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Résumé

Le virus de I'hépatite C (HCV) est un probleme majde santé publique. On estime
en effet que pres de 3% de la population mondiateirdectée par ce pathogene qui se
caractérise entre autre par sa grande variabgitdtypique. Les différentes souches de HCV
ont été classées parmi six génotypes majeurs, @mensubdivisés en de nombreux sous-
types. Toutes les souches de HCV n’ont pas la neapacité, comme JFH1 (génotype 2a), a
se propager efficacement en culture cellulairewsdimpite I'analyse des particules virales.

Pour pallier la difficulté d’étudier le HCV de gémpe la, des chimeéres inter
génotypiques présentant les caractéristiques stales du HCV de génotype la mais
possédant le pouvoir réplicatif exceptionnel dsolat JFH1 (génotype 2a) ont été produites.
Celles ci ont été adaptées a la culture cellulefrelusieurs mutations d’adaptation ont été
identifiées. L'importance de la protéine NS5 daas formation des particules virales
infectieuses ayant été également prouvée, cela aaenduit & générer d’autres chimeres
pour lesquelles les séquences codant la protéidANI® JFH1 étaient substituées par celles
de la souche H77, nous rapprochant ainsi du HC\gé&wotype la. Cela nous a permis
d’identifier d’autres mutations d’adaptation powscachiméres, permettant ainsi d’améliorer
leur infectiosité en culture cellulaire.

Par ailleurs, nous avons caractérisé une structéadite présente au sein d’'un clone de
cellules d’hépatocytes (Huh-7w7.3) qui avait étéecd@®nné au cours d'une étude pour
analyser le passage cellule a cellule des particdlales. Cette structure que nous avons
dénommé SB pour « spheroid body » présente un lennent des kératines 8 et 18 (K8/K18)
emprisonné dans une cage de vimentine. Cette @wteugiouvant étre assimilée a des
inclusions cytoplasmiques, nous avons cherché alamseux la caractériser. Au cours de la
division cellulaire nous avons remarqué que cdttecire se désassemble et se réassemble
pour ne recréer qu’un seul SB par cellule. Toutes analyses ont démontré que le SB n’est
pas assimilable aux corps de Mallory (MDB) qui esmntent des agrégats dans les
hépatocytes. Par ailleurs, aucune mutation n’'adastifiée dans la séquence primaire des
protéines K8, K18 et vimentine provenant des celluHuh-7 et Huh-7w7.3. Cependant
I'expression d’'une GFP-K18 dans ces derniéres deaiwa I'enroulement des filaments de
kératines, contrairement a ce qui était observés dizs cellules Huh-7. En conclusion, nous
avons isolé un clone cellulaire présentant un camps cytoplasmique tout a fait inédit

impliquant des facteurs cellulaires présents dancellule Huh-7w7.3 et non dans celle de
Huh-7.
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Abstract

Hepatitis C Virus is a major public health probleamund 3% of the world population
is estimated to be infected by this pathogen whscltharacterized by a great genotypic
variability. The HCV strains have been classifiedhm six major genotypes, subdivided in
numerous subtypes. However all HCV genotypes ateahte to spread efficiently in cell
culture as JFH1 (HCV genotype 2a).

In order to analyse the HCV viral particles of ggpe la,inter genotypic chimeras
having the structural characteristics of HCV gepetyta but the replicative power of JFH-1
(genotype 2a) were produced. These chimeric virugme adapted to the cell culture and
several mutations have been identified. Furtherptbiee NS5A protein has been described to
be important for infectious viral particle formatioThis lead us to generate chimeric viruses
where the sequence coding for JFH1 NS5A protein vepsaced by the corresponding
sequence of H77 strain. We identified a new grotipnatations in the adapted viruses,
allowing to increase their infectivity in cell cute.

Furthermore, a cellular clone containing an inttaplasmic body was isolated from
hepatocyte cell culture (Huh-7w7.3). This structwmas named SB for “spheroid body”, and
the keratins 8 and 18 (K8/K18), which formed thatca core of the SB were surrounded by
a vimentin cage-like structure. We examined whethé&s body could be related to some
intracytoplasmic inclusions. During cytokinesise thB was disassembled and reassembled in
a way to reconstitute a unique SB in each progetly &ll our analyses indicate the SB is not
related to Mallory-Denk body, a well characterizetlacytoplasmic inclusion. Moreover, the
structure of SB was not due to mutations in thenpry sequence of K8/K18 and vimentin.
However GFP-K18 expression leads to typical cytampia whorls of intermediate filaments
only in Huh-7w7.3 cells. In the present study, veed isolated a cellular hepatocytic clone
containing an unusual cytoplasmic keratin-rich spitebody involving cellular factors in the

process of spheroid body formation.
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A

aa : acides aminés

apo : apolipoprotéine

ATP : Adénosine Triposphate

ARFP : Alternative Reading Frame Protein.
ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : ARN messager

ARNt : ARN de transfert

C

Cardif : CARD adapter inducing interferon

CD81 : Cluster Differenciation 81

CHC : carcinome hépatocellulaire

CINP : Cyclin-dependent kinase 2-interacting protein
CLDN-1 : récepteur Claudine-1

CMS : Cellules Mononucléées du Sang

D

DAA : Direct Antiviral Agent
DC-SIGN : Dendritic-cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin

elF : Eukaryotic initial factor

EMCV : Virus de I'encéphalomyocardite

ESCRT : Endosomal sorting complex for transport
EWI-2 : Glutamine-Tryptophane-Isoleucine
EWI-2 wint : EWI-2 without its N-terminus

F

FDA : Food and Drug Administration
FKBP8 : FK506-binding protein
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G

GBF-1 : Golgi-associated brefeldin A-resistant factor 1
GFP : Green Fluorescent Protein

GL : Gouttelette Lipidique

GTP : Guanosine Triphosphate

H

HAV : Hepatitis A Virus

HBV : Hepatitis B Virus

HCV : Hepatitis C Virus

HCVcc : production de HCV en culture cellulaire

HCVpp : particules virale pseudotypée avec les protéines d’enveloppe de HCV
HCV-VLP : Hepatitis C Virus — Virus Like Particle

HIV : Human Immnuodeficience Virus

HUGO : Organisation du Génome Humain

HVR : Hypervariable Region

Hsp : Heat shock protein

hVAP: Human vesicle-associated membrane protein associated protein

I

IF : filament intermédiaire

IFAP : protéine associée aux filaments intermédiaires
IFN : Interféron

INI1 : Integrase interactor 1

IRES : Internal Ribosome Entry Site

ISDR : IFN Sensitivity Determining Region

J

JAK-STAT : Janus Kinase-Signal Transducers and Activators of Transcription

K

K : Kératine
Kb : Kilo base pair (soit 1000 bases pair)
kDa : Kilo Dalton (soit 1000 Dalton)
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L

L-SIGN : Liver/Lymph node-specific ICAM-3 grabbing non-integrin
LDL : Low Density Lipoprotein

LDL-R : Low Density Lipoprotein Receptor

LTR : Long terminal repeat

M

MAPS : Microtubule Associated Proteins
MAVS : Mitochondrial antiviral signaling
MDB : Mallory-Denk Body

MLV : Murine Leukemia Virus

MTP : Protéine microsomale de transfert

NANBH : Non-A Non-B Hepatitis (Hépatite Non-A Non-B)
NI : Nucleosidic inhibitor

NNI : Non-Nucleosidic inhibitor

NK : Natural Killer

NTP : Nucleoside Triphosphate

(0

OAS : 2’,5-oligoadenylate synthetase

OCLN : protéine de junction sérrée Occludine
O-GlcNac : O-N-acetylglucosamine

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
ORF : Open Reading Frame

P

PAMP : Pathogen-associated molecular patterns

PCR : Polymerase Chain Reaction

PEG : Polyéthyléne-glycol

PEG-IFN : Interféron couplé au Polyéthyléne-glycol

PKR : Protéine Kinase R

PPAR-y : Peroxisome proliferators-activated receptors-gamma
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R

RE : Réticulum Endoplasmique

RdRp : RNA dependent RNA polymerase

RIG-I : Retinoic Acid Inducible Gene I

RT-PCR : Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

S

SDS-PAGE : Sodium dodécyl-sulfate Poly-acrylamide Gel Electrophoresis
SFV : Virus de la forét de Semiliki

SiRNA : Small interfering RNA

SNF5 : Sucrose Non-fermenting gene number 5

SRBI : Scavenger Receptor Class B type 1

STAT-C : Specifically Targeted Antiviral Therapy for HCV

T

TMD : Domaine Transmembranaire
TLR : Toll Like Receptor
TRIF : Toll-interleukin-1 receptor domain-containing adaptor Inducing Interferon

U

ULF : Unit-Lenght Filament
UTR : Untranslated Region

Vv

VLDL : Very Low Density Lipoprotein

VLP : Virus Like Particle

Vsp4 : Vacuolar protein sorting-associated protein 4
VSV : Virus de la stomatite vesiculaire

Y

YB-1 : Y-Binding 1

16

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Pierre-Yves Delavalle, Lille 1, 2011

Liste des figures et Tableaux

Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :

Prévalence de HCV dans [€ MOoNde. ......ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeee e 20
Evolution d’'une hépatite causée par HCV........ccoccvoveeeveeeerieieeeeeeeeeeen, 22
Perturbation des différentes voies aelpction de I'lFN par le HCV. ................. 25
Représentation schématique de la répomeenitaire cellulaire au cours de

PINFECHION PAr HCV ...ttt e e e e e e e e 28
Figure 5 : Evolution du traitement contre 'HEpP@&IE. ..............cveieiiieeeeeeieieeeeeeee s e 31
Figure 6 : Efficacité des différents traitementrépeutiques en fonction des génotypes

QY =To1 £= 1 ] TP P PP PPPPPP 32
Figure 7 : Arbre phylogénétique de la famille des/Iiridae. ...........ccccooeeeeiiiiiiiiiii s 38
Figure 8 : Arbre phylogénétique du virus de 'Héf@aCl. ..............ccccoeeeeeiiiieiiiiiiiiiiieeeee 39
Figure 9 : Répartition mondiale des différents dgpes de HCV ..............ccoeeeiiiiiiiinnnn. 40
Figure 10 : Représentation schématique d’'une padetie HCV ......ooovvvvviiiiiiiiiiiiieeeeee 41
Figure 11 : Organisation génomique du Virus de patée C.............ooooeeiiiiiiiciiniinnes 43
Figure 12 : Les protéines de HCV et leur assocaiadiec la membrane du RE..................... 45
Figure 13 : Représentation schématique des glytéipes EL et E2............coooeeeiiiiiiinn 49.
Figure 14 : Structure 3D de la protéine NS2.............ovvviiiiiiiiiiie e 51
Figure 15 : Structure 3D du domaine protéase dediS®mplexe avec NS4A et un peptide.
........................................................................................................................................ 53
Figure 16 : Structure 3D de la partie Hélicase &3 Mt son mécanisme de fonctionnement.54
Figure 17 : Représentation de la topologie de NS4B............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiee e, 55
Figure 18 : Représentation schématique des diff@islomaines de NS5A et des fonctions qui
DAL 1= LT Lo 1= =T 57
Figure 19 : Présentation de la polymérase NS5B@¥.H...........cccccuveeiviiiiiiiiiieieeeeeeeaenn, 60
Figure 20 : Représentation schématique de réplidetdCV...........oovvvviiiiiiiiiini e 64
Figure 21 : Représentation schématique de la ptimstude HCVpp. ....covvvvvvvvveeeeeeeeeeeen .6
Figure 22 : Représentation schématique du prirsgeroduction de HCVcc. ..................... 69
Figure 23 : Représentation schématique du cycté dg HCV .............ccccvvvvvviiiiiiieeenccne. 73
Figure 24 : Représentation schématique de I'enteddCV dans ses cellules cibles ............ 79
Figure 25 : Modele d’assemblage des particulesedrde HCV...........ccccvvvvveveieiiiiieeees s 85
Figure 26 : Représentation schématique de I'orgéinis du foie ..........ccccceeeeeeiiieeeeeeeeeeee 87
Figure 27 : Représentation schématique de I'orgéinis des différents polyméres pouvant
CONSHIUBT €S TFS. ..ttt r e e e e e e e e e e e s e s bbeeeee e 95
Figure 28 : Représentation schématique des tr@isqzhd’assemblage des IFs..................... 96
Figure 29 : Représentation schématique de la sireidies kératines. ...........ccccceeeeeeennnn. 101
Figure 30 : Représentation schématique de I'orgéinis des desmosomes...........ccccceeeeee.... 166
Tableau 1 : Nouvelles molécules STAT-C en courtud@ clinique. ...........c..cvvvviiiennennn. 4.3
Tableau 2 : Différents vaccins anti-HCV en coumstalles clinique. .............cccccvvvvvvnnneee. 37
Tableau 3 : Récapitulatif des differentes clas®eld.............cccceeeiiiiiiiiiei e e 94
Tableau 4 : Récapitulatif des protéines compoEEMDBS...............oovviiiiiiieiieeeee e 103

© 2012 Tous droits réservés.

17

http://doc.univ-lille1.fr



These de Pierre-Yves Delavalle, Lille 1, 2011

Introduction

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Pierre-Yves Delavalle, Lille 1, 2011

|. INTRODUCTION

A. Lhépatite C

. Découverte de I'agent causatif des hépatites « n@y-non-B »

A la fin des années 1960 et au début des anné@s d8ux agents viraux responsables
des hépatites ont été identifiés : les virus dgatites A et B (HAV et HBV). Cependant, les
tests sérologiques utilisés a I'époque ont révégistence d’autres virus capables de
provoguer une hépatite. Ces hépatites furent désgyisous le nom d’hépatites « Non-A,
Non-B » (NANBH) (Feinstone et al, 1975; Prince gtl®74) Par la suite les études menées
sur le chimpanzé ont permis d’identifier 'une dmgités virales responsable d’'une hépatite
« Non-A, Non-B », a savoir un virus de diamétre pamentre 30 et 60 nm possédant une
enveloppe lipidique (Bradley et al, 1983; Bradl¢ylk 1981; Feinstone et al, 1983; He et al,
1987). Puis I'équipe de Michael Houghton identlfegent responsable de I'hépatite « Non-
A, Non-B » post-transfusionnelle, grace a l'utitisa des techniques de la biologie
moléculaire (Choo et al, 1989). Le séquencage dorgé de cet agent pathogene le classe au

sein de la famille delaviviridae. Il fut appelé virus de I'Hépatite C (HCV).

Il. Epidémiologie

L’'Hépatite C est un probleme majeur de santé publigl’infection, répartie a
I'échelle mondiale, est une cause majeure d’hépadigle, évoluant souvent vers la
chronicité, voir le carcinome hépatocellulaire. giif'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) estime la prévalence de cette maladie enfet23%, ce qui représente de 150 a 200
millions de personnes, selon les derniéres évalmijLavanchy, 2009).

La prévalence du HCV peut varier énormément engnex dégions du globe (voir
Figure 1), cependant les valeurs les plus élevées etrouvées dans les pays du Sud
économique. Elle avoisine ainsi les 5% dans les p&frique et en Méditerranée orientale,
et elle atteint 15 a 20% en Egypte, le pays qusgmte la plus haute prévalence mondiale. Au
contraire les valeurs les plus faibles sont enteggs dans les pays du Nord économique
(Lavanchy, 2009; Shepard et al, 2005). Elle seespiar exemple entre 0,01 et 1% au
Royaume Uni et en Scandinavie, elle avoisine I8%ldans les Etats-Unis d’Amérique, et est
estimée a 1,1% en France (Dubois et al, 1997).
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Hepatitis C, 2007

Prevalence of infection
. >10%
m 25-10%

— 1-2.5% Source : WHO, 2008. All rights reserved.
(D'apres I'0.M.S 2008)

Figure 1 : Prévalence de HCV dans le monde.

1.  Les modes de contamination

Le mode de transmission de HCV est la voie paral@érc'est-a-dire qu'’il se transmet
par le sang et ses dérivés (Lavanchy, 2009). Amgransfusion sanguine était, jusqu’en
1990, le mode principal de contamination dans &smlu Nord. Par la suite la mise en place
de nombreuses méthodes préventives ont fait dimitrae fortement le risque d’hépatites
post-transfusionnelles (Alter, 2007; Shepard e2@05). Une de ces mesures la plus récente
est la mise en place du dépistage génomique virdd@V par RT-PCR sur tous les dons de
sang depuis 2001 (Pillonel & Laperche, 2005). Dsg joors le risque résiduel est estimé a 1
pour 6,5 millions (Rebibo & Danic, 2007). Toutefais risque élevé subsiste dans les pays du
Sud, la principale cause étant un manque de mogensontroles lors des dons de sang
(Shepard et al, 2005).

Dans les pays du Nord, le risque majeur est déssridaa I'utilisation de drogues
intraveineuses. En effet, le HCV peut étre translmis des échanges de seringues, mais
également par le partage de matériel annexe d&arisommation de drogue.

Il existe par ailleurs un risque de contaminatidvez les professionnels de santé,

principalement d0 a des piglres accidentelles desaiguilles contaminées (Yazdanpanah et
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al, 2005). Ce danger peut étre diminué en évitastdestes a risque et en suivant avec
précautions les consignes de désinfections etafghglaxie en cas d’exposition accidentelle.

Les contaminations nosocomiales constituent égaiemee source d’infection par
HCV. Elles dépendent principalement de I'utilisatide matériel médical mal décontaming,
ou sont liées a des injections thérapeutigues eisuransfusions sanguines réalisées dans de
mauvaises conditions d'asepsie. Cependant, uneueitespect des regles d’hygiéne et des
recommandations de désinfection du matériel médinah-jetable, ainsi que le
développement du matériel & usage unique ont petenigduire de maniére significative ce
risque .

D’autres modes de contamination ont été décris cancernent certaines pratiques
religieuses, cosmeétiques ou culturelles (tatouagmstcings, circoncision, acupuncture,
etc...). Enfin les transmissions par voix materncafegtsexuelle, ou familiale sont possibles

mais restent relativement peu fréquentes (Alted72&hepard et al, 2005).

