomarquées pour permettre la détection par
immunofluorescence de protéines virales et cellulaires comme décrit par Rouillé et al.
(443). Les lamelles sur lesquelles les cellules étaient cultivées ont été montées sur
lame de verre avec du Mowiol. La microscopie confocale a été réalisée sur un
microscope confocal LSM880 (Zeiss) avec un objectif a immersion dans I'huile 63x
/1.4. Les signaux ont été acquis sequenciellement. Pour certaines images en haute-
résolution, un détecteur Airy Scan en mode super-résolution (SR) a été utilisé sur ce
méme microscope. Les images ont ensuite été traitées par le logiciel Zen version 2
(Carl Zeiss Microscopy). Les figures ont été assemblées en utilisant le logiciel Adobe
Photoshop. Les coefficients de correlation de Pearson (PCC) ont été calculés en
utilisant le plugin JACoP du logiciel ImageJ. Pour chaque condition, au moins trente

cellules ont été analysées.
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Etude de la morphologie des peroxysomes

Des cellules Huh-7 ont été infectées avec les souches JFH1 ou DBN3a d’'HCV a une
MOI de 0,1 et gardées en culture dans un laboratoire NSB3. Elles ont été passées la
veille des temps de cinétique d'intérét sur des lamelles de verre (environ 5x10*
cellules), puis fixées 24 h plus tard avec une solution de PFA a 3% puis
immunomarquées comme décrit précédemment avec des anticorps anti-NS5A et anti-
PEX14. Des piles d'images ont été acquises pour les cellules d’intérét avec un
microscope confocal inversé Eclipse Ti (Nikon) équipé d'un dispositif CSU-W1
spinning-disk (Yokogawa, Roper Scientific). Un module live-SR (Gataca Systems) a
été ajouté au systeme pour améliorer la résolution des images. Les observations ont
été réalisées avec un objectif a immersion dans 'huile 60x (Nikon Plan Apo 60x NA
1.4). Les signaux ont été acquis séquenciellement. Les piles d’'images ont été
analysées grace au logiciel Imaris pour modéliser une image 3D des peroxysomes.
Les objets plus petits que 0,1 um ont été retirés de I'analyse et le volume de chaque
objet a été mesuré, permettant d’établir le volume de chaque peroxysome et le nombre
moyen de peroxysomes par cellule. Pour chague mesure, trente cellules provenant de
trois infections indépendantes ont été analysées. L’analyse statistique a été réalisée

via un test de Kruskall-Wallis, en comparant chaque condition a la condition contrdle.

Association entre peroxysomes et complexes de réplication

Des cellules Huh-7 ont été infectées avec les souches JFH1 ou DBN3a d’HCV a une
MOI de 0,1 et gardées en culture dans un laboratoire NSB3. Elles ont été passées la
veille des temps de cinétique d'intérét sur des lamelles de verre (environ 5x104
cellules), puis fixées 24 h plus tard avec une solution de PFA a 3% puis
immunomarquées comme décrit précédemment avec des anticorps anti-NS5A et anti-
PEX14. Des piles d'images ont été acquises pour les cellules d’intérét avec un
microscope confocal inversé Eclipse Ti (Nikon) équipé d’un dispositif CSU-W1
spinning-disk (Yokogawa, Roper Scientific). Un module live-SR (Gataca Systems) a
eté ajouté au systéeme pour améliorer la résolution des images. Les observations ont
été réalisées avec un objectif a immersion dans I'huile 60x (Nikon Plan Apo 60x NA

1.4). Les signaux ont été acquis séquenciellement. Les piles d’'images ont été
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analysées grace au logiciel Imaris pour modéliser une image 3D des peroxysomes et
des complexes de réplication. La plus courte distance entre chaque peroxysome et le
complexe de réplication le plus proche a été mesurée, permettant de calculer la
distance moyenne entre chaque peroxysome et le complexe de réplication le plus
proche a différents temps post-infection. Pour chaque mesure, trente cellules
provenant de trois infections indépendantes ont été analysées. L’analyse statistique a

été réalisée via un test de Kruskall-Wallis.

Mesure des ROS

Des plasmides exprimant des rapporteurs roGFP2 localisés dans le cytosol, les
mitochondries et les peroxysomes ont été transfectés dans des cellules Huh-7
contrdle, ou contenant un réplicon JFH1 ou DBN3a cultivées sur des plaques « glass-
bottom 4 well p-slide » (Ibidi). A 18 hpi, les cellules ont été rincées trois fois avec du
PBS stérile et placées dans du DMEM dépouvu de rouge de phénol. De 'H202 a une
concentration finale de 0,4 mM a été ajouté sur des cellules Huh-7 naives afin de
constituer un contréle positif. Deux heures plus tard, les cellules vivantes ont été
imagées avec le microscope confocal LSM880 (Zeiss) muni d’une chambre
d’incubation (37°C, 5% de CO2) en utilisant un objectif a immersion dans 'huile 63x
/1.4. Une fois les conditions d’acquisition fixées pour chaque construction roGFP2,
toutes les images ont été acquises avec les mémes parametres. Les images ont été
acquises en excitant séquenciellement les cellules transfectées avec des lasers de
longueur d’onde 405 et 488 nm, puis analysées avec le logiciel ImageJ. Une région
d’intérét (ROI) a été délimitée autour de la cellule entiere, puis lintensité de
fluorescence moyenne a été mesurée pour les deux canaux. Les ratios d’intensité
moyenne de fluorescence 405/488 ont ensuite été calculés, puis les données ont été
analysées avec un test statistique de Kruskall-Wallis en comparant chaque condition

a la condition controle.

Western blot

Les cellules ont été lysées avec un tampon de lyse constitué de tampon TrisCl (50
mM, pH 7,5) contenant 100 mM de NaCl, 1 mM d’EDTA, 1% de Triton X-100, 0,1% de
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sodium dodecyl sulfate (SDS) et des inhibiteurs de protéase pendant 20 min sur glace.
Les cellules lysées ont ensuite été collectées et leurs noyaux ont été culotés. La
concentration en protéines des surnageants a été déterminée par la méthode BCA
selon le protocole du fournisseur (Sigma), avec comme standard de la BSA. Les
protéines ont été séparées par SDS-PAGE et transférées sur des membranes de
nitrocellulose (Hybond-ECL; Amersham) avec un appareil Trans-Blot (Bio-Rad). Le
bloquage a été réalisé dans du PBS contenant 5% de lait écrémé en poudre et 0,1%
de NP-40. Les protéines d’'intérét ont été révélées avec des anticorps primaires
spécifiques, suivi d’anticorps secondaires espéce-spécifiques conjugués a une HRP,
puis les membranes ont été incubées avec 'ECL Super Signal West Pico, selon le
protocole du fournisseur (ThermoFischer Scientific). Les signaux ont été acquis avec
un appareil LAS 3000 (Fujifilm). Les sighaux non-saturés ont ensuite été quantifiés en
utilisant le logiciel ImageJ.