V. Pathologie et Evolution de la maladie

L’hépatite C est une maladie évolutive. En effet personnes infectées développent
une hépatite aigué qui si elle ne se guérit pagwauer lentement vers une hépatite
chronique. Par la suite la maladie pourra condairdéveloppement d’'une cirrhose, et dans le
pire des cas a un carcinome hépatocellulaire @igure 2). L'évolution de cette maladie peut
étre influencée par des facteurs divers tels cagelet le sexe. La co-infection par d’autre
virus comme le HBV ou le HIV (Virus de I'immunodéince Humaine) peuvent étre des
facteurs aggravants, de méme qu’'une consommatmreeld’alcool ou d’autres atteintes

hépatiques présentes avant 'infection par HCV.

A. L’hépatite Aigué

L’infection par HCV entraine une hépatite aiguépliapart du temps asymptomatique
(Maheshwari et al, 2008). Elle se caractérise fmphrition de marqueurs biologiques,
détectables dans le sang des patients infectési liprésence de I'’'ARN viral commence a
étre détectée entre 1 et 3 semaines post-contaomngarci et al, 1991). L’'activité des
alanines aminotransférases augmente (jusqu’a pld® dois la concentration normale), le pic
d’'activité apparaissant entre 2 et 4 semaines afgesontact avec HCV. Enfin la
séroconversion intervient souvent dans les 6 angases aprés l'infection (Chevaliez &
Pawlotsky, 2007; Chung, 2005).
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L’hépatite aigué causée par HCV, si elle est asgmptique dans la majorité des cas,
entraine cependant pour pres de 20% des patientsydgtomes passagers dont I'apparition
coincide avec I'élévation des transaminases sé&idies symptomes classiquement observés
sont : fatigue, fievre, nausées, douleurs abdomsnaloloration sombre de l'urine et ictére
cutanéo-muqueux (Maheshwari et al, 2008).

Le pourcentage de guérison spontanée, définie’gtasence durable de I'’ARN viral
dans le sang des patients, varie entre 15 et 3Béheralement les patients résolvant
I'infection avaient une hépatite aigué avec unémie faible ; de plus, étre de sexe féminin,
ou atteint par une souche HCV de génotype 3 sefabdiser cette guérison spontanée (Bakr
et al, 2006; Lehmann et al, 2004). Corrélativem&gt,a 85% des personnes infectées par
HCV évoluent vers une hépatite chronique (voir Fég@). Enfin certains cas d’hépatite

fulminante ont été rapportés, mais ceux-ci reggtremement rares (Farci et al, 1996a).

| Evolution de la mal

+/-20%
o 75% | Progression
- Cirrhose > lente
‘ Hépatite 1-4%
70 4 85% Chronique
Infection

Foie HCV | Hépatite 80% \J Hepatite

Normal aigue +/- Stable
15230% Guérison
spontanée

Figure 2 : Evolution d’une hépatite causée par HCV.

B. L’hépatite Chronique

Le passage a la chronicité de I'hépatite C estcténiaé par la persistance de la
réplication virale et la présence durable de 'ARRNI dans le sérum des patients (Barrera et

al, 1995), plus de 6 mois apres l'infection. Cett®lution est dépendante et influencée par
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plusieurs facteurs comme l'age, le sexe, le modeo¢amination initial, la consommation
d’alcool, ou la co-infection par HIV ou HBV (Vaquet al, 1994).

La forme chronique de I'hépatite C est diagnostgpar sérologie et par recherche de
la présence d’ARN viral (Chevaliez & Pawlotsky, ZP0 Ce diagnostic peut étre
éventuellement complété par une analyse histolegidqielle-ci permet d'évaluer I'état
d’avancement de la maladie et d’obtenir un prorosgdical (Hoofnagle, 2002).

L’hépatite C chronique peut durer plusieurs décenniCette infection peut étre
asymptomatique, ou s’accompagner de symptémes emaupt: fatigue, irritabilité, douleurs
abdominales, articulaires ou musculaires, anorexasées (Lang et al, 2006). La chronicité
de cette maladie entraine diverses complicationsnm la stéatose, la fibrose, la cirrhose et
le carcinome hépatocellulaire (Yano et al, 1996).

L’évolution de la maladie est plutt lente, et atirae qu’apres 20 a 30 ans, pres de
20% des malades chroniqguement infectés développentirrhose. Le risque de développer
un carcinome hépatocellulaire par la suite est @e4% par an (Tsukuma et al, 1993) (voir

Figure 2).

V. La réponse Immunitaire

Le virus de I'hépatite C provoque une réponse imtaie chez son hote, comme
c’est le cas pour tout pathogene pénétrant daremganisme humain. Suite a I'infection, un
engrenage de différents évenemessproduit parmi les différents acteurs de la répon
immunitaire. La premiere ligne de défense est d¢m@st par les cellules Natural Killer (NK),
qui sont activées. Ceci génere un état antiviraldosant a la production de cytokines
antivirales. Les cytokines activent alors les defiyprésentatrices d’antigenes, ce qui entraine
ensuite la stimulation d'une réponse immunitairanbrale et cellulaireen activant la

différenciation des lymphocytes B et T.

A. Laréponse immunitaire innée

Pendant I'infection aigué, la premiére défenselgueystéme immunitaire mobilise est
la réponse immunitaire innée. Celle-ci s’appuiend’part sur I'activation des cellules Natural
Killer (NK), et d’autre part sur la sécrétion deof@ines a action antivirale, comme
I'interféron (IFN) de type I.

Les cellules NK jouent un réle important par leatiaté cytotoxique, ainsi que pour
la production de cytokine. Une altération de I'aité de ces cellules a été proposée comme

'un des mécanismes contribuant a la persistancéirdection par HCV. Des travaux ont
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montré que l'interaction entre des protéines E@mdmnantes et le récepteur CD81, présent a
la surface des cellules NK, inhibe le fonctionnetrdences cellules (Tseng & Klimpel, 2002).
Néanmoins, l'utilisation de virus infectieux, pratsuen culture cellulaire, n’a pas permis de
confirmer ces résultats (Yoon et al, 2009).
Par ailleurs, il a été observé que chez les patiehtoniquement infectés, les récepteurs
présents a la surface des cellules NK sont sousreé&p, ce qui perturbe leur activité
cytolytique et contribue, au final, a la persistda virus (Nattermann et al, 2006).

En paralléle, au niveau des cellules infectéeprdaiere réaction est la production de
I'lFN B. Deux récepteurs sont responsables de linitiadi@cette production : TLR-3 et RIG-
I. TLR-3 reconnait ’'ARN double brin au niveau daslosomes (Wang et al, 2009), alors que
RIG-I est capable de reconnaitre les régions siréies en 5’ et 3' de 'ARN de HCV (Saito
et al, 2008; Sumpter et al, 2005). L'activationads deux récepteurs provoque une cascade
de signalisations cellulaires amenant a la prodoat a la sécrétion d’'IFBL Puis, la fixation
de I'IFN sur ses récepteurs active la voie de digmtizon JAK-STAT, ce qui engendre
'expression de plusieurs centaines de génes p#aguels OAS, PKR et différentes
cytokines. Tous ces évenement ont pour résultaida en place d’'un état antiviral aussi bien
dans les cellules infectées que dans les cella@esniectées (Feld & Hoofnagle, 2005).

Néanmoins l'effet antiviral que provoque I'lFN pegtre contourné par le virus, au
moyen de plusieurs mécanismes impliquant les preséde HCV (Figure 3). Tout d’abord la
protéine de capside est capable de réguler ladeignalisation JAK-STAT sous certaines
conditions (Hosui et al, 2003). Mais elle possegi@ément une action antagoniste a celle de
'IFN o (Bode et al, 2003). La protéase NS3/4A peut égahenperturber la réponse
immunitaire innée. Il a été montré que cette ps®Eedtait capable de cliver les protéines
Cardif et TRIF, toutes deux nécessaires a la traotgmh du signal dans les voies de
signalisation de RIG-I et TLR-3, bloquant alors c&six voies (Li et al, 2005a; Li et al,
2005b; Wang et al, 2009). Enfin la protéine NS5/ @snue pour inhiber l'activité de la
protéine Kinase R (PKR), ce qui perturbe la répomsivirale liée a la présence d’ARN
double brin dans le cytoplasme (Pflugheber et @022 De plus cette protéine virale peut
également induire la production d’interleukine & interfére avec la réponse antivirale

induite par I'lFN.
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Figure 3 : Perturbation des différentes voies de mduction de I'IFN par le HCV.

(a) HCV exprime un profil moléculaire associé athpgéne (viral PAMP), ce qui active différenteseside

signalisations par I'intermédiaire de RIG-I et T3Rees récepteurs de PAMP.

(b) IRF-3 activé, ainsi que d’'autres facteurs degcription, stimulent la production d’'IFfN

(c) L'IFN B interagit avec les récepteurs de I'IFN de typdd aurface des cellules, ce qui conduit a I'attbra

de la voie JAK-STAT.

(d) L'induction des génes stimulés par I'lFN (ISiBitie des actions antivirales et entraine une #moalion du

signal grace a la synthése d’lfeN La protéase NS3/4A altére I'activation des valesRIG-I et du TLR-3 en

clivant les protéines IPS-1 (encore appelée CadiMAVS) et TRIF. La protéine de capside (Corepifére

avec la voie de signalisation JAK-STAT.

—.‘I

B. La réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire adaptative fait suite &f@onse immunitaire innée. Quelques
semaines s’écoulent avant la mise en place de régitmse adaptative. Comme pour d’autres
infections, la réponse immunitaire adaptative éeigcontre HCV fait intervenir des
composants humoraux et cellulaires. La productiantttorps anti-HCV par les lymphocytes
B caractérise la réponse humorale. La réponselaediest quand a elle caractérisée par le

développement de lymphocytes T spécifiques de HCV.

1. La réponse immunitaire humorale

L’infection par HCV induit la production d’anticospdirigés contre les protéines
virales. Ces anticorps sont détectables quelquesises aprés l'infection. La présence

d’anticorps neutralisants est détectable au sem s#ga de patients infectés par HCV.

25

http://doc.univ-lille1.fr



These de Pierre-Yves Delavalle, Lille 1, 2011

Cependant, les études sur les anticorps neutrdisarti-HCV ont longtemps souffert de
'absence d'un systéme efficace de propagation dDV Hen culture cellulaire. Le
développement des particules rétrovirales pseudetypvec les glycoprotéines d’enveloppe
de HCV a ouvert de nouvelle possibilité pour ceetygiétudes (Bartosch et al, 2003a;
Bartosch et al, 2003b; Lavillette et al, 2005a;illette et al, 2005b).

Les anticorps neutralisants ciblent les protéirieawtloppe présentes a la surface des
virions. La région HVRL1 de la protéine E2 est uildecprivilégiée des anticorps neutralisants
anti-HCV, mais ils sont généralement spécifiguasmanombre limité d’isolats (Farci et al,
1996b). De fait, le fort taux de mutation de ceftgion entraine I'émergence de quasi-especes
capables d'échapper a la neutralisation. Certagedes décrivent des anticorps anti-HCV
neutralisants ciblant des épitopes en dehors dédian HVR1 et possédant un plus large
spectre d’action (Keck et al, 2007; Meunier et28l05). L'explication en est la suivante : il
semble que dans les premiers temps de linfecsnahnticorps neutralisants produits sont
principalement dirigés contre HVR1. Ce n’est quasptardivement qu’apparaissent des
anticorps neutralisants a plus large spectre riggedi contre d’autres régions de E2 (von Hahn
et al, 2007).

Certaines études montrent qu’'une induction de ladywstion des anticorps
neutralisants au niveau de la phase précoce dedtian permet de la résoudre (Lavillette et
al, 2005a; Pestka et al, 2007). Toutefois, desdeasolution spontanée de l'infection, sans
production d’anticorps neutralisants, ont été égale décrits (Logvinoff et al, 2004; Post et
al, 2004). Des études ont cependant montré quetld’avoir résolu une infection HCV gréace
a des anticorps neutralisants ne protégeait pasedéinfection avec des souches homo ou
hétérologues (Farci et al, 1992; Lai et al, 19¥)fin des anticorps neutralisants ont été
trouvés dans le sérum de certains patients chremguat infectés. Ces différents constats
remettent en question le role des anticorps neésdrak dans la clairance virale, et plusieurs
mécanismes ont été décrits pour expliqguer ces phénes. Tout d’abord, I'apparition de
mutants d’échappements a la neutralisation paranésorps, de méme que la présence de
différentes quasi-especes virales au sein d’urviddiinfecté, sont une premiére piste pour
expliquer ce phénomene (Farci et al, 1996b; vomHatal, 2007). Ensuite, I'interaction entre
les lipoprotéines de haute densité (HDL) et lescagyotéines d’enveloppe de HCV
permettrait de protéger le virus de la neutraligagn facilitant son entrée dans les cellules
(Bartosch et al, 2005; Dreux et al, 2006; Voissedle2006). Il a été également montré que

certains glycanes a la surface de E2 protegent &3/anticorps neutralisants (Helle et al,
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2007). Enfin, certains anticorps non-neutralisgpdgirraient, en s’attachant aux virions,
empécher la neutralisation (Zhang et al, 2007).

2. La réponse immunitaire cellulaire

Lors de la mise en place de la réponse immunitairée, des cytokines sont produites.
Celles-ci activent les cellules dendritiques, dtemicellules présentatrices d’antigénes, ce qui
enclanche dans un second temps la réponse imnranédaptative, et faire intervenir les
lymphocytes T auxiliaires CD4+ et les lymphocytexyfiotoxiques CD8+. Cette réponse
cellulaire est essentielle pour lutter contre Betion, et elle est associée a la résolution de
celle-ci (Lechner et al, 2000; Thimme et al, 200Fgure 4).

Durant la phase aigué de linfection par HCV, lgpadse cellulaire CD4+ est
détectable dans le sang entre 3 et 4 semaines apmémination. Elle reflete souvent une
inflammation hépatique et est associée a I'élématin taux de transaminase sérique.
L’évolution de l'infection dépend de la qualité ¢ réponse cellulaire CD4+ anti-HCV.
Ainsi, la clairance de linfection au cours de lhape aigué est associée a une réponse
cellulaire CD4+ forte, rapide et soutenue, durdasipurs années (Takaki et al, 2000) (Figure
4). A contrario, une réponse faible, retardée, ransitoire, est caractéristique des patients
développant une infection chronique (Gerlach e1@89). Cette réponse cellulaire CD4+ est
dirigée principalement contre les protéines nouestrrales de HCV (Hoffmann et al, 1995),

et notamment NS3 qui est connue pour étre tres mogeene (Diepolder et al, 1997).
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(D'apres (Bowen & Walker, 2005))
Figure 4 : Représentation schématique de la réponsmmunitaire cellulaire au cours de I'infection par
HCV.

(a) La virémie (courbe rouge) augmente rapidemgritien qu’elle diminue apres le pic initial, efi&st jamais
contrdlée. Il s’ensuit I'établissement d’'une infent chronique avec une virémie variable chez |éfmints
patients. Dans ces conditions, les réponses CD4D@&t (courbes noire et verte respectivement) ajasi le
niveau des transaminases sériques (courbe blewd)eéw peu et peuvent étre faibles, voire absentes.
courbes pleines indiquent que les réponses peétentariables chez les différents patients.
(b) La virémie persiste pendant plusieurs semagresbsence de réponse immunitaire cellulaire ddikct
L'apparition des réponses CD4+ et CD8+ est assaziéa contrfle temporaire de la virémie ainsi qués
variations du niveau des transaminases sériquastefbis, aprés la chute de la réponse CD4+, lamigé
réapparait et devient persistante. Une réponse Qie8trester détectable malgré I'infection chroeiqu
(c) Bien que la virémie apparaisse rapidement etlgs réponses cellulaires apparaissent tardivereenirus
devient indétectable dans le plasma aprés I'apparites réponses CD4+ et CD8+ qui coincide souxest un
niveau de transaminases sériques variable. Un detbita virémie peut avoir lieu avant la clairanzale.
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La réponse cellulaire CD8+ est également importpote la clairance de l'infection
par HCV. L’intervalle de temps entre la contamioatpar le virus et la détection de cette
réponse cellulaire est variable. Les patients penwe a éliminer rapidement le virus
présentent en général une réponse T CD8+ vigouetuseltispécifique, pouvant cibler entre
8 et 12 épitopes différents (Gruner et al, 200@her et al, 2000) (Figure 4). La sélection de
ces épitopes conditionne la clairance virale, aéchappement de HCV a la réponse
immunitaire. Ainsi la clairance virale sera favégspar une sélection d’épitopes dans les
protéines NS3 et NS5B, alors que I'echappementcaectérisé par une sélection d’épitopes
localisés sur d’autres protéines de HCV (Ward g2@02). De plus il existe une corrélation
directe entre le nombre de lymphocytes T CD8+, ifipées a HCV et produisants de I'lFN,
et la résolution de l'infection dans les 6 moisvant la contamination (Gruner et al, 2000).
Ainsi, la réponse immunitaire CD8+ contribue a l@rance de l'infection par HCV grace a
des mécanismes cytolytiques et non-cytolytiqueltiher et al, 2000). Enfin il semble que
durant I'infection chronique un équilibre se crédre la réplication virale et I'intensité de la
réponse lymphocytaire T CD8+ (Figure 4).

La réponse immunitaire cellulaire joue donc un réssentiel dans I'évolution de
I'infection par HCV. Cependant, la contributionate des cellules CD4+ et CD8+ dans la
clairance de linfection n’est pas clairement idiég®, mais il est établi que ces deux
populations sont essentielles dans ce mécanismeefB& Walker, 2005). Il a été montré
que le dysfonctionnement de ces cellules entraime évolution de la maladie vers la
chronicité ainsi qu’'une persistance virale. L'altsende réponse CD4+ permet donc
I'’émergence de mutants d’échappement a la réportde8k. Ceci démontre que les T CD8+
assurent 'immunité protectrice, mais que I'aide @4+ est essentielle a ce niveau (Grakoui
et al, 2003). Par ailleurs, un dysfonctionnemerst eCD8+, que ce soit s'agissant de leur
capacité a proliférer, a secréter des cytokines, jpwer leur role cytotoxique, peut également
expliquer I'échappement de HCV a ce type de répaonsaunitaire (Neumann-Haefelin et al,
2005).