Mesure de l'activité catalase

L’activité de I'enzyme catalase a été mesurée grace a un kit de test colorimétrique
selon le protocole du fournisseur (Abcam, ref AB83464) a partir de lysats cellulaires.
Les données ont été normalisées par quantité de protéines, mesurée selon la méthode
BCA (Sigma).

Lipidomique

Des cellules Huh-7 naives, contenant un réplicon JFH1 ou DBN3a ou PEX3-KO ont
été cultivées dans du DMEM puis trypsinées, comptées et séparées en quatre culots
de quatre millions de cellules. Les culots ont été rincés trois fois au PBS, puis les tubes
ont été flushés a I'azote pour éviter I'oxydation des lipides, avant d’étre plongés dans
l'azote liquide et conservés a -80°C jusqu’a l'extraction des lipides. Concernant
I'extraction, les culots cellulaires ont été solubilisés dans 1 mL d’eau contenant 5 mM
d’EGTA et du méthanol (1:2, v/v). Les acides gras totaux ont été extraits selon la
méthode décrite par Bligh et Dyer (444) dans un mélange de dichlorométhane, eau et
méthanol (2,5:2,5:2, viIviv) avec 2% d’acide acétique, en présence du standard interne

de glyceryl trinodecanoate (4 ug). Les extraits ont ensuite été centrifugés pendant 6
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min a 2500 rpm. L’extrait lipidique a été hydrolysé dans 1 mL de solution de KOH 0,5
M dans du méthanol a 55°C pendant 30 min. Une seconde extraction a été réalisée
avec 1,5 mL de méthanol, 2 mL d’eau et 2,5 mL de dichlorométhane. Les extraits
lipidiques ont été séchés a I'azote puis traités au PentafluoroBenzylBromide dans de
'ACN (1%) et au Diisopropylethylamine dans de 'ACN (1%) (1/1, v/v). Les extraits
finaux (1 pL) ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse Thermo Trace
1310 couplé au spectromeéetre de masse Thermo TSQ 8000 EVO. L’ionisation est
réalisée par ionisation chimique, I'’hélium est utilisé comme gaz porteur et une colonne
HP-5MS (30 m x 0.25 mm, 0.25 um) a été utilisée pour la séparation. Le four est réglé
a 180°C pendant 1 min, puis la température augmente jusqu’a 315°C (+6°C/min)
pendant 2 min. La méthode SIM est utilisée pour détecter les composés (m/z 255 pour
C16:0, m/z 297 pour le standard interne et m/z 395 pour C26:0). La quantification est

obtenue grace aux courbes de calibration externes.

Spectrométrie de masse

Les protéines totales ont été déposées sur SDS-PAGE afin de réaliser une digestion
par la trypsine d’'un morceau de gel pour chaque échantillon. Les peptides ont été
extraits avec 0,1% d’acide formique dans de 'ACN, évaporés pour réduire le volume
a 8 uL et injectés sur un systeme UltiMate 3000 RSLCnano (Thermo Fisher Scientific).
Les peptides ont été automatiquement fractionnés une colonne a inversion de phase
commerciale C18 (75 ym x 500 mm, particule de 2 ym, colonne PepMapl100 RSLC,
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), température 55°C). Le piégeage des
peptides a été réalisé pendant 4 min (5 pL/min) avec le solvant A (98% d’'H20, 2%
d’ACN et 0,1% d’acide formique). L’élution a été réalisée avec deux solvants, A (0,1%
d’acide formique dans I'eau) et B (0,1% d’acide formique dans de ’'ACN) avec un flux
de 300 nL/min. Le gradient de séparation était de 3 a 20% B pendant 170 min. La
colonne a été équilibrée pendant 6 min avec 3% de tampon B avant I'analyse du
prochain échantillon. Les peptides €élués de la colonne C18 ont été analysés avec des
instruments Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Le voltage de
I'électrospray était de 1,9 kV et la température capillaire était de 275°C. L’analyse MS
a eté acquise sur I'analyseur Orbitrap sur le m/z 400-1200 range avec une résolution

de 70 000 (m/z 200). La valeur-cible était de 3.00E+06. Les quinze pics les plus
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intenses avec des charges comprises entre 2 et 5 ont été fragmentés sur le HCD avec
une énergie de collision normalisée de 27%, et le spectre de masse en tandem a été
acquis avec un analyseur Orbitrap, avec une résolution de 17,500 a m/z 200. La valeur
cible était de 1.00E+05. La sélection du seuil ionique était de 5.0E+04 et la valeur
maximale de temps d’accumulation des ions étaient de 250 ms pour un full MS scan
et 100 ms pour les spectres de masse en tandem. L’exclusion dynamique était réglée
a 30s.

Analyse des données de protéomique

Les données collectée lors des analyses LC-MS/MS ont été converties en format liste
de pics *.mgf avec le logiciel Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fisher Scientific). Les
données MS/MS ont été analysées avec Mascot (version 2.4.0, Matrix Science,
London, UK), installé sur un serveur local. Les recherches ont été réalisées avec une
tolerance de mesure de masse de 0,02 Da pour le précurseur et 10 ppm pour les
fragments ionisés selon une base de données construite avec Human Swissprot
database (taxonomie 9606), fusionnées avec les séquences de la trypsine
recombinante, des protéines virales NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B, et une liste de
contaminants communs. Le carbamidométhylation des cystéines, I'oxydation des
méthionines, I'acétylation N-terminale des protéines et la propionamidation des
cystéines ont été traittes comme des modifications variables. Un clivage trypsine
manquant a été toléré. Les résultats ont été importés sur le logiciel Proline

(http://proline.profiproteomics.fr) (445). Les alignements de spectre de peptides plus

grands que neuf résidus avec un score ionique >10 ont été retenus. Le taux de faux-
positifs a ensuite été optimisé pour étre inférieur a 1% grace au score Mascot Modified
Mudpit. La quantification basée sur 'EIC (Extracted lon Current) a été réalisée avec le
logiciel Proline 2.0. Un seul niveau de charge a été sélectionné pour chaque peptide.
Ensuite, pour les peptides ne comportant pas de spectre, ceux dont I'abondance était
au-dessus de la borne supérieure de l'intervalle de confiance a 99% ont été écartés.
L’abondance d’une protéine a été obtenue en additionnant 'abondance des peptides
correspondants. L'analyse statistique a été réalisée sur R (version 4.1.2). Les données
ont été transformeées en log2 et la distribution a été centrée sur le troisieme quartile.

Seules les protéines avec au minimum trois mesures dans au moins un groupe ont été
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conservées. Les valeurs manquantes ont été imputées selon une distribution normale
X ~ (M-1.80, 0.30), selon les recommandations de Tyanova et al. (446). L’analyse
différentielle de I'expression des protéines entre les Huh-7 controles et SGR-JFH1 et
entre Huh-7 contréles et SGR-DBN3a ont été réalisées grace au package limma R
(447), qui utilise une approche empirique Bayesienne pour estimer les variances des
t tests modérés. Les p-valeurs brutes ont été ajustées selon la procédure de
Benjamini-Hochberg (448). Les protéines ont été considérées comme
différenciellement exprimées si leur p-valeur ajustée était inférieure a 0,05. Afin
d’évaluer I'habilité des protéines peroxysomales a discriminer ensemble les groupes,
une analyse multivariée a été réalisée avec le package R mixOmics, en utilisant
'approche PLS-DA (partial least squares — discriminant approach) (449). Seules les

protéines peroxysomales ont été conservées pour I'analyse multivariée
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Le recrutement des peroxysomes est indépendant d’ACBDS

Dans un premier temps, Nnous nous sommes intéressés au meécanisme de
recrutement des peroxysomes a proximité des complexes de réplication. Pour ce faire,
nous avons établi la cinétique d’association des deux compartiments dans des cellules
Huh-7 infectées par les souches JFH1 et DBN3a. Des piles d'images de cellules
naives ou infectées a différents temps post-infection ont été acquises au microscope
confocal a super-résolution et traitées par le logiciel Imaris afin de reconstituer une
image 3D des peroxysomes et des complexes de réplication des cellules d’intérét. La
distance la plus courte entre chaque peroxysome et le complexe de réplication le plus
proche a ensuite été mesurée. Tandis qu’on observe un rapprochement progressif des
deux compartiments au cours du temps et une augmentation du pourcentage de
peroxysomes en contact direct avec au moins un complexe de réplication avec la
souche DBN3a (Figure 45 A-B), aucune tendance ne se dégage avec la souche JFH1
(Figure 45 C-D).

Nous avons ensuite tenté d’identifier le mécanisme de recrutement des
peroxysomes a proximité des complexes de réplication. Notre premiere hypothése
résidait dans un recrutement indirect médié par ACBD5. En effet, ACBD5 interagit avec
les protéines réticulaires VAP-A et VAP-B (356), elles-mémes recrutées a proximité
des complexes de réplication par interaction avec NS5A (222,223), ACBD5 pourrait
donc participer au recrutement des peroxysomes de maniere indirecte. Pour tester
cette hypothése, nous avons réalisé des lignées de cellules Huh-7 ACBD5-KO grace
a la technologie CRISPR-Cas9. Un clone a ensuite été isolé de cette population par
dilution limite et l'inactivation d’ACBD5 a été controlée par western blot (Figure 46A).
Un réplicon a ensuite été introduit dans ces cellules ACBD5-KO et le recrutement des
peroxysomes a proximité des complexes de réplication a pu y étre observé au
microscope confocal (Figure 46B). Ainsi, le recrutement des peroxysomes ne dépend

pas, ou pas seulement, dACBD5.
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Figure 45 : cinétique d’association des peroxysomes avec les complexes de réplication
d’HCV. Des cellules Huh-7 ont été infectées avec la souche DBN3a (A-B) ou JFH1 (C-D),
immunomarquées (NS5A/PEX14), imagées au microscope confocal a super-résolution puis
analysées sur le logiciel Imaris. (A-C) Distance moyenne entre chaque peroxysome et le
complexe de réplication le plus proche a 4, 7 et 16 jours post-infection. (B-D) Pourcentage de
peroxysomes en contact avec au moins un complexe de réplication a différents temps post-
infection. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; *** p< 0.0001. Les données ont été
analysées statistiquement avec un test de Kruskall-Wallis sur trente cellules par condition.
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Figure 46 : recrutement des peroxysomes a proximité des complexes de réplication
d’HCV dans les cellules ACBD5-KO. (A) Analyse par westernblot de I'expression d’ACBD5
dans les cellules Huh-7 ACBD5-KO. (B) Des cellules Huh-7 ACBD5-KO contréles (panel du
bas) ou contenant un réplicon (panel du haut) ont été immunomarquées avec des anticorps
anti-PEX14 (en rouge) et anti-NS5A (en vert). Les noyaux (en bleu) ont été marqués au DAPI.

Le virus de I'hépatite C altere la morphologie des peroxysomes

Dans un second temps, nous avons caracterisé les altérations morphologiques
constatées au niveau des peroxysomes des cellules Huh-7 contenant un réplicon de
souche JFH1 (Figure 47). La population de cellules SGR s’est révélée tres hétérogene,
seule une fraction des cellules présentaient des peroxysomes anormaux. Parmi celles-
ci, deux types d’altérations sont visibles: certaines cellules présentent des
peroxysomes ronds mais élargis (Figure 47B), d’autres des peroxysomes tubulaires

trés allongés, et d’autres encore combinent les deux types de peroxysomes (Figure
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47C). Enfin, dans certaines cellules, les peroxysomes colocalisent avec les complexes
de réplication d’'HCV (Figure 47 C et H), tandis que dans d’autres les compartiments
semblent juxtaposés plutdt que vraiment confondus (Figure 47 B et G), d’autres encore
ne présentent aucune association entre les compartiments (données non montrées).
Par ailleurs, le coefficient de corrélation de Pearson entre NS5A et ACBD5 dans ces

cellules s’est révélé plutét faible (Figure 47F).