VI. Thérapies anti-HCV

A I'heure actuelle il n’existe aucun vaccin conteevirus de I'Hépatite C. Le seul
traitement disponible est une bithérapie baséddilisation conjointe d’interféroru pegylé
en association avec la ribavirine. Néanmoins, aigetment posséde une efficacité limitée et
dépendante de la souche virale infectante. La pfanttion hépatique peut s’avérer

nécessaire lorsque la cirrhose atteint un stadecavaloutefois, les différentes études
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effectuées pour parvenir a une meilleure compréberdu cycle viral et des protéines de
HCV ont permis la découverte de différentes ciltleSrapeutiques. C’est ainsi que de
nombreuses molécules anti-HCV assez prometteusgsesocours d’étude, et a différentes

phases d’essais cliniques.

A. La bithérapie

Avant que le HCV ne soit clairement identifie, uagt été observé que les patients
atteints d’hépatite « Non-A, Non B », et traitésr gdFN, pouvaient constater une
normalisation de leur taux de transaminases séyiguesi qu’'une amélioration des Iésions
hépatiques. L'IFN amené de maniére exogéne induitbgblement des mécanismes
antiviraux analogues a ceux causés par la sécrdtibN endogene. Il a été démontré que
dans le cas de HCV, I'IFN peut étre a l'origine mtudiminution de la charge virale, a
'induction d’'un état antiviral pour les cellulesominfectées, et a une augmentation de
I'activité cytotoxique visant les cellules infecsé@-eld & Hoofnagle, 2005).

La ribavirine est un analogue nucléosidique daukngsine, et elle possede une action
sur de nombreux virus. Deux effets de la ribavisoat a I'origine de son activité antivirale :
d’'une part un effet immunomodulateur et d'autret par effet antiviral direct (Lau et al,
2002). L'effet antiviral joue directement sur Igpliéation de HCV en déplétant le stock de
GTP intracellulaire d’une part, et en inhibant diegnent la polymérase virale d’autre part
(Vo et al, 2003). La ribavirine seule induit suttaune baisse significative des transaminases

sériques (Feld & Hoofnagle, 2005).
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Figure 5 : Evolution du traitement contre I'Hépatite C.

De nos jours, le traitement contre I'hépatite Cuzst bithérapie basée sur I'utilisation
conjointe d’'IFN o pegylé et de ribavirine (Figure 5). La conjugaists I'IlFN o avec le
polyéthyléne-glycol (PEG) augmente sa durée de -d@mplasmatique. Ceci a permis de
réduire la fréquence des injections, de diminusreliéets secondaires et d’augmerntefine
I'efficacité clinique du traitement (Davis & Lindga2005). En général, cette bithérapie est
administrée pendant 6 a 12 mois, en fonction dwtype infectant les patients. Pour ce qui
est des génotypes 2 et 3, le traitement ne dur® queis, alors que pour les génotypes 1, 4, 5
et 6, il s’étale sur 1 an (Figure 6). L'efficacitis traitement est constatée par I'absence
d’ARN viral dans le sérum du patient, 6 mois apl@sin du traitement (Chevaliez &
Pawlotsky, 2007). Toutefois l'efficacité de ce teanent varie également en fonction du
génotype infectant, située entre 40 et 50% pougdéestypes 1, 4, 5 et 6, et qui peut atteindre
80% pour les patients infectés avec les génotymes2(Poynard et al, 2003).
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Figure 6 : Efficacité des différents traitements tiérapeutiques en fonction des génotypes infectants.

Méme si l'efficacité de ce traitement est limit€képatite C demeure une des seules
infections virales chroniques pouvant étre curée ges antiviraux. Toutefois les effets
secondaires liés a ce traitement, long et coltsant, assez lourds. On trouve parmi ceux-ci :
le syndréme grippal, la migraine, les nauséesijtébilité, la perte de poids, la fatigue et la
dépression, ce qui peut entrainer I'arrét du tnaétet pour certains patients.

B. Traitements antiviraux a venir

A I'heure actuelle, la recherche de nouvelles étjias thérapeutiques et de nouveaux
composeés antiviraux est un enjeu majeur. De faifjrae nous I'avons vu précédemment, les
traitements disponibles possédent une efficaqibitde, ils doivent étre administrés sur des
périodes assez longues, et ils présentent de nambeffets secondaires. Différentes
molécules sont actuellement testées en phasewirficpbleau 1).

Pour améliorer I'efficacité des traitements exittamle nouvelles approches ont été
élaborées. Tout d'abord on citera I’Albuferanqui consiste en une fusion de I'lFiNavec
'albumine. Cette forme est aussi efficace que EEGRFN o, mais posséde une durée de
demi-vie plasmatique plus longue et ne nécessite gpli’'une administration toutes les deux a
qguatre semaines (Nelson et al, 2010; Zeuzem &1088). Une autre molécule, améliorant
I'efficacité du traitement existant, est la viramigl Ce composé est un précurseur de la

ribavirine, et possede la méme activité anti-virakeis sans I'effet hémolytique (Marcellin et
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al, 2010). En parallele, différentes molécules fdamt une activité antivirale spécifique
contre HCV (STAT-C) ont été élaborées (Tableau 1).

Nous pouvons aborder des antiviraux agissant sgeeihent contre la protéase du
virus, perturbant ainsi la maturatiale la polyprotéine de HCV. De nombreux composeés
ciblant la protéase virale NS3 sont en cours dé&ted la phase 2 des tests est atteinte pour
certains. A cela nous ajouterons le TelaprevireeBdceprevir, qui ont tous deux franchi la
phase 3 de tests cliniques. Récemment la FDA (Roddrug Administration) a autorisé leur
commercialisation aux Etats-Unis (FDA, 2011a; FRA11b), le reste des pays devrait suivre
dans les mois a venir. Ces composés agissentdontair le site actif de NS3, bloquant ainsi
I'activité protéasique de cette protéine (McHutohiset al, 2010; Sakamoto & Watanabe,
2009). C’est la premiéere fois dans I'histoire deépatite C qu’un agent antiviral direct (DAA)
va étre utilisé en thérapie.

Une autre cible thérapeutique intéressante estNARlymérase ARN-dépendante
(RdRp) ou NS5B de HCV. Différents composés antwiraagissant sur l'activité de
réplication du virus ont été mis au point, et segalement en cours de test. Ils sont classés en
deux catégories : les inhibiteurs nucléosidiquels)(jui bloquent I'activité du complexe de
réplication de HCV, en se fixant au niveau du aitéf de 'enzyme ; et les inhibiteurs non
nucléosidiques (NNIs), qui se fixent a distance site actif. L’étude de certains de ces
composeés a été arrétée suite a la présence d'sketsndaires et d’'une faible efficacité
antivirale. C’est le cas, pour les Nls, de la Vadhbine et du composé R1626. A I'heure
actuelle, les composés RG7128 et PSI-7977 sonilissavancés (ils ont atteint la phase 2
des tests cliniques). Au niveau des NNIs certametécules sont également parvenues en
phase 2, comme la Filibuvir ou encore le Tegob@uour revue (Vermehren & Sarrazin,
2010)) (Tableau 1).
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Drug name

Com pany

Target/active drug

Study phase

NS3/4A protease inhibitors

Ciluprevir (BILN 2061) Boehringer Ingelheim Active site/macrocyclic Stopped
Boceprevir (SCH503034) Merck Active site/linear Phase 3
Telaprevir (VX-950) Vertex Active site/linear Phase 3
Danoprevir (RG 7227) InterMune/Roche Active site/macrocyclic Phase 2
TMC435 Tibotec/Medivir Active site/macr ocyclic Phase 2
Vaniprevir (MK-7009) Merck Active site/macrocyclic Phase 2
Bl 201335 Boehringer Ingelheim Active site/linear Phase 2
BMS-650032 Bristol-Myers Squibb Active site Phase 2
GS-9256 Gilead Active site Phase 2
ABT-450 Abbott/Enanta Active site Phase 2
Narlaprevir (SCH900518) Merck Active site/linear On hold
PHX 1766 Phenomix Active site Phase 1
ACH-1625 Achillion Active site Phase 1
IDX 320 Idenix Active site/macrocyclic On hold
MK-5172 Merck Active site/macrocyclic Phase 1
VX -985 Vertex Active site Phase 1
GS-9451 Gilead Active site Phase 1
Nucleos(t)ide NS5B polymerase inhibitors
Valopicitabine (NM283) Idenix/N ovartis Active site/NM107 Stopped
RG 7128 Roche/Pharmasset Active site/PSI-6130 Phase 2
IDX 184 Idenix Active site On hold
R1626 Roche Active site/R1479 Stopped
PSI-7977 Phar masset Active site Phase 2
Non-nucleoside NS5B polymerase inhibitors
BILB 1941 Boehringer Ingelheim NNI site 1/thumb 1 Stopped
Bl 207127 Boehringer Ingelheim NNI site 1/thumb 1 Phase 2
MK-3281 Merck NNI site 1/thumb 1 Stopped
Filibuvir (PF-00868554) Pfizer NNI site 2/thumb 2 Phase 2
VX-916 Vertex NNI site 2/thumb 2 On hold
VX-222 Vertex NNI site 2/thumb 2 Phase 2
VX-759 Vertex NNI site 2/thumb 2 Phase 1
ANAS598 Anadys NNI site 3/palm 1 Phase 2
ABT-333 Abbott NNI site 3/palm 1 Phase 2
ABT-072 Abbott NNI site 3/palm 1 Phase 2
Nesbuvir (HCV-796) ViroPharma/W yeth NNI site 4/palm 2 Stopped
Tegobuvir (GS-9190) Gilead NNI site 4/palm 2 Phase 2
IDX375 Idenix NNI site 4/palm 2 Phase 1
NS5A inhibitors
BMS-790052 Bristol-Myers Squibb NS5A domain 1 inhibitor Phase 2
BMS-824393 Bristol-Myers Squibb NS5A inhibitor Phase 1
PPI-461 Presidio NS5A inhibitor Phase 1
AZD7295 AstraZ eneca NS5A inhibitor Phase 1
Indirect inhibitors/unknown mechanism of action
NIM811 Novartis Cyclophilin inhibitor Stopped
SCY-635 Scynexis Cyclophilin inhibitor Phase 1
Alisporivir (D ebio 025) Debiopharm/N ovartis Cyclophilin inhibitor Phase 2
Nitazoxanide Romark PKR induction? Phase 2
Celgosivir Migenix a-Glucosidase inhibitor Phase 2
New interferons
Locteron (BLX-883) Biolex Interferon receptor type 1 Phase 2
PEG-rIL-29 (pegylated interferonk) ZymoGenetics/BMS Interferon receptor type 3 Phase 2
Joulferon (albinterferona-2b) HGS/Novartis Interferon receptor type 1 Stopped

(d'apres (Vermehren & Sarrazin, 2010))
Tableau 1 : Nouvelles molécules STAT-C en cours diéde clinique.
Présentation des différentes molécules anti-HCV cenrs d'essaie clinique, ainsi que leurs principale
caractéristiques.

La protéine NS5A a également été choisie comme ¢h#rapeutique, du fait de son
r6le important dans la réplication, mais aussi dassemblage du HCV. Ainsi on peut citer
le composé BMS-790052, qui inhibe l'action de ceftotéine virale et induit une
relocalisation de cette protéine au niveau suhieete (Lee et al, 2011). Concernant cette
molécule, les premiers résultats de phase 2 seat ggometteurs (Tableau 1).

Cependant il a été montré que des mutants résistant composés STAT-C sont
produits au cours de l'infection. Ainsi est-il impent d’utiliser ces nouvelles molécules en
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combinaison, avec par exemple le traitement exisédim de limiter I'apparition de mutations
de résistance.

Pour surmonter l'obstacle que constitue l'appamitide mutants résistants aux
molécules STAT-C, une autre approche intéressamisiste en l'indentification de facteurs
cellulaires impliqués dans le cycle viral de HC\h premier point a prendre en compte avec
cette approche est I'éventuelle toxicité que pewgeadrer l'inhibition du facteur cellulaire
ciblé (Khattab, 2009). Ainsi il a été montré queclalophiline joue un rbéle important au
niveau de I'étape de réplication de HCV (Kaul et2009). L’inhibiteur spécifique de ce
facteur, le Debio-025, est actuellement en phadesZests cliniques (Flisiak et al, 2009) et ne
présente pas d’activité immunosuppressive ; l'agipeo est pour le moment assez
prometteuse, et les derniers résultats obtenusirsyratient infecté par le génotype 3 sont
encourageants (Patel & Heathcote, 2011). Un auimposé également intéressant est la
silybinine. C’est un des six flavonoides majeumnisi® la silymarine, que I'on extrait du
chardon Marie, et qui possede une activité antdarye ; cette molécule est utilisée depuis
longtemps en automédication pour traiter les makadiu foie (Gazak et al, 2007). Les
mécanismes par lesquels elle agit sur le HCV né pas encore complétement élucideés,
cependant elle est capable d'inhiber la réplicatianvirus (Ahmed-Belkacem et al, 2010),
mais également de bloquer son entrée dans ledeseltibles (Wagoner et al, 2010). Les

études sur de larges cohortes de patients somllachent en cours.

C. Perspectives de vaccination

De nos jours, plusieurs stratégies vaccinales sontours d’élaboration ou de test.
L’approche thérapeutique et I'approche prophylasigont toutes deux envisagées, et, en
I'état actuel des connaissances sur HCV, ont pedi@taborer plusieurs stratégies dont
certaines semblent assez prometteuses (pour réeuegi et al, 2011)) (Tableau 2).

Une prévention efficace de [linfection par HCV dojirésenter différentes
caractéristiques. Tout d’'abord le candidat vacanit étre capable de stimuler une forte
réponse immunitaire multi spécifigue des T CD4+des T CD8+. De plus l'induction
d’anticorps neutralisants, dirigés notamment comé® protéines d’enveloppe E1 et E2,
capables de fournir une protection contre diffé@ensouches du virus est également une
nécessité. Une des difficultés supplémentaireBeasstence de nombreuses quasi-especes de
HCV au sein d’'un individu infecté, pouvant amenda &élection de mutants d’échappement.
Cela impliqgue la sélection d’épitopes dans desorégiconservées entre les différentes
souches du virus. Peu de stratégies vaccinaleslissemt ces différentes conditions. Des
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études sur les chimpanzés ont donné des résultetsigeants pour ce genre d'approche,
notamment par I'injection de protéines E1 et E2Dnalginantes (Choo et al, 1994; Houghton,
2000). Certaines protéines recombinantes sontlelladl en phase 1 des tests cliniques. Une
autre approche prometteuse est I'élaboration de NCR qui permet de remplir toute les
conditions nécessaires a une bonne protection HBetrtal, 2005; Baumert et al, 1999;
Elmowalid et al, 2007), comme décrit précédemmdlrite approche a déja pu étre
concrétisée sur d’autres virus, mais n’en est qutade d'étude préclinique pour HCV
(Tableau 2).

L’élaboration de vaccins thérapeutiques est uraégie qui cette fois ne vise pas a
protéger un individu contre une éventuelle infattimais a renforcer I'action du systeme
immunitaire des personnes ayant contracté la nmealagis données provenant de différentes
études suggerent que l'efficacité de la bithérdpid/Ribavirine est intimement liée a la
réponse immunitaire de I'héte (Baumert et al, 2CD&mp et al, 2000). En renforcant celle-ci
par un vaccin appropri€, il serait possible d’augrae I'efficacité des thérapies existantes.
Différentes approches sont tentées dans ce domzonane la mise au point de peptides
recombinants, de vaccin a base d’ADN ou encoreisames. Certaines de ces approches
arrivent en phase 2 des tests cliniques, comm@&4é bui est un vaccin contenant 5 peptides
synthétiques pour stimuler la réponse immunitaingi-lACV (Wedemeyer et al, 2009)
(Tableau 2). Un autre exemple que I'on peut cigtrcelui du GI-5005. L’'approche consiste
ici en Tlinjection d’'une souche inactivee dBaccharomyces -cerevisiacombinante
exprimant les protéines de capside et NS3 de HCAbéksetzer et al, 2009). Les résultats
sont également prometteurs dans ce dernier cagude {Tableau 2).
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Prophylactic Immunogenicity Challenge Outcome Phase | - IV
vaccine inoculum
Chiron Corp HCV Recombinant E1 Trial Phase |
E1/E2 Vaccine and E2 proteins completed randomized,
data not yet observer -
published blinded,
placebo-
controlled study
Therapeutic Immunogenicity Challenge Outcome Phase | - IV
vaccines inoculum
Pevion Biotech Ltd Virosome-formulated Ongoing- not Phase |
peptides (CD4 and CD8 recruiting,data
components) not published
Intercell AG Induce HCV-specific 1C41 Completed Phase Il
T cell responses HCV peptide
Weak reduction in vaccine with
viral load polyarginine
Intercell AG HCV-specific T cell 1C41 Trial ongoing Phase Il
responses HCV peptide not recruiting
only one patient vaccine with
experiencing a one- polyarginine
log1o reduction in
viral load
Innogenetics / Induce both humoral 135aa C-terminally 2 placebo Phase b
Genlmmune and cellular immune truncated recombinant controlled
responses against form of E1 protein, trials completed;
HCV E1 formulated on program stopped
alum as no effect on
fibrosis progression
was detected
Globelmmune Reduction in ALT GI-5005; an ongoing Phase |
compared with inactivated recombinant
placebo and Saccharomyces cerevisiae
reduction in viral expressing a hepatitis C
load to -1.4 log virus NS3-Core
fusion protein
Globelmmune ETR 74% vs 59% GI-5005 combined ongoing Phase Il
for standard of care with pegylated Interferon
therapy. SVR 58% plus Ribavirin
vs 48% for standard
of care therapy
Tripep Safe, immunogenic DNA based vaccine Recruiting Phase l/lla
and transient CHRONVAC-C® patients
effects on viral load in combination with
electroporation
Transgene T cell responses TG4040 MVA Recruiting Phase |
(detected by ELISpot virus carrying and patients

ainsi que leurs principales caractéristiques.

© 2012 Tous droits réservés.

IFN-y) and viral load
reduction up to
1.5 log observed

expressing non-structural
proteins (NS3, NS4 and
NS5B)
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Tableau 2 : Différents vaccins anti-HCV en cours dtudes clinique.
Présentation des différents vaccins anti-HCV, pytagttiques ou thérapeutiques, en cours d’essaisquk,
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B. Le virus de I'hépatite C

|. Classification et variabilité génomique

L’analyse phylogénique du génome du virus de I'tigp& a permis de le classer dans
la famille desFlaviviridae (Choo et al, 1991). Cette famille comprenait ihéiaent deux
genres : le$lavivirus (incluant la Dengue, le virus de la fievre jauoe,encore le virus du
Nil occidental) et le$estivirus(incluant le virus de la peste porcine classiquéeovirus de
la diarrhée bovine). Néanmoins, le HCV se distindes autres membres de cette famille par
I'organisation génomique de ses protéines. Ce abastu pour conséquence la classification
de ce virus dans un nouveau genre :Hepacivirus(Robertson et al, 1998). Par la suite le
virus GBV-B a été inclu dans ce genre, car prés¢niae forte identité de séquence avec
HCV. Il est a noter que les deux autres virus GBVA et le C), ont été récemment classés

dans le genrPegivirus(Stapleton et al, 2010) (Figure 7).

)
%
-
2

(D'apres (Stapleton et al, 2010))
Figure 7 : Arbre phylogénétique de la famille des Rviviridae.
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Le virus de I’hépatite C posseéde une trés grande variabilité génétique. Cette variabilité
est due a I’accumulation de mutations dans le génome au moment de la réplication virale. En
effet, comme beaucoup d’autres virus a ARN positif, le HCV utilise une ARN-polymérase
ARN-dépendante (RdRp) pour sa réplication. Ces polymérases ont un taux d’erreur important
et ne possedent pas d’activité de correction. Ainsi, le taux d’erreur de la polymérase de HCV,
de 10 a 10 par position nucléotidique (Pawlotsky, 2003), et I’importance de la production
virale d’environ 10" virions par jour (Neumann et al, 1998), permettent d’accumuler les
erreurs de réplication, générant ainsi une grande diversité génétique au sein des individus

infectés, et I’apparition de nombreuses quasi-especes.

5

i 4n::4g 4d
4e ‘”2”
4
22 °
2 B 4
2a
2
% [o
1 38 3d 3

31 3b
3a

10a

(Adapté d’apres (Gaudy & Goudeau, 2005))
Figure 8 : Arbre phylogénétique du virus de I’Hépatite C.

Les différentes souches de HCV ont été classées en six génotypes principaux, grace a
I’analyse phylogénétique (Simmonds et al, 1993). Ces génotypes sont numérotés de 1 a 6. Au

sein du méme génotype les différentes souches présentent plus de 70% d’identité sur leur
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génome complet. Un méme génotype regroupe de nombmis-types ; au sein d’'un de ces
groupes les individus ne different que de 20 a 26#e lettre minuscule est attribuée a
chaque sous-type (Kuiken & Simmonds, 2009; Simmantad, 2005). Enfin, au-dela de 90%

d’homologie de séquence, il est question de qusste virale. Par ailleurs, il est intéressant
de noter que les événements de recombinaisongatetypique ont été décrits pour HCV

(Kalinina et al, 2002) (Figure 8).

Les différents génotypes de HCV sont répartis d'omamiére inégale a la surface du
globe. Certains génotypes sont détectés partost ldamonde, avec toutefois une prévalence
variant selon les régions (Figure 9). Ainsi lesagpes 1, 2 et 3 sont présents sur chaque
continent, alors que la répartition des génotypes &t 6 est restreinte a certaines régions du
globe (Dusheiko et al, 1994; McOmish et al, 1994). génotype 4 est en effet retrouvé
principalement au Moyen-Orient, et en Afrique durd@t Sub-saharienne (Morice et al,
2001), le génotype 5 en Afrique du Sud, et le ggwt6 dans les pays d’Asie du Sud-Est
(Davidson et al, 1995; Mellor et al, 1995). En Feeb7% des infections par HCV sont dues a
une souche de génotype 1 (41% pour le 1b, et 16¥lpda), 22% a cause d’'une souche de

génotype 3 et 11% a une souche de génotype 2 (MdaRieignoux et al, 1999).

Il&hd lillll_

0 o O LD O P
<. 9yl v_,,:t;cg""

United States

“—" ‘:-"“"\—--—-
s

e & D

(D’apres (Negro & Alberti, 2011))
Figure 9 : Répartition mondiale des différents géniypes de HCV
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Il est intéressant de noter que les génotypesrdiffteégalement du point de vue
clinigue. Tout d'abord ils ne réagissent pas deméme maniére face au traitement
IFNa/ribavirine. Ce traitement se révéle en effet méfscace sur les infections causées par
les génotypes 2 et 3, alors que les infectionslgmigénotypes 1 et 4 répondent beaucoup
moins bien (Feld and Hoofnagle, 2005; Zein, 20@N)fin les patients atteints par une
infection due au génotype 3 posseédent un plus gresggie de développer une stéatose
hépatique (Adinolfi et al, 2001; Hourioux et al 0Z0).

[l. Propriétés biophysigues de la particule

HCYV est un virus enveloppé de forme sphérique todiametre est estimé entre 55 et
65 nm (Kaito et al, 1994). La particule virale esinstituée d’'une nucléocapside, d'un
diametre de 33 a 40 nm, et issue de I'assemblatpepietéine de capside (Ishida et al, 2001).
Elle renferme le génome viral sous la forme d’umme brin d’ARN de polarité positive.
Cette nucléocapside est enveloppée par une memlpatigue issue de la cellule héte et
dans laquelle les protéines d’enveloppe E1 et BAtdment glycosylées, viennent s’ancrer
(Kaito et al, 2006) (Figure 10).

Glycoprotéines

Membrane

Capside

ARN(+)
Figure 10 : Représentation schématique d’une partide de HCV

Cependant les virions de HCV isolés de sera dematpossedent des densités et des
formes relativement hétérogenes. Il a été étaldilgulensité des particules virales varie entre
1.03 et 1.25 g/ml, parfois plus, et que celle-crievaégalement d’'un sérum a lautre
(Pumeechockchai et al., 2002; Thomssen et al.,)1993

Les particules possédant les plus faibles den&i#4.03 a 1.08 g/ml) résultent d’'une
association avec des lipoprotéines de faible os taéble densité (LDL ou VLDL), en
particulier grace a l'interaction avec des macraooles comme les apolipoprotéines B et E
(Andre et al., 2002; Hijikata et al., 1993). Cet#tesociation montre tout d’abord que la

production virale est dépendante du mécanisme aelidsage et de sécrétion des VLDL
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(Huang et al, 2007a). Ensuite elle peut présertesiqurs intéréts pour les virions, comme
d’'une part I'échappement au systeme immunitaireafer|ant une certaine protection vis-a-vis
des anticorps neutralisants, et d’autre part agauvnécanistique : en effet le récepteur LDL
est décrit comme un facteur d’attachement de H@é. particules de haute densité (de 1.17 a
1.25 g/ml) sont quant a elles associées a des imghlulines, et sont peu infectieuses
(Choo et al, 1995; Hijikata et al, 1993b).

Enfin, les particules virales les plus infectieusesnblent étre celles possédant une
densité comprise entre 1.09 et 1.11 g/ml (Bradtegl,e1991; Hijikata et al, 1993b). Il a été
montré que les particules virales sont assembléas dn compartiment cellulaire avec une
forte densité (> 1.15g/ml), mais que durant lewrét#on elles acquiérent des éléments leur
conférant une densité plus faible (< 1.14g/ml) t&ainza et al, 2006). Par ailleurs ne étude
récente suggere que les particules de faible depsésentent une fusogeénicité supérieure
(Haid et al, 2009).

I1l.  Organisation du génome

Le génome viral de HCV est constitué d’'un ARN sienpkin de polarité positive
d’environ 9600 kb (Choo et al, 1989). Les deux @xités du génome sont non codantes,
elles sont désignées comme 5'UTR et 3'UTR, et barde seul cadre ouvert de lecture
(ORF). Ce cadre unigue code une seule polyprotfgmviron 3000 acides aminés (Reed &
Rice, 2000) (Figure 11).
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Cadre Ouvert de Lecture

Traduction
Peptidase signal NS2/NS3 NS3

SPP
1 192 384 747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3011
|l c [ E1 | E2
Capside Glycoprotéines d’enveloppe Canal Protéase a sérine Altération Phosphoprotéine ARN polymérase

ionique Hélicase des ARN dépendante

3 membranes
Protéase Cofacteur de la
ARFP a cystéine protéase a sérine

Figure 11 : Organisation génomique du Virus de I'H@atite C.

Le génome viral de HCV comporte un seul cadre duderlecture (en violet), flanqué en 5’ et 3' deuxle
régions non traduites (UTR) (en bleu-vert). Ce eaulivert sera traduit en un seul précurseur pno¢éigyi sera
clivé par la peptidase de signal peptide (SPPgH#iémarron), des signal-peptidases cellulairesi@ié bleues),
les protéases virales (NS2/3 (fleche verte) etomplexe NS3/4A (fleches noires)). Les différentestéines
virales seront ainsi libérées (les protéines straées en bleu clair et les protéines non-strutgaran cyan). La
position des sites de clivage ici indiqués corresient a ceux de la souche H (génotype la ; numacoekssion
AF009606).

A. Les extrémités non codantes

1. Larégion 5UTR

La région 5’UTR joue un role essentiel dans laucéidn du génome viral et dans la
réplication. Cette région est trés conservée, mé&ilea été décrit que trois zones
nucléotidiques variaient en fonction des génotyfskh et al, 1992). Cette région est
fortement structurée, sous la forme de tiges bsudk de pseudo-nceuds, permettant
d’identifier 4 domaines distincts (nommés | a I\/&s domaines | et Il (nucléotides 1 a 115)
comportent des signaux critiques pour la réplicatioutefois la région compléte 5’UTR est
nécessaire pour une réplication compléte du géndraé (Friebe et al, 2001; Kim et al,
2002). Les domaines I, Il et IV (nucléotide 44341) ainsi que le début de la séquence
codante constituent I'IRES ou site interne d’entrde ribosome. Cette région est
indispensable a l'initiation de la traduction deptatéine virale. Elle permet en effet a 'ARN
viral de se lier a la sous-unité 40S du ribosomendaiére analogue aux ARNm procaryotes
(Honda et al, 1996; Pestova et al, 1998) et ceegéala partie basale du domaine 1l de la
région 5’'UTR. Par la suite, une fois le complex&48rmé, le domaine |l joue alors un réle

dans I'assemblage du ribosome sous sa forme 80S.
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La région 5’UTR est une bonne cible pour le déveépent de nouvelles stratégies
thérapeutiques. De fait elle posséde une trées baonservation de séquence entre les
différents génotypes du HCV, son rdle est par @ideimportant dans linitiation de la
traduction du génome viral. Des études d’inhibsiale cette région, via l'utilisation d’ARN

interférents ont été publiées récemment (Chevatiat, 2007; Kanda et al, 2007).

2. Larégion 3’'UTR

La région 3'UTR est de taille variable, en fonctidun génotype HCV et elle se divise
en trois régions distinctes. Tout d’abord une zpea conservée de 40 a 50 nucléotides.
Ensuite une zone comportant un motif poly-uracyaridine (poly U/C), d’'une longueur
variable. Enfin une séquence tres conservée daifl@atides appelée X-tail (Kolykhalov et
al, 1996).

Cette derniere zone comporte une structure seaenftaimée de trois tiges boucles
(Tanaka et al, 1996). Les €léments conservés detai sont nécessaires pour la réplication
et la traduction du génome viral (Kolykhalov et2000; Yi & Lemon, 2003). En effet, cette
séquence agirait sur I'activité de I'lRES HCV (Saial, 2006).

B. Les protéines virales

La phase ouverte du génome viral code environ 3@0®@u cours de la traduction, dix
protéines virales de HCV sont produites grace actleages co et post-traductionnels pour
donner 3 protéines structurales (C, E1, E2) etofépres non structurales (p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Les clivages C/E1, E1/E2/p7 et p7/NS2 sont assurés par
des peptidases signal cellulaires (Dubuisson &0&I2). Le reste de la polyprotéine est clivée
par les protéases virales NS2 et NS3/4A (FigureD@)plus il a été décrit que le décalage du
cadre de lecture au début de la séquence de capsideisait a la formation d’une onziéme
protéine, dont le réle est a ce jour inconnu :riagne F ou ARFP (Lo et al, 1995; Lo et al,
1994).
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Cytosol M55,

M52

ME44 548

(D’apres (Moradpour et al, 2007))
Figure 12 : Les protéines de HCV et leur associativavec la membrane du RE.
Les ciseaux indiquent les clivages par les peptislasgnal (coté luminal) et peptidase de peptigeasi(coté
cytosolique) du RE. La fleche cyclique représerdeatbclivage par la protéine NS2/3, alors que leshies
directes représentent les différents clivages eféecpar le complexe NS3/4A. Les formes pleinesémtent
les structures ou topologie encore mal connue®dainos segments protéiques.

1. La protéine de Capside

La protéine de capside, ou protéine C, constitudément protéiqgue de la
nucléocapside du HCV. Sa séquence est riche encdiagpet en adasiques, arginine et
lysine. Elle reste un élément relativement bienseove entre les différents génotypes du
virus. La protéine de capside contient un peptigaat & son extrémité C-terminale qui est
reconnu par un signal peptidase. Aprés clivage formee immature de la capside, d’'un poids
moléculaire apparent de 23 kDa et comprenant 19Eksigproduite (Santolini et al, 1994).
Puis un second clivage, médié par une peptidagegkde signal, génere la forme mature de
la protéine de capside d'un poids moléculaire apuade 21 kDa(de 173 a 179 aa)
(McLauchlan, 2000).

La protéine de capside se subdivise en trois dasaiHope & McLauchlan, 2000).
Le domaine | (aa 1 a 118), responsable de la hat® la protéine de capside a 'ARN
génomique de HCV avec la région 5’UTR (Kunkel et2001). Ce domaine hydrophile et
contient des aa basiques nécessaires a la formdgitan nucléocapside (Klein et al, 2005). II
interagit également avec la tubuline dont I'intéi@t favorise la formation des microtubules
in vitro (Roohvand et al, 2009). Le domaine Il (aa 119 4) 1fydrophobe, est constitué de
deux hélices. séparées par une courte boucle hydrophile. Ceideragsure la maturation et
la mise en conformation du premier domaine (Boutdrdl, 2005). Il confére également les
propriétés membranaires de la protéine. Celle{cmegoritairement retrouvée au niveau des
membranes associées aux gouttelettes lipidiques)(Rouille et al, 2006). Cette localisation

est essentielle a la production virale (Miyanarakt2007). Enfin le domaine Ill (aa 175 a
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191), trés hydrophobe, permet I'ancrage de la pretdans la membrane du RE et sert, en
tant que peptide signal, au transfert, dans ladtendu RE, de la glycoprotéine E1 (Santolini
et al, 1994).

Une étude récente a démontré I'importance, podordaation de particules virales
infectieuses, de certains résidus basiques derlie pterminale de la protéine de capside et
cela dans une étape post-assemblage de la nuckedflsaleh et al, 2010).

Il a également été rapporté que la protéine deid@pguerait un réle régulateur sur
I'expression de certains genes cellulaires au niviEal'apoptose, de la prolifération cellulaire
et de la réponse immunitaire (Jackel-Cram et d)720lguyen et al, 2006). Par sa localisation
au niveau des GLs, la protéine de capside aginaitls métabolisme des lipides et

contribuerait au développement d’une stéatose tygeat

2. La protéine F

Le décalage de lecture du ribosome en -2/+1 awanidune séquence de glissement,
localisée entre les codons 8 et 11 de la séquerantla protéine de capside est responsable
de I'expression de la protéine F ou ARFP (alteugatibosomal frameshift protein) (Branch
et al, 2005; Lo et al, 1995; Lo et al, 1994; Walkwvet al, 2001; Xu et al, 2001). Cependant,
des sites d'initiations alternatifs de traducti@naktte protéine ont été rapportés (Vassilaki &
Mavromara, 2003), tout comme la possibilité d’'umnilole décalage de lecture pour la protéine
de génotype 1b (Boulant et al, 2003).

La taille de la protéine F est variable en fonctdun génotype étudié et du site
d’initiation impliqué mais elle ne dépasse jamas 160 aa (Boulant et al, 2003). Sa demi-vie
est estimée a dix minutes a cause d’'une dégradatmde par le protéasome (Roussel et al,
2003). La détection d’anticorps dirigés contre eefirotéine, ainsi qu’'une réponse
immunitaire cellulaire chez des patients chronigeetminfectés par HCV, suggérent que
cette protéine est exprimée durant I'histoire relterde I'hépatite C (Xu et al, 2001).
Néanmoins, la fonction précise de cette protéistera ce jour non-élucidée. Il a été rapporté
gu’elle ne serait pas nécessaire a la réplicatiorgénome viral (McMullan et al, 2007;
Vassilaki et al, 2008), mais qu’elle pourrait avales fonctions immunomodulatrices
(Fiorucci et al, 2007).

3. Les protéines d’enveloppe E1 et E2
Les glycoprotéines d’enveloppe jouent un rble nmajelans les phénomenes

d’attachement et d’entrée de HCV dans les cellgibtes (pour revue (Cocquerel et al,
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2006)). Elles participent également a la formaties particules virales infectieuses (Wakita
et al, 2005). Le génome du HCV code deux glycopmeted’enveloppe : E1 (aa 192 a 383) et
E2 (aa 384 a 746). Les clivages au niveau des SitE4, E1/E2, E2/p7/NS2 libéerent la

protéine E1 et un précurseur E2-p7-NS2. Celui-ca sapidement clivé a son tour pour
donner la protéine E2, ainsi qu’'une forme E2-pTagirotéase NS2 (Dubuisson et al, 1994;
Dubuisson et al, 2002).

a) Organisation des protéines E1 et E2

Les glycoprotéines E1 et E2 sont des protéines mamabes de type |, organisées en
un large ectodomaine a I'extrémité N-terminalerelomaine transmembranaire (TMD) situé
a l'extrémité C-terminale, comportant un seul pgssdaransmembranaire. La partie
N-terminale de ces protéines est orientée vensnéere du RE et les TMDs sont insérés dans
la membrane de ce compartiment cellulaire. Les TMiDatiennent non seulement des
signaux d’hétérodimérisation, mais également dsshge et de rétention dans le RE
(Cocquerel et al, 1999; Cocquerel et al, 1998; Qerg et al, 2000; Flint & McKeating,
1999). Toutefois, le signal responsable de la loaasion de I'ectodomaine de E1 dans la
lumiere du RE est, lui, localisé dans la partiee@vrinale de la protéine de capside (Santolini
et al, 1994). Une étude rapporte que la mutatiorceltains aa au sein des TMDs des
glycoprotéines modifie les propriétés de fusion a#s protéines. Cela suggere un roéle
important de ces domaines dans le processus amf(Giczora et al, 2007).