Par la suite, nous avons voulu confirmer la présence de ces altérations
morphologiques en modele infectieux. Pour ce faire, des cellules Huh-7 ont été
infectées avec les souches JFH1 ou DBN3a et observées a différents temps post-
infection. A partir de 7 dpi, la présence de peroxysomes anormaux a été observée
dans une partie des cellules infectées par 'une ou l'autre des souches (Figure 48 A-
B). Cependant, les peroxysomes tubulaires sont beaucoup moins fréquents dans les
cellules infectées que dans les cellules SGR. Le pourcentage de cellules présentant
des peroxysomes a la morphologie anormale a ensuite été calculé dans des cellules
Huh-7 naives, comprenant un réplicon (souches JFH1 et DBN3a) ou infectées a 4, 7
et 16 dpi (souches JFH1 et DBN3a) (Figure 48D). Les cellules infectées ne présentant
pas ou trés peu de structures tubulaires, les peroxysomes de type « tubulaires
allongés » et « élargis » ont été traités sans distinction. Aprés seize jours d’infection
avec les souches JFH1 et DBN3a, respectivement 30% et 20% des cellules infectées
présentaient des peroxysomes anormaux, tandis que les réplicons des deux souches
induisaient environ 30% de cellules aux peroxysomes altérés. Les altérations
morphologiques constatées dans ces cellules ont ensuite été quantifiées grace au
logiciel Imaris. Des piles d'image des cellules d’intérét ont été acquises au microscope
confocal a super-résolution afin de reconstituer une image 3D des peroxysomes, nous
avons alors eu acces au nhombre de peroxysomes par cellule et au volume de chaque
organite. Aprés 16 jours d’infection, le volume moyen des peroxysomes passe de 0,15
um?2 (0 dpi) a 0,33-0,35 pm? (16 dpi) selon la souche considérée (Figure 48 E). Dans
le méme temps, le nombre moyen de peroxysomes par cellule a été divisé par deux
environ, passant de 547 peroxysomes par cellule en moyenne dans les cellules

contrbles a 204 pour la souche JFH1 et 242 pour la souche DBN3a (Figure 48 F).
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Figure 47 : altération de la morphologie et de la localisation subcellulaire des
peroxysomes. (A-E) Des cellules Huh-7 contréles (A) ou contenant un réplicon de souche
JFH1 (B-E) ont été immunomarquées avec des anticorps anti-PEX14 (en rouge) et anti-NS5A
(en vert). Les noyaux (en bleu) ont été marqués au DAPI. (F) Coefficient de corrélation de
Pearson entre le signal ACBD5 et les signaux NS3 et NS5A dans des cellules contenant un
réplicon de souche JFH1. Trente cellules ont été analysées. (G-H) Courbe d’intensité de
fluorescence. Les segments analysés sont représentés par des fleches sur les images (B)
(correspondant au graph (G)) et (C) (correspondant au graph (H)).
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Figure 48 : altération de la morphologie des peroxysomes dans les cellules infectées
par HCV ou contenant un réplicon. (A-C) Des cellules Huh-7 contréles (C) ou infectées par
les souches JFH1 (A) et DBN3a (B) a 7 dpi ont été immunomarquées avec des anticorps anti-
PEX14 (en rouge) et anti-NS5A (en vert). Les noyaux (en bleu) ont été marqués au DAPI. (D-
F) Quantification des altérations morphologiques présentes au niveau des peroxysomes des
cellules infectées. (D) Occurrence des cellules présentant des peroxysomes altérés. (E)
Volume moyen des peroxysomes. (F) Nombre moyen de peroxysomes par cellule. *, p < 0.05;
** p < 0.01; *** p < 0.001; *** p< 0.0001. Les données ont été analysées statistiquement
avec un test de Kruskall-Wallis sur trente cellules par condition.

Impact d’HCV sur I'expression des protéines peroxysomales

Afin d’évaluer si ces altérations morphologiques étaient corrélées a une
altération de la biochimie des peroxysomes, nous avons réalisé une analyse des
protéines totales de cellules Huh-7 ou contenant un réplicon de souche JFH1 ou
DBN3a par spectrométrie de masse (4 réplicats par condition). Au total, 4072 protéines
ont été analysées et les niveaux d’expression des protéines détectées dans au moins
trois réplicats d’au moins une condition, soit 3768 protéines, ont été conservées pour
I'analyse statistique. Parmi ces 3768 protéines, 63 comportaient une annotation GO :

peroxysomes. Quatorze protéines ont été identifites comme différentiellement
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exprimées entre les échantillons Huh-7 contréles et SGR-JFH1 (Figure 47A) et 97
entre les cellules Huh-7 contréles et SGR-DBN3a (Figure 47B). Les raisons de cet
écart surprenant d’une souche a lautre sont inconnues. Aucune des protéines
différentiellement exprimées n’appartiennent aux protéines peroxysomales. Ces
analyses ont été complétées par une analyse multivariée réalisée uniquement sur les
protéines peroxysomales (Figure 47C). Cette fois-ci, l'analyse des protéines
peroxysomales prises ensemble permettait de séparer les échantillons en deux
groupes, d’'un coté les cellules contrbles, de l'autre les deux conditions SGR. Ces
résultats suggérent qu’il existe bien une différence d’expression des protéines
peroxysomales entre les cellules Huh-7 contrdles ou exprimant un réplicon, mais ces
différences sont trop modérées pour ressortir de maniéere significative. Cela peut
s’expliquer par la trop grande variabilité entre les réplicats d’'un méme échantillon et le

trop petit nombre de réplicats analyseés.
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Figure 49 : analyse différentielle de I’expression des protéines totales dans des cellules
comprenant un réplicon JFH1 (A) ou DBN3a (B) en comparaison avec des cellules Huh-7
contréles. Les protéines des lysats cellulaires totaux ont été analysées par LC-MS/MS (4
réplicats par échantillon, 50 pug de protéines par réplicat). Les protéines peroxysomales sont
indiquées en noir, les protéines différentiellement exprimées en rose, les autres protéines en
gris. (C) Analyse multivariée de I'expression des protéines peroxysomales par PLS-DA. Les
deux groupes discriminés par cette analyse sont composés d’'une part des cellules Huh-7
contréles (en gris) et d’autre part des cellules exprimant un réplicon de souche JFH1 (en bleu)
ou DBN3a (en rose).