La partie N-terminale de E2 comporte une régionehyariable : HVR 1 (aa 384 a
410). Cette région est un déterminant majeur degrigtés antigéniques de la protéine E2 et
sa forte variabilité donnerait au HCV la capacitéchapper au systéme immunitaire de
I'héte. Malgré cette variabilité, les propriétésdhimiques des aa constituant cette séquence
sont relativement bien conservées parmi les diftérgénotypes du HCV (Penin et al, 2001).
De plus cette région est notamment composée deptasaa basiques qui sont capables de
moduler I'infectiosité des particules virales de H(Callens et al, 2005). Il est a noter que
deux autres régions hypervariables ont été idépsfiau sein de E2 et peuvent jouer un réle
au niveau de l'entrée virale : il s’agit de HVR @a(474 a 482) et HVR 3 (aa 431 a 466)
(Roccasecca et al, 2003; Troesch et al, 2006; Weira, 1991).

A I'heure actuelle aucune donnée ne permet de idgfiGcisement quelle protéine de
HCV joue le role de protéine de fusion. Les simdiés de séquence entre la région couvrant
les aa 264 a 290 de E1 et les peptides de fusiomuso pour lesFlavivirus et les
Paramyxovirugont de cette protéine un candidat intéressanirfibner et al, 2007; Flint et al,
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1999). Mais la protéine E2, qui posséde une stregiwoche de la protéine E du virus de
I'encéphalite a tiques, pourrait également corredp® a une protéine de fusion de classe Il
(Yagnik et al, 2000). Enfin, il n'est pas exclu qoes deux protéines soient toutes deux
impliquées dans le processus de fusion. Par I'étled&a fusion entre des liposomes et des
particules pseudotypées avec les protéines d’eppelde HCV, il a été démontré que trois
régions sont importantes pour la fusion : la preengituée dans E1 (aa 272 a 287) et les deux
autres dans E2 (aa 419 a 433 et 597 a 620) (Laeibe al, 2007).

b) Biogenése et maturation des protéines E1 et E2

Durant leur passage par le RE, les glycoproptéleset E2 suivent deux voies
d’assemblage. La premiere, dite productive, doreed la formation d’hétérodimeres E1-E2
non-covalents. La seconde, dite non-productive ngnggiant a elle a la formation d’agrégats
hétérogenes liés par des ponts disulfures (Delgdesret al, 1997; Dubuisson et al, 1994).
L’association en hétérodimeres non-covalents essidérée comme la forme fonctionnelle.
La rétention de ces complexes au niveau du RE (estud TMDs (Cocquerel et al, 1999;
Cocquerel et al, 1998) qui participent égalemeltigiérodimérisation de ces glycoprotéines
(Op De Beeck et al, 2000). Ces hétérodimeres ser@dorme de pré-bourgeonnement des
complexes E1E2 présents a la surface des partigukes. La mise en conformation des
deux glycoprotéines dépend de leur associationsapd®éines chaperons du RE. Ainsi, la
calnexine s’associe aux hétérodimeres non-covalaltss que la calréticuline et BiP
interagissent préférentiellement avec les agrégatalents (Choukhi et al, 1998; Dubuisson
& Rice, 1996).

Les ectodomaines de E1 et E2 sont quant a euxrferteN-glycosylés. La protéine
E1l possede quatre sites de glycosylation consepagsi tous les génotypes d’'HCV
(positions : 196, 209, 234 et 305), ainsi que d&gisites potentiels qui eux ne sont conservés
gue pour certains génotypes (Figure 13). Il s’dyih site en position 250 pour les génotypes
1b et 6, et d’'un autre en position 299 pour le typw 2b (Goffard & Dubuisson, 2003;
Zhang et al, 2004b). En ce qui concerne E2, ilneaf sites de N-glycosylation conservés
parmi la totalité des génotypes HCV (positions 4473, 430, 448, 532, 556, 576, 623, et
645) (Figure 13). De plus, un site supplémentair@@sitions 476 est rarement présent dans
le génotype 1b ; un autre site au niveau de laipash40 est lui absent dans les génotypes 3
et la plupart des génotypes 6. Malgré une forteabdité de HCV, nous pouvons remarquer

une trés bonne conservation de la majorité de dEdrahts sites de glycosylation des
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protéines d’enveloppe. Ceci suggere un rble impbdas glycanes au niveau du cycle viral

du HCV.
E1
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l | RE | () Protein folding
P & o &
L W » Virus entry
Neutralization
protection
E2
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o
(D'aprés (Helle & Dubuisson, 2008))
Figure 13 : Représentation schématique des glycoprines E1 et E2.

La position des sites de N-glycosylation des prateid’enveloppe est indiquée par un N suivi du mordé site

de glycosylation sur la séquence protéique. Enatsssst reportée la position de chaque site audmila
polyprotéine virale, par rapport a la souche H @i¢oe la, numéro d’accession AF009606). Les sites d
glycosylations impliqués dans le repliement dedmsx protéines sont indiqués en rose. L'entréeidis wans
les cellules est indiquée en vert. Enfin la pratecdu virus vis-a-vis d'anticorps neutralisant sgjnalé en
orange. TMD, domaine transmembranaire ; HVR1, mégigpervariable 1.

La N-glycosylation des protéines d’enveloppe intmau niveau du RE. De plus, la
présence de E2 est nécessaire a la glycosylatidBldee qui traduit un événement post-
traductionnel et non co-traductionnel de la glyt¢atyn (Dubuisson et al, 2000). Cependant,
ce phénomene n’est apparemment pas dépendantsgoence spécifique de la protéine E2.
Les glycanes associés aux protéines E1 et E2 sgmbriants pour le bon repliement et
I'hétérodimérisation de ces protéines (Meunierletl@99; Slater-Handshy et al, 2004). De
plus, ils jouent un réle dans I'entrée du virus fi@@ et al, 2005) en modulant I'accessibilité
aux facteurs d’attachement (Falkowska et al, 208nfin, ils peuvent moduler également
I'interaction des glycoprotéines d’enveloppe avecdnticorps neutralisants potentiels et ainsi

avoir un réle protecteur contre ceux-ci (Hellele2807).

4. La protéine p7

La protéine p7 est constituée de 63 aa (747 a 863t une protéine hydrophobe qui
se situe a la jonction entre les protéines stratdsret non-structurales du HCV (Lin et al,
1994). Il a été observé une variabilité relativauptes séquences codant p7 parmi les
différents génotypes de HCV, mais l'organisatioméyéle de cette protéine, ainsi que la
nature des aa la constituant reste constante (€afremer et al, 2002). La protéine p7 est
clivée en N- et C-terminale par une peptidase sigharigine cellulaire. Toutefois, des
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formes partiellement clivées E2/p7 et p7/NS2 sontvent observées (Carrere-Kremer et al,
2004). Ces dernieres ne semblent pas essentiellege anfection productive (Jones et al,
2007).

La protéine p7 est principalement localisée auauvges membranes du RE, mais elle
peut étre également retrouvée dans les membrarteshmimdriales (Carrere-Kremer et al,
2002; Griffin et al, 2005). Elle est constituéeddrix passages transmembranaires (aa 19 a 32
et 36 a 58) sépareés par un petit segment basiqué3(a 35). Les parties N- et C-terminales
sont dirigées vers la lumiere du RE.

La fonction de cette protéine n’a pas encore éétifiée.In vitro p7 est capable de
s’associer en multimeres pour former des canauijues (Griffin et al, 2004; Luik et al,
2009; Pavlovic et al, 2003), mais elle ne semble pécessaire a la réplication de I'ARN
viral. Cependant, les infections productives eriesye HCVcc (Jones et al, 2007)ietvivo
chez le chimpanzé nécessitent cette protéine (®alkhi 2003). Des études récentes suggerent
que p7 joue un rdle dans la morphogenese des ydadicirales (Jones et al, 2007) et qu'elle

est essentielle a la sécrétion des particulestiefeses (Steinmann et al, 2007).

5. La protéine NS2

NS2 est une protéine transmembranaire (aa 810 &) b@Rk-essentielle a la formation
du complexe de réplication du HCV (Blight et al,0R0 Lohmann et al, 1999). Méme si la
topologie de NS2 n’est pas clairement définie, d’abord été suggéré que cette protéine
serait organisée en guatre domaines transmembgar@amaga & Ou, 2002). Néanmoins le
domaine C-terminal semble étre cytosolique, cecquiespondrait plutét a une topologie a un
ou trois domaines transmembranaires (Lorenz @08K) (Figure 14).

Le clivage entre p7 et NS2 est effectué par undigege signal cellulaire du RE
(Carrere-Kremer et al, 2002; Carrere-Kremer e804) alors que le clivage entre NS2 et
NS3 est réalisé de maniére autoprotéasique. LaipeoNS2 a été définie initialement comme
la seconde protéase du VHC responsable du clivatge RS2 et NS3(Grakoui et al, 1993a).
Récemment il a été demontré que seuls les 2 preméede NS3 sont nécessaires au clivage
entre NS2 et NS3 (Schregel et al, 2009). Cependies1t180 premiers aa de NS3, décrits
précédemment comme le minimum requis a cette &&tpriotéasique (Lindenbach & Rice,
2005), augmentent grandement l'efficacité du clevagn agissant comme cofacteur. La
structure du domaine catalytigue de NS2 montrel (gidgit d’'une protéase a cystéine

dimérigue comportant deux sites actifs (Lorenz Igt2806). L’activité de cette protéase
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nécessite une activation par Hsp90 (Waxman etO&l1R2 Exprimée seule, NS2 est associée
aux membranes du RE (Franck et al, 2005).

(Adapté d'aprés (Lorenz et al, 2006))
Figure 14 : Structure 3D de la protéine NS2.
(a.) Structure 3D du monomeére de NS2 ; les exté&niit-terminale (N) et C-terminale (C), ainsi que élices
(H) et feuilletsp (b) sont ici indiqués.
(b.) Structure 3D du dimere de NS2 ; les sitedsad la protéase sont indiqués par deux carrés.
(c.) Représentation 3D du dimére de NS2 et de sidiqgnopar rapport a la membrane du RE.

Bien que le rble exact de NS2 ne soit pas conrusjqurs fonctions peuvent lui étre
attribuées, en plus de son role protéolytique. eCgitotéine serait impliquée dans la
morphogenése de la particule virale (Jones etCl7;2Yi et al, 2007) et elle aurait un réle
crucial de médiateur entre les différentes protimirales de HCV au moment de
'assemblage des particules (Popescu et al, 2&bh).implication dans la phosphorylation de
NS5A a également été décrite (Liu et al, 1999).

Enfin il est a noter que des sites de recombinaipanivant conduire a la formation de
virus chimériques intergénotypiques infectieux y été cartographiés (Bhattacharya et al,
2011; Kalinina et al, 2002; Legrand-Abravanel et28l07; Lindenbach & Rice, 2005; Morel
et al, 2010; Noppornpanth et al, 2006; Pietschnedrah, 2006).
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6. La protéine NS3

La protéine NS3 (aa 1027 a 1657) porte deux fonstenzymatiques. Le premier tiers
N-terminal posséde une fonction de protéase a sé&ioes qu’une activité hélicase/NTPase
est portée par les deux tiers carboxy-terminaug,degix parties fonctionnant d’'une maniere
indépendante. Cependant des études récentes suiggaee chaque partie est capable de
moduler I'activité biochimique de l'autre (Beranatt 2009; Beran & Pyle, 2008).

Le domaine sérine protéase de NS3 appartient aparfamille des chymotrypsines
(Grakoui et al, 1993b; Love et al, 1996) et il associé au co-facteur NS4A (Failla et al,
1994) (Figure 15). En effet ce dernier permet dabibser et de structurer la région
N-terminale de NS3 d'une part et d'activer d’aupart le clivage entre NS3/NS4A,
NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5B (Bartenschlageale 1995). Exprimée seule, la
protéine NS3 a une localisation diffuse au seiadeellule. Son interaction avec NS4A lui
permet également d’étre adressée au niveau de tabraee du RE (Wolk et al, 2000).
L’activité protéasique de NS3 lui permet de jouerrdle antagoniste au niveau des défenses
antivirales innées de la cellule. En effet, enattivies protéines cellulaires TRIF et MAVS,
responsables de la reconnaissance des ARN douhbleddle court-circuite les voies de
signalisation RIG-I et TLR3 (Cheng et al, 2006;rEen et al, 2005; Foy et al, 2003; Li et al,
2005b; Loo et al, 2006).
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Figure 15 : Structure 3D du domaine protéase de NS&h complexe avec NS4A et un peptide.

La partie N-terminale de la protéine NS3 portetliat® protéasique et elle est représentée icicrye. Elle
s'associe avec la protéine NS4A (en violet). Untiglep(en gris) est représenté ici au niveau duagitd de ce
complexe enzymatique, entre les positions P2’ et P4
Le carré d’agrandissement en haut représente laidende liaison au zinc. Le carré d’agrandissersiné a
gauche représente la triade catalytique, et eeftairé d’agrandissement situé a droite représentplacement
pour I'oxyanion qui intervient au niveau de la dfiahtion du complexe enzymatique pendant le ckvag
peptidique.

La fonction hélicase de NS3 lui permet de déroldésr complexes ARN-ARN,
I'énergie nécessaire a cette activité étant fougnéee a une hydrolyse de I'ATP (Kim et al,
1995; Tai et al, 1996). La partie hélicase de NSBégalement capable de dérouler les
complexes ADN-ADN. Cette partie est constituéerdss tsous-domaines de taille équivalente
et disposée en « Y » (Kim et al, 1998; Yao et 897) (Figure 16). La forme monomérique
de NS3 peut lier TARN, cependant, I'associationdemére de cette protéine est nécessaire
pour dérouler les duplexes d’ARN (Serebrov & Py604). Il est a noter que différents
facteurs interviennent pour rendre cette activilgs pefficace. Tout d’abord le domaine
protéase module l'activité hélicase de la prot®isS3 (Beran et al, 2007) et dans ce contexte
le déroulement des duplexes de molécules d’acidelgiques est plus rapide. De méme cette
activité se déroule plus rapidement en présencédadgrotéine NS4A. Celle-ci module
également la fonction hélicase de NS3 (Pang €@082). Enfin, les ions Mii augmentent de

maniere significative I'activité hélicase de NS2(@ & Frick, 2009).

53

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Pierre-Yves Delavalle, Lille 1, 2011

= e ADP + Pi
ATP
e .. 89 "

(D'apres (Raney et al, 2010))
Figure 16 : Structure 3D de la partie Hélicase de 83 et son mécanisme de fonctionnement.

(a.) Représentation de la structure de la parfieds® de NS3 (NS3h), les domaines 1, 2 et 3 sprésentés
respectivement en bleu, vert et jaune.
(b.) Modéle du mécanisme de translocation de N8&hdu déroulement de molécules d’ADN ou d’ARN. La
liaison de I'ATP améne les domaines 1 et 3 a séadépdans le sens 3’ vers 5’ du brin guide, lib&gnsi un
nucléotide du site de liaison. L’hydrolyse de I'’ApErmet ensuite au domaine 2 de se déplacer @sgr\iS3h
retrouvant ainsi sa position d’origine.

Ainsi l'activité hélicase interviendrait au nivede la séparation des duplexes d’ARN
viral, pour faciliter la réplication. Elle permetir également d’éliminer les structures
secondaires de 'ARN ou de dissocier les protédieBARN pour faciliter la réplication et ou
la traduction virale.

NS3 est nécessaire a la réplication du HCV, méesielervient également au niveau
de I'assemblage des patrticules virales, ayant aimsdle en ce qui concerne la morphogenese
et l'infectiosité du virus. Le mécanisme impliquand ce phénoméne n'a pas encore été
clairement identifieé. Une étude récente a toutefioimtré que le couple NS3/NS4A interagit
avec la protéine cellulaire YB-1 (Y-Binding 1) poréguler la balance entre l'activité de
réplication de HCV et la production de particulésbes (Chatel-Chaix et al, 2011). De plus,
certaines mutations au sein de cette protéine indigpensables a I'adaptation de chimeres
intergénotypiques de HCV (Ma et al, 2008; Yi et2007). Enfin, a la vue du réle que joue
NS3 dans le cycle viral, cette protéine est unenbormible thérapeutique pour le

développement de nouveaux antiviraux (De Francésddigliaccio, 2005; Raney et al,
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2010). Récemment deux inhibiteurs de cette proténade, le Boceprevir et le Telaprevir, ont
obtenu leur autorisation de mise sur le marchéats-Unis (FDA, 2011a; FDA, 2011b).

7. La protéine NS4A

NS4A est la plus petite des protéines non strulgsirde HCV (aa 1658 a 1711).
Comme expliqué précédemment, cette protéine jou@ldede co-facteur de la protéase NS3.
Elle permet également d’augmenter l'activité h&eale cette méme protéine. NS4A est
ancrée dans la membrane du RE. Sa partie N-terenimi@ragit avec NS3, contribuant ainsi a
sa localisation au RE. Enfin, sa partie C-termirgdemet de réguler I'hyperphosphorylation
de NS5A et par la méme joue un rdle dans la rémicairale (Lindenbach et al, 2007).

8. La protéine NS4B

NS4B (aa 1712 a 1972) est une protéine hydrophle.posséde quatre passages
transmembranaires (Hugle et al, 2001) et ses ei&remM- et C-terminales possedent chacune
deux hélices:, qui sont localisées au niveau du cytosol (El&tad, 2004; Gouttenoire et al,
2009) (Figure 17). L'extrémité N-terminale est déable dans la lumiere du RE apres
translocation (Lundin et al, 2003). La protéine raxge seule, ou en fusion avec la GFP, est
d’ailleurs localisée au niveau des membranes d(GRE&tton et al, 2005).