Les peroxysomes ne sont pas nécessaires au cycle cellulaire
d’HCV

Afin d’établir le réle des peroxysomes dans le cycle cellulaire d’'HCV, nous
avons généré par CRISPR-Cas9 des lignées cellulaires Huh-7 dépourvues de
peroxysomes fonctionnels en inactivant le gene PEX5 (368). PEX5 est la protéine
nécessaire a l'import de toutes les protéines matricielles dans la lumiére des
peroxysomes. En inactivant le géne codant cette protéine, les peroxysomes généres
apparaissent comme des structure vides, appelés « ghosts » dans la littérature. Trois

lignées ont été générées en utilisant des ARN-guides différents, ainsi que des lignées
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contrbles générées sans ARN-guide afin de prendre en compte les effets off-target
inhérents a la technique. L’expression résiduelle de PEX5 dans les lignées PEX5-KO
a été estimée a environ 5% par westernblot (Figure 50A). Puisque les cellules n’ont
pas été clonées aprés l'inactivation de PEXS, il est attendu qu’une sous-population de
celles-ci I'expriment toujours. Nous avons donc évalué le pourcentage de cellules
PEX5-KO par immunomarquage avec un anticorps anti-catalase. En effet, PEX5 étant
responsable de I'import des protéines matricielles, son inactivation conduit a une
relocalisation de I'enzyme dans le cytosol (Figure 50B). Le pourcentage de cellules

KO a été estimée a plus de 90% dans les trois populations PEX5-KO (Figure 50C).

Les peroxysomes étant partiellement recrutés a proximité des complexes de
réplication d’HCV, nous avons dans un premier temps étudié I'impact de I'absence de
peroxysomes fonctionnels sur la réplication virale en utilisant des réplicons de souches
JFH1 et DBN3a exprimant une luciférase. Nous avons contrdlé leur réplication par
luminescence pendant quatre jours et n’avons observé aucune différence significative
entre les lignées PEX5-KO et les cellules contréles (Figure 50 D-E). Nous avons
également titré les particules infectieuses sécrétées par les lignées PEX5-KO. Pour la
souche JFH1, les surnageants des cellules infectées ont été titrés a trois jours post-
infection (Figure 50F). Pour la souche DBN3a, moins toxique que la souche JFH1
adaptée a la culture cellulaire, les titres ont pu étre mesurés jusqu’a seize jours post-
infection (Figure 50G). La encore, 'absence de peroxysomes fonctionnels n'a eu
aucun impact significatif sur les titres infectieux. Ces résultats démontrent que des
peroxysomes fonctionnels ne sont pas nécessaires a I'établissement de l'infection par
HCV.

Pour aller plus loin, nous avons généré des lignées Huh-7 completement
dénuées de peroxysomes en inactivant le gene PEX3 (450). A nouveau, trois lignées
ont été générées avec des ARN guides différents et caractérisées de la méme maniéere
gue les lignées PEX-KO. Cependant, seulement 50% des cellules PEX3-KO
présentaient un marquage cytosolique de la catalase, nous avons alors isolé quatre
clones PEX3-KO par dilution limite. Comme attendu, I'expression de PEX3 par ces
clones était complétement abolie, tandis que I'expression de la catalase (cytosolique
dans les cellules PEX3-KO) demeurait inchangée (Figure 51A). Puisque les clones 1.7
et 1.6C ont été isolés de la méme population-mére, nous n’avons pas utilisé le clone

1.7 pour la suite de nos expériences. Encore une fois, aucune différence d’efficacité
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de réplication (Figure 51 B-C) n’a été constaté dans les cellules dénuées de
peroxysomes en comparaison avec les cellules Huh-7 contrdles. A certains temps
post-infection, on observe une différence significative entre la sécrétion de particules
virales infectieuses entre les cellules Huh-7 controles et PEX3-KO 3.2E, mais cette
différence n’est pas retrouvée pour les autres clones PEX3-KO (Figure 51 D-E). Nous
supposons que cela constitue une différence clonale plutdét qu’un véritable effet de

'absence de peroxysomes.
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Figure 50 : infection de cellules PEX5-KO par HCV. (A) Analyse par western blot de
I'expression de PEX5 dans les cellules Huh-7 contrdles et PEX5-KO. (B) Observation de la
localisation subcellulaire de la catalase dans les cellules Huh-7 contréles et PEX5-KO par
immunomarquage. (C) Quantification du pourcentage de cellules PEX5-KO dans les trois
populations par immunomarquage anti-catalase. (D-E) Des cellules Huh-7 contrbles ou PEX5-
KO ont été électroporées avec un réplicon de souche JFH1 (D) ou DBN3a (E) exprimant la
Renilla luciférase ou avec un réplicon non-réplicatif (GND). Les échantillons ont été collectés
a4, 24,48, 75 et 96 h post-électroporation. Le signal luciférase a 4 h post-électroporation est
ramené a 1. Les barres d’erreur expriment la SEM (standard error of the means) pour trois
expériences indépendantes réalisées en quadruplicats. (F) Des cellules Huh-7, Huh7.W7
déficientes en CD81 ou PEX5-KO ont été infectées avec la souche JFH1 (MOI = 0,1) et
cultivées pendant trois jours. Les surnageants ont ensuite été titrés par la méthode TCID50.
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(G) Des cellules Huh-7, HUh7.W7 et PEX5-KO ont été infectées avec la souche DBN3a (MOI
= 0,1), cultivées en flasques et passées a 3, 6 et 15 dpi. A chaque passage, les cellules ont
été comptées et 1,5.10° cellules ont été platées dans 1 mL de milieu DMEM. 24 h plus tard,
les surnageants ont été titrés par la méthode TCID50. **, p < 0.01. Les données ont été
analysées par des tests de Mann-Whitney en comparant un a un chaque condition avec la
condition contrfle.
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Figure 51 : infection des cellules PEX3-KO par HCV. (A) Analyse par western blot de
I'expression de PEX3, PMP70, catalase et tubuline dans les cellules Huh-7 contrbles et les
clones Huh-7 PEX3-KO. (B-C) Des cellules Huh-7 contrbles ou PEX3-KO ont été
électroporées avec un réplicon de souche JFH1 (D) ou DBN3a (E) exprimant la Renilla
luciférase ou avec un réplicon non-réplicatif (GND). Les échantillons ont été collectés a 4, 24,
48, 75 et 96 h post-électroporation. Le signal luciférase a 4 h post-électroporation est ramené
a 1. Les barres d’erreur expriment la SEM pour trois expériences indépendantes réalisées en
guadruplicats. (D) Des cellules Huh-7, Huh7.W7 déficientes en CD81 ou PEX3-KO ont été
infectées avec la souche JFH1 (MOI = 0,1) et cultivées pendant trois jours. Les surnageants
ont ensuite été titrés par la méthode TCID50. (E) Des cellules Huh-7, Huh7.W7 et PEX3-KO
ont été infectées avec la souche DBN3a (MOI = 0,1), cultivées en flasques et passées a 3, 6
et 15 dpi. A chague passage, les cellules ont été comptées et 1,5.10° cellules ont été platées
dans 1 mL de milieu DMEM. 24 h plus tard, les surnageants ont été titrés par la méthode
TCID50. **, p < 0.01. Les données ont été analysées par des tests de Mann-Whitney en
comparant un a un chaque condition avec la condition contréle.
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L’infection impacte le fonctionnement des peroxysomes

Les peroxysomes sont des organelles multifonctionnelles dont les principaux
réles consistent a participer au métabolisme des lipides, notamment concernant la 3-
oxydation des acides gras a trés longue chaine et maintenir I'équilibre redox de la
cellule en détoxifiant les ROS. Chez les patients atteints de troubles du spectre de
Zellweger sévere, on détecte une accumulation de VLCFA dans les analyses
sanguines, causée par un défaut de (B-oxydation peroxysomale. Le calcul du ratio
C26/C16 (taux d’acide gras C26:0 divisé par le taux d’acide gras C16:0) est d’ailleurs
un des outils diagnostics utilisés en cas de suspicion de ZSD. Afin d’évaluer le
fonctionnement de la B-oxydation peroxysomale en présence d’HCV, nous avons
réalisé une guantification des acides gras totaux présents dans des cellules Huh-7
controles, exprimant un réplicon de souche JFH1 ou DBN3a et PEX3-KO (comme
contrdle positif d’'un défaut majeur de fonction peroxysomale). Ces analyses ont été
réalisées deux fois en quintuplicats sur des culots de 4 millions de cellules. Tandis
gu'on observe comme attendu une augmentation significative, quoique faiblement
significative, du ratio C26/C16 dans les cellules PEX3-KO, aucune différence n’a pu

étre constatée entre les cellules Huh-7 contréles ou exprimant un réplicon (Figure 52).
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Figure 52 : ratio C26/C16 dans des cellules Huh-7 contrbles, exprimant un réplicon de souche
JFH1 ou DBN3a, et PEX3-KO. Deux expériences indépendantes ont été réalisées en
quintuplicats sur des culots de 4 millions de cellules. Les acides gras totaux ont été extraits et
hydrolysés, puis analysés par LC-MS/MS. *, p < 0.05. Les données ont ensuite été
statistiguement analysées par ANOVA a un facteur.
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Nous nous sommes ensuite intéressés a l'impact potentiel d’HCV sur la
régulation des ROS par les peroxysomes. Pour ce faire, des cellules Huh-7 contréles
ou exprimant un réplicon de souche JFH1 ou DBN3a ont été transfectées avec des
plasmides exprimant différentes constructions de roGFP2, adressées respectivement
aux peroxysomes peroxysomes (Figure 53A), aux mitochondries (Figure 53B) ou au
cytoplasme (Figure 53C). La protéine roGFP2 présente un pont disulfure entre les
cystéines entre position 147 et 204. En fonction du contexte redox, ce pont disulfure
se forme (état oxydé) ou se détache (état réduit). Cela impacte le spectre d’absorption
de la protéine, qui ne comporte qu’un pic d’absorption autour de 488 nm dans sa forme
réduite, mais deux pics dans sa forme oxydée (405 et 488 nm) (392). En excitant les
cellules transfectées avec les difféerentes constructions roGFP2 avec un laser a 405
nm puis a 488 nm et en récoltant séquentiellement le signal émis apres chaque
excitation, il est possible de calculer le ratio d’intensité de fluorescence 405/488. Le
calcul de ce ratio permet une mesure relative du stress oxydatif dans les différents
compartiments étudiés. On observe alors une augmentation significative du stress
oxydatif spécifiquement dans les peroxysomes des cellules exprimant un réplicon
(Figure 53D), ce qu’on ne retrouve pas dans leur cytoplasme (Figure 53F), et trés peu
dans les mitochondries (Figure 53E, uniqguement avec la souche JFH1). De plus,
lactivité de la catalase, principale enzyme de détoxification des ROS dans les
peroxysomes, est diminuée dans les cellules exprimant un réplicon de souche DBN3a
(Figure 53G). Cette diminution de l'activité de la catalase, qui peut expliquer
'augmentation du stress oxydatif peroxysomal, n’est pas corrélée avec une diminution

de son expression (Figure 53H).
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Figure 53 : augmentation du stress oxydatif en présence d’HCV. (A) Fluorescence de la
construction roGFP2 peroxysomale (en vert) transfectée dans des cellules Huh-7 co-
marquées avec PEX14 (en rouge). (B) Fluorescence de la construction roGFP2 mitochondriale
(en vert) transfectée dans des cellules Huh-7 co-marquées avec TOM20 (en rouge). (C)
Fluorescence de la construction roGFP2 cytosolique (en vert) transfectée dans des cellules
Huh-7. (D-F) Mesure relative de I'état d’oxydation des constructions roGFP2 dans des cellules
Huh-7 contréles et contenant un réplicon de souche JFH1 ou DBN3a transfectées avec une
construction roGFP peroxysomale (D), mitochondriale (E) ou cytosolique (F). De 'H.O, a été
ajoutée au surnageant de cellules Huh-7 contrbles comme contréle positif. Les images de
cellules vivantes ont été acquises au microscope confocal (37°C, 5% de CO.) afin de calculer
le ratio d’intensité de fluorescence 405/488. Au minimum 90 cellules issues de trois
expériences indépendantes ont été analysées pour chaque condition. La valeur des ratios est
présentée sous forme de violin plots, sur lesquels la médiane et les quartiles apparaissent
respectivement en traits pleins et pointillés. (G) Activité de 'enzyme catalase dans des lysats
de cellules Huh-7 contréle ou comprenant un réplicon de souche JFH1 ou DBN3a. (H) Western
blot présentant I'expression de la catalase dans des cellules Huh-7 contréles ou exprimant un
réplicon JFH1 ou DBN3a. p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; **** p< 0.0001. Les données
ont été statistiquement analysées par un test de Kruskall-Wallis.
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En tant que parasites intracellulaires stricts, les virus induisent souvent des
altérations morphologiques et fonctionnelles de nombreux compartiments de leur
cellule-hbte. Dans le cas des virus a ARN positifs, I'établissement des complexes de
réplication au sein de réarrangements membranaires induit des altérations d’autant
plus importantes. Dans le cas d’'HCV, des altérations du RE, des mitochondries et des
gouttelettes lipidiques ont déja été documentées (264). Au cours de ces travaux, nous
avons démontré que la morphologie et la fonction des peroxysomes étaient elles aussi
perturbées par I'infection. Ces résultats vont dans le sens de deux études multi-omics
publiées récemment, qui ont documenté un défaut de fonction peroxysomale dans le

foie de patients chroniquement infectés par HCV (288,289).