La protéine NS4B induit la formation de structureembranaires qui se présentent
alors sous la forme d’'un réseau de membranes (nagimibs web) (Egger et al, 2002). Les
complexes de réplication de HCV sont associésrasmau membranaire (Gosert et al, 2003).
L'induction des modifications membranaires semblailldurs liée a I'événement de

translocation décrit précédemment (Lundin et a&)0

Lumiere du RE

NEM Cytosol

(Adapté d’apres (Paul et al, 2011))
Figure 17 : Représentation de la topologie de NS4B
AH : hélice o amphipathique de la région N-Terminale ; TM : DamaTransmembranaire ; NBM : motif de
liaison aux nucléotides ; H : hélioede la région C-Terminale.
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Par ailleurs plusieurs travaux révelent l'impor&ande cette protéine dans la
réplication de HCV. En effet, cette protéine estjedea a des modifications
post-traductionnelles, comme notamment la palmatiogh des cystéines en position 257 et
261 de la protéine, permettant ainsi & NS4B de dordes oligomers. Ce processus semble
jouer un réle important dans la formation des caxgé de réplication (Yu et al, 2006). De
plus il est rapporté que NS4B possede une actNit@asique localisée dans sa partie
N-terminale. Cette activité enzymatique lui permtydrolyser 'ATP ou le GTP, ce qui est
indispensable a la réplication virale (Einav e28i04; Thompson et al, 2009). Des variations
dans la séquence de la protéine ou des mutatises axtrémités N- et C-terminales ont un
effet sur I'efficacité de la réplication virale (b et al, 2009; Blight, 2007; Blight, 2011; Paul
et al, 2011).

NS4B est un des composants du complexe de réplicate ce fait elle interagit avec
les autres protéines de ce complexe (Dimitroval,eR@03; Piccininni et al, 2002) et elle
module, entre autre, I'hyperphosphorylation de NS@foch & Bartenschlager, 1999),
comme probablement son incorporation au niveausites de réplication (Blight, 2011).
Enfin il a récemment été rapporté que NS4B intesitedgalement au niveau de la production

des particules virales (Jones et al, 2009).

9. La protéine NS5A

La protéine NS5A (aa 1973 a 2420) est une phosphk&ipe hydrophobe, riche en
prolines, que I'on retrouve sous deux formes : fonme phosphorylée (56 kDa) et une forme
hyperphosphorylée (58 kDa). Cette protéine estldepe lier TARN (Huang et al, 2005). Le
caractére hydrophobe de la partie N-terminale tte peotéine lui permet d’étre associée aux
membranes du RE ou aux GLs. Les 30 premiers aa $®ANorment une hélicex
amphipathique trés conservée permettant cette iaieoc(Brass et al, 2002; Elazar et al,
2003; Penin et al, 2004). Il est a noter que NSBAat@tre clivée a différents endroits par
certaines caspases, générant ainsi des formesu&esdocalisées au niveau du cytosol
(Kalamvoki et al, 2006). En dehors de son hélicelapathique, cette protéine possede 3

domaines qui sont séparés par des séquences s fmmplexités (Figure 18).
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Domain | (1 — 213) Domain Il (250 - 342) Domain 11 (356 - 447)
Class | proline-motif Basal phosphorylation Basal phosphorylation
(26 - 32) (2200 - 2250) (2350 — 2419)
Zinc coordination motif . Class Il proline-motif NLS
Hyperphosphorylation (350-356) (354 — 362)
(C39, €57, C59, C80) (52197, 52201, 52204)
1 NS4A binding 237 276 384 407 447
(1973) (2135-2139) (2209) (2248) (2356) (2379) (2419)
¢ | ¢+
D2126 D2361

© 2012 Tous droits réservés.

Conserved phosphorylation
(52194)

(Adapté d’aprés (Huang et al, 2007b))
Figure 18 : Représentation schématique des différémndomaines de NS5A et des fonctions qui y sont
associées.

Le domaine | (aa 1973 a 2186) est composé de dmiscdomaines. Tout d’abord le
sous-domaine IA : il est situé juste apres I'hétioet il est riche en aa basiques. En se liant a
quatre cystéines tres conservées, ce domaine fixeruzinc essentiel a la structure de la
protéine et a la réplication du génome viral (Teglliuisen et al, 2004; Tellinghuisen et al,
2005). Le sous-domaine IB est quant a lui riche&icides et il forme des homodimeéres par
contact entre les extrémités N-terminales du sausaihe IA. Cette homodimérisation
permet la formation d’'une gouttieére basique, ogenters le cytosol et capable de lier ’TARN
(Figure 18).

Le domaine Il (aa 2223 a 2315) possede certaingsaantiels a la réplication de
'ARN viral (Tellinghuisen et al, 2008b). Ce domairjoue également un réle dans la
résistance du virus a I'lFN. Il contient en effeteubonne partie de la région déterminant la
sensibilité a I'IFN (ISDR). Il s'agit d’'un motif dine quarantaine d’aa conservée parmi les
isolats de HCV résistants a I'lFN (Enomoto et #&93). Il est suggéré que cette séquence
ISDR interagisse avec la partie C-terminale de NS®WAIr bloquer l'action de I'IFN
(Nousbaum et al, 2000), notamment en régulant iVidét de la PKR, qui est un des
médiateurs de la réponse antivirale par IFN (Gad, €.998a; Gale et al, 1998b) (Figure 18).

Le domaine Ill (aa 2329 a 2420) joue quant a lur@la important dans I'assemblage
des nouveaux virions (Appel et al, 2008), en irgEm®ant avec la protéine core (Masaki et al,

2008). De plus il a été montré que ce domaine Stpple larges insertions ou délétions sans
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perturber I'étape de réplication du virus (Appebkt2005; Liu et al, 2006; Moradpour et al,
2004b) (Figure 18).

La protéine NS5A existe sous deux formes, la preanp@ssede un niveau basal de
phosphorylation (p56), la seconde est hyperphospd®(p58). La phosphorylation de NS5A
intervient dans une région riche en sérine situéendieu de cette protéine et prés de son
extrémité C-terminale. L’hyperphosphorylation estamment dépendante de la présence
d’autres protéines non-structurales de HCV comméAN@\sabe et al, 1997; Kaneko et al,
1994). Dans des cellules portant un replicon, ten®op58 a une durée de demi-vie plus courte
que la p56, suggérant un réle différent pour lasxdermes de cette protéine (Pietschmann et
al, 2001). L'introduction de mutations ou l'utiltsan d’inhibiteurs de kinases cellulaires,
ayant pour objectif de réduire la phosphorylatiom MS5A, permettent d’augmenter la
réplication de I’'ARN viral (Appel et al, 2005; Neglagnann et al, 2004). De plus l'interaction
entre hVAP-A, une protéine nécessaire a la réplinate HCV, et NS5A est bloquée lorsque
celle-ci est sous la forme p58 (Evans et al, 20@8s données indiquent une corrélation
inverse entre I'hyperphosphorylation et la réplmat Des études récentes ont mis en
evidence que la phosphorylation de certaines sesiteées dans la partie C-terminale de
NS5A sont importantes pour la production de paeguwirales infectieuses (Appel et al,
2008; Masaki et al, 2008; Tellinghuisen et al, 200&ela montre 'importance du domaine
[Il de cette protéine dans la morphogenese de H&GNSI NS5A régulerait la balance entre
assemblage des particules virales et réplicatiogéthome HCV.

En plus de son réle au niveau du cycle viral, latgine NS5A est également connue
pour agir sur différentes voies de la signalisatietulaire. Comme précisé plus haut, NS5A
est capable de moduler I'activité de la PKR et digainsi un effet sur la réponse antivirale
par I'lFN. De plus il a été montré@ vivo que NS5A pouvait nuire a la réponse immunitaire
innée et adaptative en inhibant I'induction de NIB, la 2’-5’ oligoadénylate synthétase, la
PKR et les lymphocytes T cytotoxiques (Kriegs et2809). Par ailleurs I'expression des
TLR-4 peut étre inhibée par NS5A et donc agir suvdie d’apoptose que ces récepteurs
dirigent (Tamura et al, 2011). Cette protéine iehégalement l'induction de I'apoptose en
interagissant avec d’autres protéines cellulaingsliqguées dans ce phénomene (Wang et al,
2006). Enfin NS5A est capable d’augmenter I'exgoessiu gene PPAR-qui est impliqué
dans I'hnoméostasie lipidique. Cela conduit NS5Anduire I'accumulation de lipides au

niveau des cellules hépatiques (Kim et al, 2009).
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10. La protéine NS5B

NS5B (aa 2421 a 3011) est une protéine membradairé8 kDA. Elle est 'ARN
polymérase ARN-dépendante (RdRp) de HCV (Behrera, €i996). Elle comporte le motif
GDD (Gly-Asp-Asp), conservé dans la famille des RdRohmann et al, 1997; Poch et al,
1989). La partie C-terminale de cette protéinecesistituée de 21 aa hydrophobes formant
une hélicea transmembranaire, responsable de I'ancrage de NSEBmembrane du RE
(lvashkina et al, 2002; Schmidt-Mende et al, 200ssociation membranaire est importante
pour la réplication de I’ARN viral (Moradpour et, &004a). La partie enzymatique de cette
protéine est portée par les 531 aa de la régiceridihale (Bressanelli et al, 1999).

Les analyses structurales de cette protéine onélééqu’elle a une structure
tridimensionnelle analogue a celle décrite pouuttes ARN polymérases. Elle possede une
forme de main droite possédant trois sous-domair@s« paume », les « doigts » et le
« pouce » (Bressanelli et al, 1999; Lesburg etl899) (Figure 19). Les « doigts » ont de
multiples interactions avec le « pouce », ce quiaéme la formation d’'un tunnel menant le
simple brin d’ARN directement au site actif locéliau niveau de la « paume ». Les NTPs
nécessaires a la synthese d’'un nouveau brin d’A€dedent au site actif par un autre tunnel
chargé positivement.

Des études récentes, portant sur I'analyse deéreliftes entre la polymérase NS5B
du JFH1 et celle des autres souches virales de ld@\permis de déterminer ce qui confére
la haute efficacité de réplication de la souchel1REette spécificité est en partie due a une
conformation plus fermée de la forme de main drgitedopte NS5B (Simister et al, 2009).
Par la suite il a été observé que cette conformasi due a des différences au niveau de la
séquence en aa de NS5B. Ces différences, situges @oints clés de la séquence protéique,
permettent d’augmenter grandement l'efficacité depblymérase NS5Bappartenant a
d’autres souches de HCV, lorsqu’elles y sont inird (Schmitt et al, 2011).
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(Adapté d'apres (a.) (Schmitt et al, 2011) ; (Bin(ister et al, 2009))
Figure 19 : Présentation de la polymérase NS5B deGV.
(a.) Représentation des différents domaines deokgipe NS5B.
(b.) Structure 3D de la protéine NS5B sous deuxesndjfférents. Le site catalytique est formé pardomaines
« fingers » , « thumb » et « palm » indiqué sunédige de gauche. A droite la méme protéine, aydit sne
rotation d’'un angle de 90°.

La protéine NS5B interagit également avec d’aupreséines de HCV. Tout d’abord
I'activité ARN polymérase de cette protéine dépeedson interaction avec NS3 et NS5A
(Bartenschlager et al, 2004). De plus NS5A modualeti/ité ARN polymérase de NS5B et
cela d’'une maniére dose-dépendante (Shirota 20a2).

L’interaction de la protéine NS5B avec differenecteurs cellulaires a pu étre
rapportée. Une étude récente indique que NS5B rpertie cycle cellulaire, en relocalisant
une protéine d’interaction avec la kinase cyclingpehdante 2 (CINP) au niveau du
cytoplasme (Wang et al, 2011). D’autres protéirakiiaires interviennent également dans la
réplication de HCV en interagissant avec NS5B. Aindéférents travaux suggerent une
interaction entre les cyclophilines et la protéd®85B qui auraient pour effet de favoriser
I'activité de liaison a 'ARN de cette protéine. i@énes études montrent que ce phénomene
se déroule en présence de cyclophiline B (Watasal, €005). Cependant, d’autres travaux
montrent I'implication de la cyclophiline A dans Féplication virale et privilégient par
conséquent celle-ci (Kaul et al, 2009). Enfin #t& montré que la protéine kinase PRK2 est
nécessaire a la phosphorylation de NS5B, ce qumante également la réplication du
génome virale (Kim et al, 2004).
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V. Les modeéles d'étude de HCV

Le clonage et le séquencage complet du génome dkedACpermis dans un premier
temps de mener une analyse rapide de 'organisgémomique de ce virus, ainsi qu’'une
caractérisation biochimique de ses protéines. Néars’absence d'un systeme cellulaire
permettant I'amplification et la propagation de H@Wte, pendant plus de quinze ans, un
obstacle majeur dans I'étude du cycle infectieuxealgirus.

Initialement, une grande partie des études poganie HCV a été menéekr deux
manieres différentes : d’'une part a partir d’écilans cliniques, d’'autre part par I'infection
expérimentale de chimpanzés par du virus isolé réir pde sera de patients. Différents
modeles ont ensuite été développés pour perméituelé de ce pathogene aussi hiewivo
gu'in vitro. Ceux-ci ont permis d’étudier aussi bien difféemnétapes du cycle viral que de
caractériser différentes interactions du virus asec hote. Les approches variées se sont
révélées tres utiles avant la mise au point duesystde culture de HCV (HCVcc) en 2005,
notamment en ce qui concerne les modéles de repligmur la réplication, ou les particules
rétrovirales pseudotypées contenant les protéieeseloppe de HCV (HCVpp), pour I'étude

de I'entrée virale.

A. Les modeles animaux

Le HCV n’infecte naturellement que les humains. éng infection naturelle n’a—put
pu étre détectée chez d’autres espéces animalgoiBude vue expérimental, le chimpanzé
est le seul animal infectable de facon stable modrictible. Initialement des sera de patients
étaient inoculés pour étudier les cas d’hépatitdsorcA Non-B » post-transfusionnelles
(Alter et al, 1978; Hollinger et al, 1978). Passlate 'ARN du HCV, transcriin vitro a partir
d’'un ADNc, a été inoculé a cet animal pour tenter réproduire une infection virale
(Kolykhalov et al, 1997; Shimizu et al, 1998; Yanefgal, 1997).

Le chimpanzé, infecté par le HCV, présente desesigiiniques et une évolution de
I'infection analogue a ce qui est observé cheznfiin. L’ARN viral est comparablement
détectable quelques jours apres l'infection, esti sle la méme facon d’'une augmentation
des transaminases seériques, et, enfin, les répansasnitaires cellulaires et humorales sont
semblables aux réponses de ce type chez 'homme&oRaéquent I'infection de cet animal a
permis de réaliser de nombreux travaux pour étulfigiectiosité, la progression de la
maladie, la réponse immunitaire innée et adaptatamesi que pour tester de nouvelles

approches thérapeutiques. Cependant, I'utilisatiorchimpanzé reste limitée a cause de sa
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rareté, du colt de son entretien, mais égalememtdes raisons évidentes d’éthique (Grakoui
et al, 2001; Koike et al, 2010).

D’autres modéles d’animaux ont été utilisés poudier le HCV, parmi lesquels on
peut citer les souris xénogreffées. Ce modele ets¢ment moins codteux et beaucoup plus
souple dans son utilisation. Il est développé &irpde souris immunodéprimées (SCID), dont
le foie va étre détruit suite a la surexpressionndtransgéne activateur d’urokinase
plasminogene, placé sous la dépendance du proma¢elialbumine (Heckel et al, 1990).
L’animal recoit ensuite une greffe de cellules higpees humaines qui vont recoloniser le foie
détruit précédemment. Ces souris peuvent des toesirfectées par des sera de patients
chroniquement infectés par HCV (Mercer et al, 20@1¢ modéle permet I'établissement
d’'une infection prolongée chez I'animal, ainsi glae production de particules virales
infectieuses. C’est une méthode qui permet notarhmi@valuer |'efficacité de nouvelles
molécules a visée thérapeutique ou I'activité radisante d’anticorps anti-HCV (Kneteman et
al, 2006; Law et al, 2008; Meuleman et al, 2008nWalleghem et al, 2008). Ce modele
animal a également permis d’évaluer l'infectiosiiévivo de chimeéres intergénotypiques
(Pietschmann et al, 2009). Les difficultés techegjliées a la mise en place de cette méthode,
ainsi que son co(t, limitent toutefois son utiligat Une autre approche a été explorée avec
des résultats encourageants. Elle consiste enptatiegn de HCV aux cellules de souris
(Bitzegeio et al, 2010; Ploss et al, 2009). Cecnyatrait d’utiliser ce petit animal comme
modele d’étude plus complet. Cependant une étucknt® montre que I'humanisation des
récepteurs impliqués dans le processus dentrégH@¢ ne permet pas d’obtenir une
infection dans les hépatocytes murins (Hikosakalef011). Néanmoins une autre étude
rapporte la mise au point d’'un modéle murin gén&igent humanisé capable de supporter le

cycle viral complet de HCV (Dorner et al, 2011).

B. Les modeles cellulaires

Pendant longtemps, I'étude de HCV a été handicgadéel’absence d’'un systeme
cellulaire permettant au virus de se répliquereese propager dans des cellules hotes. Ainsi,
différents outils ont été mis au point, dans ledmit d’étudier une étape précise du cycle viral
(la réplication par exemple), soit d’avoir un madekrmettant I'étude compléte du cycle de
HCV.

62

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Pierre-Yves Delavalle, Lille 1, 2011

1. Cellules infectées par le HCV isolé de sera de patits

Les hépatocytes étant considérés comme la ciblereil@ de HCVin vivo, les
premiers essais pour établir un systeme celluiéeude de ce virus ont été la culture de
cellules provenant de patients chroniquement iageptar HCV. Il a été ainsi montré que la
réplication de HCV et la production de particulésies infectieuses avaient bien lieu au sein
des hépatocytes primaires provenant de patienestdéd (Ito et al, 1996). D’autres études
visaient a infecter des cultures d’hépatocytes ain@s d’humains ou de chimpanzés
(Fournier et al, 1998; Lanford et al, 1994; Rumirak 1999). Méme si ces deux approches
ont I'avantage de refléter au mieux le comportenenivo de HCV au niveau de la cellule,
ces systemes n'ont donné que des résultats peodrggibles et n’ont permis qu’une faible
réplication ainsi qu’'une propagation virale limitée

HCV se transmettant par voie parentérale, des gtadalogues ont également été
menées sur des cellules mononucléées du sang (C\S)ravaux ont montré que HCV est
capable d’infecter et de se répliquer au sein deceiules (Cribier et al, 1995; Muller et al,
1993). Toutefois, les taux de production viraldestatrop faibles pour que ce modele puisse
servir a I'étude du cycle viral.

Enfin, des essais de propagation de HCV ont étéémavec différentes lignées
cellulaires. Les essais ont été realisés d’'une qartdes cellules dérivées de lymphocytes
humains T (MOLT-4 et MT2) et B (Daudi) (Hijikata at, 1995; Kato et al, 1995; Shimizu et
al, 1992) et d’autre part des lignées hépatocywdmd5H et Huh-7 (Kato et al, 1996; Seipp et
al, 1997). Ces travaux ont montré que les diff@gtignées sont permissives a une infection
par HCV. Cependant, avec ce type de méthode, &anide réplication est faible et difficile &

mettre en évidence.

2. Les réplicons sous-génomiques et génomiques

Les réplicons génomiques et sous génomiques ontétéloppés afin de pouvoir
étudier I'étape de réplication de HCV. Un réplicoanstitue une unité de réplication,
comportant au moins les protéines non-structuraéesssaires et suffisantes a la constitution
du complexe de réplication, et au plus l'intégéaldu génome de HCV, les protéines
structurales pouvant interagir avec tout ou pagtiecomplexe de réplication (Figure 20).
Cette unité de réplication est généralement pgoegeun ARN bicistronique. Un géne de
sélection, la plupart du temps un géne de résistanda néomycine, est placé sous la
dépendance de I'lRES HCV. A la suite de ce gén@ilettines de HCV sont placées sous la
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dépendance de I'IRES du virus de I'encéphalomyadwa(BEMCV) (Figure 20). Ces réplicons
sont capables de se répliquer efficacement audeeaellules de la lignée Huh-7 (lkeda et al,
2002; Lohmann et al, 1999).

EMCV

sImpeo—= 3 [§48] 5A | 58 [@%

IRES

EMCV
5‘:m%1c151| E2 [ 2] 3  K[48] 5A | 5B =3

(Adapté d’'aprés (Bartenschlager et al, 2003))
Figure 20 : Représentation schématique de réplicorde HCV.
Les réplicons sont constitués d’une séquence d’&Bdant un marqueur de sélection (ici est présengéme de
résistance a la néomycine) sous la dépendancéRteS’'de HCV puis d’'une séquence codant tout oupante
des protéines de HCV, placé sous la dépendanciRieSIde 'EMCV. Le tout est encadré par les régidnet
3'UTR de HCV.
Le réplicon sous-génomique (en haut) ne porte gusgdjuence codant les protéines NS3 a NS5B, alerseq

réplicon génomique porte la séquence codant I'ebkedes protéinede HCV.

La mise au point de cet outil a ainsi permis deéiner et de visualiser le complexe
de réplication viral, formé par les protéines NI8S6B (Moradpour et al, 2004b). Toutefois,
I'utilisation des réplicons génomiques demeure démpntaire ; les protéines structurales
peuvent en effet étre amenées a jouer un réleestaices étapes de la réplication du fait de
leurs interactions avec les protéines impliquéess dia formation du complexe de réplication
viral.

Les études menées avec l'outil réplicon ont perdiféérentes avancées. Ainsi,
certaines mutations d’adaptation a la culture tahe, influencant le niveau de réplication,
ont été sélectionnées (Blight et al, 2000; Kriegeral, 2001). Des cellules exprimant un
réplicon HCV ont été curées de celui-ci par l'adistiation de doses d’'IFNv a des
concentrations modérées. Cette approche a rendibfmta sélection de cellules hautement
permissives a la réplication de HCV permettant aréplicon de génotype la d’'étre plus
réplicatif sur ces cellules. Cette nouvelle ligmédulaire porte le nom de Huh7.5 (Blight et
al, 2002). Plus tard, elle fut utilisée pour praduile meilleurs titres infectieux du HCV de
génotype 2a (Zhong et al, 2005).

Cependant, ce systéme est confronté a un certaitbneode limitations. Ainsi, le
comportement du complexe de réplication viral seulitro ne reflete pas complétement le
comportement que peut avoir le virus au niveauadeeglicationin vivo. De plus les facteurs
liés aux conditions de culture peuvent égalememwirawe influence sur les observations

faites dans ce genre d’étude.
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3. Pseudovirions et virosomes

Une autre approche adoptée pour étudier I'entréevidus dans la cellule est de
produire du matériel particulaire mimant les paits virales HCV. Différents outils ont ainsi
été mis au point.

L’'un de ces systemes, appelé VLP (Virus Like Phagic(Baumert et al, 1998), est
basé sur l'utilisation de baculovirus recombinaotdtivés dans des cellules d’insectes et
exprimant les protéines structurales de HCV. Laction et la structure des protéines
structurales de HCV, I'assemblage et I'encapsidatie I'ARN viral ont ainsi pu étre abordés
par cette approche (Choi et al, 2004; Clayton eP@02; Zhao et al, 2003). Cependant, les
cellules d’insectes ne se comportent pas de la nrmdaméere que les cellules de mammiferes,
notamment au niveau de la glycosylation. Ainsijecel, essentielle au bon repliement des
protéines d’enveloppe, impliguéees dans I'entréevidis, et prodiguant un réle protecteur
vis-a-vis des anticorps neutralisants (Goffardl,e2@05; Helle et al, 2007), ne produit pas les
mémes modifications chez les insectes que chem&smiferes. Ce qui introduit un biais
important dans ce modéle d’étude.

Des virus pseudotypés du VSV (virus de la stomatésiculaire) exprimant les
glycoprotéines E1 et E2 de HCV ont été mis au p@nainocore et al, 2002; Lagging et al,
1998; Matsuura et al, 2001). Cependant, la encerejodele crée un biais important pour les
études a venir du fait de I'absence des domairsimembranaires des glycoprotéines de
HCV. En effet, il a été montré que ceux-ci jouaientrfle essentiel dans I'’hétérodimérisation
de E1 et E2 et dans I'entrée du virus (Ciczord,2(05; Ciczora et al, 2007).

Un autre modeéle reposant sur l'utilisation d’un ligg du virus de la forét de
Semiliki (SFV) et exprimant les protéines struckesade HCV (Blanchard et al, 2002), a
permis d’étudier les étapes initiales du bourgeorerd. Par la suite, la formation de
particules virales au niveau du Rpw@étre observée grace a cet outil (Roingeard e0au1).
Mais ce modele ne conduisait pas a la productiopadécules infectieuses.

Enfin, une approche alternative, développée damsitiel’étudier les phases précoces
de l'entrée virale, a été élaborée en incorporast dlycoprotéines E1 et E2 au sein de
vésicules lipidiques de type liposome (Lambot et2802). Cependant, ces virosomes sont

difficiles a produire et leur utilisation en est farestreinte.
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4. Les particules rétrovirales pseudotypées HCV

La mise au point des différents outils décrits pdeaznment a ouvert la voie a une
avancée importante en 2003. En effet, plusieurdpéguont rapporté [|'élaboration de
particules rétrovirales pseudotypées avec les phptéines d’enveloppe de HCV, les
HCVpp. Il s’agit de particules virales constituéesla capside d’un rétrovirus (MLV ou HIV)
portant les glycoprotéines d’enveloppe E1 et EHA& a sa surface et renfermant un ARN
portant un géne rapporteur (GFP ou Luciférase)t@Bah et al, 2003b; Drummer et al, 2003;
Hsu et al, 2003). Par cet outil, les étapes ddréende HCV dans les cellules cibles ont pu
étre abordées (Figure 21).

La production de HCVpp passe par la transfectioraliles embryonnaires de rein
humain, les HEK-293T, par trois vecteurs d'expmssiLe premier vecteur exprime les
glycoprotéines E1 et E2 de HCV, le second exprieseprotéines codées par les gegesgpet
pol du rétrovirus utilisé, alors que le troisieme cobeARN viral portant un géne rapporteur
flanqué de deux séquences LTR (Long Terminal R¢p€at ARN sera encapsidé dans les
HCVpp car il est le seul a posséder la séquenagcdpsidation du génome rétroviral. Une
fois les cellules HEK transfectées par ces 3 vestdiexpression, les HCVpp seront secrétées
dans le milieu de culture cellulaire (Figure 21p transduction du géne rapporteur aux
cellules hotes dépend des glycoprotéines de HCSeptés a la surface des particules. Le
génome rétroviral recombinant, une fois libéré dasscellules infectées, s’intégrera ensuite
au génome de celle-ci. La quantification de I'esgien du géne rapporteur permet alors
d’évaluer l'infectiosité des pseudo-particules Msa(Bartosch et al, 2003b; Drummer et al,
2003; Hsu et al, 2003) et donc de définir qu’ellest les cellules les plus permissives a ces
particules.

Le tropisme préférentiel de ces particules pour tetlules hépatiques, leur
neutralisation spécifique par des anticorps momal@ neutralisants (Bartosch et al, 2003a;
Bartosch et al, 2003b; Lavillette et al, 2005b; Mieu et al, 2005), en ont fait un des outils le
plus proche des particules virales de HCV. Outetutle des différentes étapes d’entrée de
HCV, ce modéle a également contribué a mieux o@riger les récepteurs potentiels de HCV
ainsi que les mécanismes liés a I'entrée du viBertésch et al, 2003c; Blanchard et al,
2006).

Toutefois, il est a noter que ce modele ne refhete totalement le comportement du
HCV. Au niveau de I'assemblage des particules,egample, la ou pour le HCV cette étape
dépend des VLDL (Huang et al, 2007a), 'assembldge HCVpp semble étre associé aux
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corps multivésiculaires (Sandrin et al, 2005). @Qeapnfine cet outil a I'étude de I'étape de
I'entrée virale.

Plasmide 2

CMV gagpol
Plasmide 1 N—
PBS
\ / PPT

Transfection de cellules 293T

Reverse ¢
Transcriptase

Glycoprotéine d’enveloppe
E1 et E2 de HCV

ARN codant le
géne rapporteur

Capside

Intégrase

Infection de cellules hépatocytaires

Analyse de I'’expression du gene rapporteur

Figure 21 : Représentation schématique de la prodtion de HCVpp.
Trois vecteurs d’expression sont utilisés pourdfacter des cellules HEK-293T. Le premier codepledéines
d’enveloppe E1 et E2 de HCV. Le second exprimepfeséines codées par les gégeg et pol d’'un rétrovirus
(MLV ou HIV) (Matrice, Capside, Nucléocapside, Frate, Reverse Transcriptase, et Intégrase). Laeedern
exprime le génome rétroviral contenant un geneadppr.
Le génome rétroviral contient les séquences néicessa la reverse transcription et a I'intégratden I’ADN
proviral dans le génome de la cellule héte (LTRSPBPT). Les protéines de matrice, capside et ocafiside
permettent I'encapsidation de ce génome viral geicsignal d’encapsidatiop, I'assemblage de la particule
rétrovirale et son bourgeonnement au niveau deelaltnane plasmique.
Les particules rétrovirales HCVpp portant a leufaee les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sentétées
dans le surnageant de culture des cellules traBsfec Elles seront utilisées pour infecter desuledl
hépatocytaires. Les cellules ainsi infectées imtdigle géne rapporteur au sein de leur génomee grdaction
de la reverse transcriptase et de lintégrase. Dés I'expression de ce gene permettra de quantifi
I'infectiosité de ces HCVpp.
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5. Production de particules HCV en culture cellulaire

La plus grande avancée en terme d’étude de HCM fmise au point d’'un systeme de
propagation de HCV en culture cellulaire en 200&pé&¢ HCVcc) (Lindenbach et al, 2005;
Wakita et al, 2005; Zhong et al, 2005). Cet owgtl leasé sur la transfection d’un génome viral

infectieux au sein de cellules d’hépatocytes.

a) Elaboration du systéme HCVcc

La mise au point de ce systéme débute en 2001, lavetonage d’'un isolat de
génotype 2a de HCV, provenant d’un patient japoatieint d’'une hépatite fulminante. Cette
souche a été baptisée JFH-1 (pour Japanese Fulnhiepatitis-isolate 1) (Kato et al, 2001).
Des réplicons subgénomiques ont été construitsté pa cet isolat. Il s’est avéré que ces
réplicons étaient capables de se propager efficagesur les cellules Huh-7 sans mutations
d’adaptation (Kato et al, 2003), comme ce fut le paur d'autres réplicons (Blight et al,
2000; Krieger et al, 2001). Partant de cet isoldquipe de Wakita a cloné 'ADN
complémentaire de l'intégralité du génome viral JEHsous la dépendance du promoteur T7
au sein d’'un vecteur, et permettant ainsi de pegdargénome viral par transcriptionvitro.
Une fois I’ARN viral du JFH-1 préparé, celui-ci @ésansféré dans les cellules de la lignée
Huh-7 par électroporation. Le surnageant de cultiest alors révélé infectieux sur des
cellules Huh-7 naives indiquant sa propagation @ture cellulaire (Wakita et al, 2005)
(Figure 22). En parallele, d’autres groupes ontpoaie que l'utilisation d’une chimere
intragénotypique, entre la souche J6 et la souERel] permettait également de reproduire le
cycle viral complet de HCVh vitro (Lindenbach et al, 2005).

Les HCVcc se sont révélés infectieux sur des hégtas primaires humains, sur les
modéles animaux tels que le chimpanzé ou la sdunsanisée. Par ailleurs, des cellules
Huh-7 naives ont été réinfectées par le sérum itlepeimzé infecté a partir de HCVcc produit
in vitro (Lindenbach et al, 2006; Molina et al, 2008; Wakét al, 2005). En outre, les
particules virales ont été neutralisées par desaps dirigés contre E2 ou par des sera de
patients infectés (Lindenbach et al, 2006; Wakital ,e2005; Zhong et al, 2005).

Les propriétés biophysiques des particules viralesi produites ont été analysées et
se sont révélées analogues aux propriétés desyestisolées de patients ou de chimpanzé.
Le diametre des particules a été évalué entre S8beatm, grace a des observations par
microscopie électronique. De plus, leur densité vestable, mais le pic spécifique lié a
I'infection est situé entre 1,09 et 1,11 g/ml (Lémibach et al, 2006; Wakita et al, 2005; Zhong
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et al, 2005). Ces patrticules sont souvent assoaid®etipoprotéines qui modulent leur densité
et par extension leur sécrétion et leur infect@giChang et al, 2007). Enfin la taille des
particules intracellulaires semble équivalente Besedes particules extracellulaires, leur

densité étant toutefois différente (Gastaminzd, &006).

Promoteur T7

Plasmide contenant
I’ADNc

Transcription In Vitro

l

ARN HCV

Electroporation

Production de particules

A Infection de cellules i
virales Infection de cellules

naives naives
Figure 22 : Représentation schématique du principde production de HCVcc.
L’ADNc du génome HCV est porté par un plasmide seudépendance du promoteur T7. L’ADN est ensuite
transcritin vitro en ARN viral grace a la T7 RNA polymérase. Cet ABSt ensuite électroporé au sein de
cellules de la lignée hépatocytaire Huh-7. Lesubedl transfectées sont alors capables de prodes@alticules
virales infectieuses du HCV. Les particules viralesrétées dans le surnageant de culture sontleapab
d’infecter des cellules naives. Cette infectionnpesralors d’étudier le cycle viral complet. Enfirest possible
d’'amplifier le stock viral par la réalisation d'adtions successives.

b) Amélioration des HCVcc

En raison du faible titre viral, différentes métbednt été utilisées en vue d’améliorer

la production et linfectiosité des particules s La lignée hautement permissive a la
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réplication du réplicon 1a (Blight et al, 2002) t& énitialement utilisée pour améliorer la

production virale du JFH-1. Il a été montré quehdte permissivité de cette lignée a la
réplication virale serait liee a une altérationlaleroie de signalisation antivirale lié a RIG-I

qui serait mutée au sein des cellules Huh7.5 (Semgttal, 2005). Des titres infectieux plus
conséguents sont ainsi obtenus sur ces cellulescpaparaison aux cellules Huh-7

(Lindenbach et al, 2005). Cette production est aré# en utilisant la lignée Huh-7.5.1

dérivée de la lignée Huh-7.5 (Zhong et al, 2005).

Une autre approche utilisée a été I'intégratioiABNc du JFH-1 dans le génome de
cellules Huh-7 pour produire le HCV de maniere titutsve les particules virales (Cai et al,
2005).

Enfin, d’autres groupes ont réussi a améliorertte viral en réalisant des infections
successives sur des cellules Huh-7 naives, grasaraageant prélevé a partir des cultures de
cellules transfectées, puis infectées (Delgrangd, @007; Zhong et al, 2005). Cette méthode
permet de sélectionner, amplifier et stabiliser megations d’adaptation du virus a la culture
cellulaire. Par la suite, la réintroduction des atiohs d’adaptation dans le génome viral
parental a permis d’augmenter de facon signifieatimfectiosité de HCV (Delgrange et al,
2007).

c) Chiméres intergénotypiques et HCVcc

L’isolat JFH1 de génotype 2a a été la premiere lsowirale capable de se propager
en culture cellulaire. Depuis, 'ARN de génotype dialb se sont révélés étre également
infectieux en culture cellulaire (Pietschmann eR809; Yi et al, 2006). Malgré de nombreux
efforts, les titres infectieux de ces virus HCVtees tres modestes. Ainsi, pour mieux étudier
les génotypes du HCV, différents groupes ont aotsepris la construction de chimeres intra
ou intergénotypiques de HCV pour surmonter cett@tdition au génotype 2a. Ce type
d’approche était envisageable car des recombiiatetgénotypiques avaient été identifiés au
sein de patients chroniquement infectés par HCVatfdlcharya et al, 2011; Kalinina et al,
2002; Morel et al, 2010). Il a été suggéré queype de recombinaison survenait lors de la
synthése du brin négatif (Kalinina et al, 2004).