Suite a un crible basé sur la biotinylation de proximité duquel est ressortie la
protéine ACBD5, nous avons découvert le recrutement partiel des peroxysomes a
proximité des complexes de réplication du virus et constaté des altérations
morphologiques conséquentes. En réalisant la cinétique d’association des
peroxysomes aux complexes de réplication, nous avons obtenus des résultats trés
différents entre les deux souches utilisées : tandis qu’avec la souche DBN3a, on
constate un rapprochement progressif des compartiments a travers le temps et une
augmentation du pourcentage de peroxysomes en contact avec les complexes de
réplication, aucune tendance ne se dégage concernant la souche JFH1. Ce résultat
surprenant est difficile a expliquer, mais tient peut-étre dans la variabilité du marquage
NS5A d’une souche a lautre. L’étude de la cinétique d’association entre les
peroxysomes et les complexes de réplication d’'une troisi€me souche virale permettrait
probablement de conclure. Concernant le mécanisme de recrutement des
peroxysomes, notre hypothése de départ reposait sur un réle déterminant dACBD5.
ACBDS interagit avec VAP-A et VAP-B pour permettre la formation de zones de
contact membranaire entre les peroxysomes et le RE. Les protéines VAPs étant elles-
méme recrutées par NS5A et nécessaires a la réplication virale, il était facile d'imaginer
un recrutement indirect des peroxysomes via l'interaction entre ACBD5 et les VAPs.
Cependant, le recrutement des peroxysomes a été constaté en I'absence d’ACBDS5,
ce qui suggeére soit quU'ACBD5 n’est pas impliquée dans leur recrutement, soit qu’elle

n’est pas la seule protéine responsable. Il est en effet possible que 'absence d’ACBD5
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soit compensée par une isoforme de la protéine ACBD4, qui assume les mémes
fonctions qu’ACBD5 et interagit elle-aussi avec VAP-B (357), mais cette hypothése n’a

pas été testee.

Nos travaux ont mis en évidence une altération de la morphologie des
peroxysomes dans 20 a 30% des cellules infectées a 16 dpi. L’élargissement de
peroxysomes sphériques et I'apparition de structures tubulaires allongées ont toutes
deux été observées. Les structures tubulaires étant principalement présentes dans les
cellules contenant un réplicon plutét que dans les cellules infectées, il est possible
gu’elles soient un artefact du systeme réplicon. Par ailleurs, les cellules exprimant un
SGR étant sous pression de sélection permanente, elles ont subi la réplication d’HCV
sur des temps plus longs que les cellules infectées, que nous n’avons pas pu
conserver au-dela de 16 dpi. Les structures tubulaires pourraient alors constituer une
altération plus avancée des peroxysomes, sous l'effet de la chronicité de I'infection. A
ce titre, il serait intéressant de compléter nos observations avec un modéle permettant
'étude de la chronicité en systeme infectieux. Par ailleurs, le changement de
morphologie des peroxysomes étant parfois constaté indépendamment de leur
recrutement a proximité des complexes de réplication, le moteur de ces altérations
morphologiques est a chercher ailleurs. De méme, nous n’avons pas trouvé
d’explication concernant le fait que seule une partie des cellules infectées présentaient
des peroxysomes a la morphologie altérée. Des collegues ont suggéré que cela
pourrait étre lié a une étape précise du cycle cellulaire, cependant des peroxysomes

altérés ont été observés dans des cellules en mitose et hors-mitose.

Nous avons constaté une diminution du nombre de peroxysomes dans les
cellules infectées, en accord avec ce qui avait déja été décrit par Lupberger et al. (288).
Cependant, la raréfaction des peroxysomes s’accompagne d’'une augmentation de
leur volume moyen. Ces résultats peuvent étre interprétés de différentes maniere.
Premierement, I'apparition de peroxysomes sphériques élargis peut étre causé par un
regroupement de plusieurs petits peroxysomes, qui apparaitraient au microscope a
fluorescence comme une seule entité. L'ultrastructure de ces objets pourrait étre
observée par microscopie électronique afin de déterminer s’il s’agit de peroxysomes
véritablement élargis ou de regroupements de peroxysomes. Contrairement aux
peroxysomes de rongeurs, les peroxysomes humains sont dépourvus de coeur

cristallin et se présentent comme de simples organelles sphériques a simple
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membrane de 0,1 a 1 um de diamétre, ce qui les rend difficiles a identifier par
microscopie €électronique. Une observation par CLEM (correlative light and electron
microscopie), qui permet la superposition d’un signal fluorescent a I'image acquise au
microscope électronique et permet ainsi de facilement repérer les structures d’intérét,
a été tentée mais n’a pas pu aboutir pour cause de probléemes techniques.
L’élargissement des peroxysomes peut également étre causé par la fusion de
peroxysomes fonctionnels avec des vésicules pré-peroxysomales issues du RE ou des
mitochondries (293). Une augmentation de la synthese de ces vésicules pré-
peroxysomales pourrait alors expliquer 'augmentation de leur volume. Par ailleurs, un
défaut de fission des peroxysomes pourrait expliquer I'apparition de peroxysomes
tubulaires, mais pas leur élargissement. Malheureusement, I'impact de I'infection sur
la fission des peroxysomes est difficile a évaluer car les peroxysomes partagent leur
machinerie de fission (FIS, MFF et DRP1) avec les mitochondries, qui sont elles-
mémes trés perturbées par HCV. Enfin, la diminution du nombre de peroxysomes peut
étre causée par un déséquilibre entre biogenese et dégradation des peroxysomes. En
effet, une augmentation de la pexophagie induirait la diminution du nombre total de
peroxysomes et I'élargissement des peroxysomes restants. Chez les levures, les
peroxysomes plus volumineux sont plus difficles a dégrader et nécessitent le
recrutement de protéines de I'autophagie dispensables pour la dégradation des petits
peroxysomes, en particulier Atgll et Atg26 (451). Si ce mécanisme est transposable
aux cellules animales, alors une induction de I'autophagie, déja documentée dans le
cas d’HCV et pouvant mener a une pexophagie peu spécifique, induirait une diminution
du nombre de peroxysomes et une sélection des peroxysomes volumineux.
Cependant, cette hypothése n’explique a priori pas la présence de structures
tubulaires allongées. Malgré de nombreuses tentatives, nous n’avons pas réussi a

mettre au point un protocole de quantification de la pexophagie.

De fagon surprenante, 'absence de peroxysomes n’a eu aucun impact sur la
production de particules virales infectieuses par HCV. L’infection induisant une
diminution du nombre de peroxysomes, on aurait pu s’attendre a ce que leur déplétion
ait un effet positif sur la production de nouveaux virions, d’autant plus que cette
déplétion est constatée dans le cadre de linfection par plusieurs flavivirus,
phylogénétiquement relativement proches d’HCV, dont la protéine de capside est

directement adressée aux peroxysomes (430,431). Cependant, I'hypothése
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dominante est que la déplétion des peroxysomes par les flavivirus viserait a empécher
le déclenchement de la réponse immunitaire innée antivirale, or HCV la contrecarre
par un autre mécanisme, en clivant MAVS. En outre, nous avons constaté de facon
tout aussi surprenante que I'absence de peroxysomes n’induisait pas a priori de

surmortalité dans les cellules infectées par HCV.

En nous intéressant a Iimpact d’'HCV sur les fonctions peroxysomales, nous
n’avons pas constaté d’accumulation de VLCFA dans les cellules exprimant un SGR.
Ces résultats sont en désaccord avec deux études récentes portant sur I'analyse de
cellules Huh-7.5.19" infectées avec la souche Jc1 (288) et d’échantillons de patients
chroniqguement infectés par HCV (289). Nos divergences peuvent s’expliquer de
plusieurs maniéres. D’abord, les échantillons analysés sont différents, il est difficile de
comparer des cellules différenciées infectées par une souche adaptée d’'HCV a des
cellules immortalisées cultivées dans du DMEM supplémenté en généticine et
exprimant un SGR. Il est par exemple possible que I'absence de protéines structurales
dans les SGR, notamment de core, protéine clé dans la pathogenése d’'HCV et dans
la perturbation du métabolisme des lipides, modifie les altérations du métabolisme
constaté. Par ailleurs, il est aussi possible que la culture de cellules Huh-7 dans du
milieu DMEM ne soit pas le bon support pour mener ces analyses. En effet, compte
tenu de la faible significativité obtenue en comparant la condition contréle au
phénotype extréme que représente la condition PEX3-KO et la faiblesse des taux
d’acides gras a trés longue chaine dans les culots analysés, une variation subtile des
taux de VLCFA a pu passer sous le seuil de détection. La supplémentation du milieu
de culture en VLCFA pourrait peut-étre permettre d’augmenter les taux de VLCFA

intracellulaires et ainsi faire apparaitre une différence.

Enfin, nous avons mis en évidence une augmentation significative du stress
oxydatif spécifique aux peroxysomes dans les cellules Huh-7 exprimant un SGR,
tandis que pas ou peu de difféerence était constatée entre les cellules contrbles et SGR
au niveau du cytosol ou des mitochondries. L’induction de stress oxydatif mitochondrial
étant largement établi dans la littérature, le maintien du stress oxydatif mitochondrial a
des niveaux quasi-normaux en présence d’'un SGR est surprenant. Cela peut
s’expliquer par I'absence de la protéine core en systeme réplicon, core étant la
principale protéine responsable de la fuite d’électrons causée par la dépolarisation de

la membrane des mitochondries (284). L'utilisation de SGRs permet néanmoins
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d’affirmer lI'induction d’'un stress oxydatif peroxysomal indépendant de core. En outre,
nous avons montré que l'activité de la catalase était diminuée dans les cellules
exprimant un réplicon, sans que cela s’explique par une diminution de son expression.
Ces résultats suggérent une inhibition de la catalase par une ou plusieurs protéines
non-structurales d’HCV. La transfection de cellules Huh-7 avec des plasmides codant
chacune des protéines virales pourrait permettre d’établir un début de mécanisme

d’induction de ce stress oxydatif peroxysomal.

Dans l'ensemble, ces résultats pourraient étre complétés par I'analyse
d’échantillons de patients chroniquement infectés par HCV, ce qui permettrait d’étudier
la chronicité de I'infection. En effet, nos travaux n’ont pu évaluer I'impact de I'infection
que sur les seize premiers jours de linfection, alors que les patients atteints de
I'hépatite C sont souvent diagnostiqués au bout de plusieurs décennies d’infection
chronique. L’'impact a long terme de l'altération des fonctions peroxysomales dans le
contexte de I'hépatite C n’a encore jamais été étudié, mais le lien entre défaut de
fonction peroxysomale, stress oxydatif, vieillissement cellulaire et apparition de cancer
a déja été établi dans d’autres contextes (391,392,407,410). Par ailleurs, une
diminution de l'activité de la catalase a été constatée dans les cellules constitutives
d’hépatocarcinomes (407), mais aucune étude n’a encore établi si la diminution de
l'activité de 'enzyme était une cause ou une conséquence de I'apparition de ce type
de cancer. Il serait intéressant de déterminer si les défaillances peroxysomales
induites par HCV ont un réle dans I'évolution des atteintes hépatiques et I'apparition
d’hépatocarcinome. L’analyse d’échantillons de patients ayant recu un traitement
d’AAD et ayant atteint la SVR pourrait aussi étre riche en information. En effet, il a été
démontré que le risque de développer un HCC persistait méme apres la guérison des
patients (452), et une autre étude a démontré la conservation d’altérations
morphologiques de différentes organelles dans des biopsies de foies de patients ayant
été guéris d’'une hépatite C chronique, méme plusieurs années apres leur traitement
(264). Etudier la morphologie des peroxysomes dans ces deux types d’échantillons
pourrait permettre de mieux comprendre la pathogenése associée a I'hépatite C
chronique, et peut-étre un jour d’améliorer le pronostic des anciens malades de
'hépatite C. Dans le contexte actuel, ou la démocratisation des traitements antiviraux
laisse entrevoir la perspective d’éradication de I'’hépatite C, la poursuite de I'étude de

sa pathogenese irréversible reste décisive.
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