Le premier virus chimérique, de génotype 2, fut rais point par le groupe de
Lindenbach. Il a été construit en substituant seald la région codant les protéines de
capside a NS2 de la souche JFH1 par celle de ui6deénix de génotype 2 (Lindenbach et al,
2005). Cette chimere se réplique correctementastyir des virus infectieux a des titres plus
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élevés que le JFH-1. Les virus chimériques produnitgitro a partir de cette construction
infectent également le chimpanzé et la souris hisgar(Lindenbach et al, 2006).

Différentes chimeres intergénotypiques ont aloéscénstruites en gardant le pouvoir
réplicatif du JFH1 mais en substituant la régiors g@eotéines de structure jusqu’'a NS2
(Gottwein et al, 2007; Gottwein et al, 2009; Jensteal, 2008; Kato et al, 2007; Koutsoudakis
et al, 2006; Pietschmann et al, 2006; Pietschmarah, 2009; Scheel et al, 2008; Yi et al,
2007).

Cependant, la propagation de certaines d’entre-eleessite souvent une adaptation
en culture cellulaire, ce qui suggeére la séleaiemutations plus adaptées pour ces chimeéres.
C’est le cas pour la chimére 1a/JFH-1 (souche HJFE-1), pour laquelle la mutation de la
Glutamine en position 1251 vers une Leucine (Q125ituée dans la protéine NS3) améliore
de maniere significative I'infectiosité de cettarohre (Ma et al, 2008; Yi et al, 2007). Par la
suite, d’autres études ont montré que des mutatibadaptation, situées a différentes
positions des génomes recombinants, étaient imgeggour I'adaptation et la propagation
de chimeres intergénotypiques construites a pdetidifféerents génotypes (Gottwein et al,
2009; Ma et al, 2008; Scheel et al, 2011; Yi et 2007). Certaines de ces chimeres
intergénotypiques infectent et se propagent audesnmodeles animaux du chimpanzé et de
la souris, comme c’était le cas pour la chiméreag#notypique J6/JFH-1 (Bukh et al, 2010;
Pietschmann et al, 2009).

La mise au point des recombinants de HCV est ummade importante. Ce type
d’outils permet en effet d’étudier le comportemdas particules virales issues de différents
génotypes face a différentes molécules antiviraladyien encore d’étudier leur réactivité vis
a vis des anticorps neutralisants. Cependant, talugtion virale pour ces chimeres

intergénotypiques demeure encore pour le momenérédedMeuleman et al, 2011).

d) Particularités de la souche JFH-1

La souche JFH-1 est apparentée au génotype 2an@aypdes séquences de certaines
parties de son génome dérivent par rapport auxesegs associées aux autres souches de
génotype 2a, notamment les régions non-codant®&s en3’, ainsi que les séquences codant
les protéines core, NS2 et NS5A (Kato et al, 20003gu'a présent, seule la souche JFH-1 se
propage efficacement en culture cellulaire. Commpligué précédemment, différentes
stratégies permettent de propager des particulakesiapparentées a d’autres génotypes dans

le systeme HCVcc., la condition étant de conselereomplexe réplicatif NS3-5B du JFH-1,
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ou au moins la protéine NS3, ainsi que la régidenalde NS5B jusqu'a la fin du génome
HCV (Murayama et al, 2007).

Des études récentes montrent que la particulanitéFH-1 réside en partie au niveau
de sa polymérase, NS5B (Schmitt et al, 2011; Sanital, 2009). En effet, la structure de la
polymérase de cette souche est moins lache quesesogues. Ceci est di a la présence de
certains résidus divergents a des endroits clés geotéine, ayant pour effet de modifier
légerement la conformation spatiale de la protéM85B gagne ainsi en stabilité sur les
molécules d’ARN, permettant alors au complexe oapii du JFH-1 d’étre bien plus efficace
gue ses homologues des autres souches, au moisdedapsteme HCVcc (Simister et al,
2009). Une étude a montré que la substitution degésidus clés au sein de la protéine NS5B
de la souche J6 permettait d’obtenir une réplicatiossi bonne voire meilleure que celle de la
protéine NS5B du JFH-1 (Schmitt et al, 2011).

V. Le cycle viral

Le virus de I'Hépatite C possede un tropisme pasfel pour les cellules hépatiques.
Son cycle viral, tel gu’il est envisagé a I'heuretuglle, repose essentiellement sur des
analogies faites avec les virus de la méme fanulilesi que sur les observations réalisées
grace aux différents modeles élaborés ces derraareses.

La premiére étape, lors de linfection par le H@ét un attachement du virus a la
surface des cellules cibles. Le HCV interagit awieers facteurs d’entrée avant son
internalisation par un processus d’endocytose ritgre de la clathrine (Blanchard et al,
2006). La fusion de I'enveloppe de la particulealdr avec la membrane de I'endosome
permet ensuite la décapsidation et la libérationgdnome viral dans le cytoplasme. Le
génome HCV étant porté par un ARN de polarité pasiil sera ainsi directement traduit par
la machinerie cellulaire et les protéines viralasen résulteront participeront a la réplication
du génome viral et a 'assemblage des particuless, Raprés encapsidation du matériel
génétique, les nouvelles particules infectieusesnsaelarguées par la cellule héte (Figure
23).
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Maturation
Egress

Viral proteins

(D'apres (Tews et al, 2010))
Figure 23 : Représentation schématique du cycle df de HCV

Dans un premier temps le virus se lie a la surféeda cellule cible grace a son interaction avex dieers
facteurs d’attachement et d’entrée. Le virion estuée internalisé par une voie d’endocytose dépetedde la
clathrine. Une fois dans la cellule, I'enveloppealg fusionne avec la membrane endosomale ce cgneud la
libération de I'ARN viral dans le cytoplasme. L’AR#e HCV sert alors a la synthése des protéinetesiiau
niveau du RE. Cet ARN est aussi utilisé comme matpiour la réplication du génome viral, en paspantun
intermédiaire brin négatif. Les protéines strudesaservent ensuite a l'assemblage de nouvelletscplas
virales. L'assemblage et I'encapsidation sont désaeux gouttelettes lipidiques. Enfin les viri@mit secrétés
en dehors de la cellule.
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A. Attachement et entrée dans les hépatocytes

La premiere étape lors de l'infection par le HCVY lkasreconnaissance de différents
facteurs d’entrée qui déterminent la cellule citdéns laquelle le virus se propagera. Au fil
des études menées sur HCV, il a été montré quademu virus dans la cellule s’effectue
d’abord par une interaction avec des facteurs athgment tels que les lectines, les
glycosaminoglycanes ou les récepteurs aux LDL paisune reconnaissance des différents
récepteurs spécifiques du HCV, caractérisant amsitropisme (Figure 24).

Jusqu'a présent, quatre récepteurs cellulairegtérdécrits comme impliqués dans le
processus d’entrée de HCV : CD81, SRBI, Claudireatudine.

1. Facteurs d’attachement

a) Les lectines

Les lectines DC-SIGN et L-SIGN sont situés so# &urface des cellules dendritiques
et des macrophages pour la premiére, soit a lacides cellules de I'endothélium bordant
les capillaires sinusoides du foie pour les secan@®zpendant il a été montré que des
interactions spécifiques existaient entre ces restiet la protéine E2, sous forme
recombinante, au sein de HCVpp, ou bien encore descparticules provenant de sera de
patients (Gardner et al, 2003; Lozach et al, 2004ach et al, 2003).

Ces lectines contribuent non seulement, en tanfapteur d’attachement, a capturer
et a concentrer le HCV dans le foie, mais elleemegalement un réle dans I'infection des

cellules T du systéme immunitaire.

b) Les glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes, présents a la surfaceelades, représentent souvent un
premier site de fixation pour beaucoup de virugmpdesquels on retrouve de nombreux
membres de la famille dédaviviridae (pour revue (Spillmann, 2001)). Plusieurs travaux
utilisant les différents systemes d’étude de HC\htremt que I'’héparine, un homologue des
héparanes sulfates, et I'héparinase, capable dadkigles héparanes sulfates présents a la
surface des cellules, inhibent I'adsorption de H@¥4rth et al, 2003; Barth et al, 2006; Basu
et al, 2007; Morikawa et al, 2007). D’autres glymogmoglycanes ne semblent pas, par contre,
avoir d’effet inhibiteur.

L’interaction entre les particules virales et lek/cgsaminoglycanes n’est pas

clairement établie. Toutefois les glycoprotéinesndeloppe de HCV associées aux particules
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virales infectieuses, secrétées ou présentes audssicellules infectées, interagissent avec
I'néparine (Vieyres et al, 2010). De plus la comation dans la région HVR1 de résidus
chargés positivement laisse a penser que cetteiztamagirait avec les glycosaminoglycanes,
qui sont des molécules chargées négativement (Retnal, 2001). Une autre hypothese
concernant l'interaction entre HCV et les glycosamgiycanes serait que celle-ci se déroule

de maniére indirecte par I'intermédiaire d’'une aydrotéine.

c) Le récepteur LDL

Les particules virales de HCV sont associées auk €DVLDL dans le sérum des
patients (Andre et al, 2002). Ainsi, le récepteux 4 DL a été suggéré comme facteur
d’attachement de HCV (Lavillette et al, 2005b). &fet, il a été montré que I'infection par
HCV provenant de sera de patients infectés powtsetinhibée par I'utilisation d’anticorps
dirigés contre: les LDL, les VLDL, le récepteur xal.DL, ou bien encore les
apolipoprotéines B ou E (Agnello et al, 1999; Maliet al, 2007). Par la suite, il a été montré
gu’il existait une corrélation entre I'accumulatid/ARN viral dans les hépatocytes primaires,
I'expression du LDL-R et I'entrée des LDL (Molina &, 2007). Enfin, il a été suggéré que
I'interaction de E2 avec les lipoprotéines augmeitd’affinité de HCV pour le LDL-R
(Wunschmann et al, 2006).

2. Facteurs d’entrée

a) Le récepteur CD81

L'utilisation de la forme soluble de E2 a permisddhtifier CD81 comme l'un des
facteurs d'entrée de HCV (Pileri et al, 1998). laderde ce récepteur dans le processus
d’entrée de HCV été confirmé par I'utilisation drgils HCVpp et HCVCcc.

Tout d’abord, il a été montré que l'utilisation dtecorps anti-CD81 ou de formes
solubles de la large boucle extracellulaire de Cib8ibent I'entrée des HCVpp (Bartosch et
al, 2003c; Cormier et al, 2004; Hsu et al, 2003p&da et al, 2007) ou des HCVcc (Kapadia
et al, 2007; Lindenbach et al, 2005; Wakita eR805; Zhong et al, 2005). L'entrée du virus
dans la cellule est également perturbée si I'egpvasde CD81 est réduite par des ARN
interférents (Koutsoudakis et al, 2007; Zhang et28l04a). Par ailleurs, des expériences
menées sur des souris humanisées révélent quenteorps anti-CD81 protégent de
I'infection par HCVin vivo (Meuleman et al, 2008). De plus, I'expression picioe de CD81

dans les cellules HepG2, résistantes a l'infecpan HCV, restaure l'infectiosité du HCV
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dans ces cellules et constitue une autre preuVargmrtance de CD81 pour I'entrée du virus
(Cormier et al, 2004; Lindenbach et al, 2005). &nfi a été montré que CD81 intervient
apres l'attachement de HCV sur ses cellules ciffesitsoudakis et al, 2006). Toutes ces
informations soulignent ici le réle majeur que jaLib81 dans le processus d’entrée de HCV
au sein des cellules hépatiques.

CD81 appartient a la famille des tétraspanineggpres connues pour s’organiser en
réseau et posseder des protéines partenaires. désnpartenaires connu de CD81 est la
protéine EWI-2. Une étude a montré qu’'une formeédid’EWI-2, appelée EWI-2wint (pour
EWI-2 without its N-Terminus), bloque I'entrée d€W dans les cellules (Rocha-Perugini et
al, 2008). La forme EWI-2wint est présente dansndmbreuses lignées cellulaires, mais
EWI-2 n'est exprimée dans les hépatocytes que sausrme complete. Cette étude est la
premiere qui montre que l'absence d'un facteur tiégat importante pour le processus
d’entrée de HCV.

b) Le récepteur SR-BI

Le récepteur scavenger de classe B et de type $R8I) a été identifié comme un
facteur d’entrée potentiel de HCV grace a l'utiisa de formes solubles de la protéine E2
(Scarselli et al, 2002). Ensuite, les HCVpp et HECWnt permis de démontrer le réle de ce
récepteur dans I'étape d’entrée de HCV dans ldslesl

L'utilisation d’anticorps anti-SR-BI, tout comme t&duction de I'expression de ce
récepteur par des siRNA, permet d’inhiber linfeatipar le HCV, ce qui souligne son
implication dans le processus d’entrée du virugt(®ah et al, 2003c; Kapadia et al, 2007,
Lavillette et al, 2005b; Zeisel et al, 2007). Daiglil est possible de rendre des cellules
d’hépatome de rat, ou des cellules épithéliales dies, sensibles a linfection par des
HCVpp, au moyen de I'expression ectopique de SRuBEein de ces cellules (Dreux et al,
2009).

SR-BI est un récepteur impliqué dans le transfert@htenu lipidique des différentes
lipoprotéines au sein des cellules. Méme si le edlect de SR-BI dans I'entrée de HCV n’a
pas été complétement élucidé a ce jour, il a étatm@dal’une part que la présence de HDL
facilite I'entrée de HCV dans ses cellules ciblés un mécanisme dépendant de SR-BI
(Dreux et al, 2006; Voisset et al, 2005). D’autagtpdes études ont souligné que ce récepteur
intervient apres l'attachement des particules egabh la cellule, et avant que HCV

n’interagisse avec CD81 (Zeisel et al, 2007).
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c) La protéine de jonction serrée Claudine

Partant du constat que les récepteurs SR-Bl et C&8i nécessaires mais pas
suffisants pour I'entrée de HCV dans ses celluietes, la question a été soulevée de la
participation d’autres facteurs a ce processustien La protéine des jonctions serrées
Claudine-1 (CLDN-1) fut alors identifiée comme atifeur nécessaire a I'entrée de HCV, et
ce par I'expression d’'une banque d’ADNc constitaépartir de cellule hépatigue humaine
(Evans et al, 2007). Ainsi, I'expression de la CL-DNlans les cellules HEK 293T, cellules
réfractaires a l'infection par le VHC, bien que gédant les récepteurs SR-B1 et CD81,
restaurent I'infectiosité des HCVpp et HCVcc (Evatsl, 2007). De plus, le fait de réduire
I'expression de cette protéine dans les celluldsARipeut amener a inhiber I'infection de ces
cellules (Evans et al, 2007). Finalement, l'utiisa d’anticorps dirigés contre CLDN-1
permet également de bloquer I'infection par HCVigiger et al, 2010).

La protéine CLDN-1 appartient a une famille de 2¥mposés impliqgués dans la
formation des jonctions serrées et d’autres memiieesette famille sont capables de rendre
les cellules HEK 293T permissives a l'infectionsiagit des CLDN 6 et 9 (Meertens et al,
2008; Zheng et al, 2007). Néanmoins, ces protéigesont pas exprimées par les lignées
hépatocytaires sensibles a I'infection par HCV. I@x retrouve par contre dans les cellules
mononucléées du sang (Zheng et al, 2007).

CLDN-1 est principalement localisée au niveau dastacts cellule-cellule. Elle se
situe, s’agissant des hépatocytes polarisés, pafenent au niveau des jonctions serrées
(Yang et al, 2008). Certaines études indiquentl gaxiste des interactions CD81/CLDN-1
pouvant amener a la formation de complexes engreleex protéines et jouant un role dans le
processus dentrée de HCV (Harris et al, 2010; isleet al, 2008). D’autres travaux ont
montré qu’'une fois que l'association entre les gpyotéines d’enveloppe et CD81 est
effectuée, le complexe CD81/virus subit une migratvers les jonctions serrées avec
CLDN-1 (Brazzoli et al, 2008). Ces observations gaagnt que CLDN-1 est impliquée
tardivement dans le processus d’entrée de HCV.nEog corécepteur aurait aussi un role

important dans le processus de transmission déedllcellule de HCV (Timpe et al, 2008).

d) La protéine de jonction serrée Occludine

Un quatrieme facteur d’entrée pour HCV a été récenindentifié. L'expression
d’'une banque d’ADNc dans des cellules murines anjged’identifier ce facteur : il s’agit de
I'Occludine (OCLN), une protéine des jonctions ées (Ploss et al, 2009). Ce récepteur
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interagit avec la glycoprotéine virale E2 et la ohiation de son expression par des siRNAs
inhibent l'infection par HCV (Liu et al, 2009). Cane CLDN-1, OCLN est une protéine des
jonctions serrées ; elle interviendrait donc a étape tardive du processus d’entrée de HCV
(Benedicto et al, 2009), probablement lorsque tespiexes virus/récepteurs se regroupent au
niveau de ces jonctions. Cette protéine pourraélefgent jouer un réle majeur dans la
transmission du virus par contact cellule-cell@eéek et al, 2011).

L’Occludine est une protéine trés exprimée danscédkiles hépatiques. Elle existe
sous différentes formes, mais seules les OCLN pasgsde domaine protéique MARVEL
permettent I'infection par HCV (Kohaar et al, 201Dgs études menées sur I'entrée de HCV
dans des cellules humaines et murines indiquenSgu8! et CLDN-1, que leur origine soit
murine ou humaine, permettent l'infection, alore geules les formes humaines de CD81 et
OCLN sont nécessaires pour le processus d’entteelGY/ (Ploss et al, 2009). Cependant, la
mutation de deux résidus de 'OCLN murine vers celex'OCLN humaine, permet de
restaurer l'infectiosité du HCV (Ciesek et al, 2D1Ainsi OCLN contribue a la spécificité

d’espéce et au tropisme du HCV.

3. Internalisation des particules virales

Lorsque les particules virales se sont attachdascaéllule puis gu’elles se sont fixées
sur leurs facteurs d’entrée, les complexes virasfiteurs sont dirigés vers les protéines des
jonctions serrées. CLDN-1 et OCLN interviennentralpour faciliter I'internalisation des
particules virales (Benedicto et al, 2009; Brazeolal, 2008) (Figure 23 et Figure 24). Celle-
ci se déroule ensuite en suivant la voie d’endsey/ttependante de la clathrine (Blanchard et
al, 2006; Meertens et al, 2006). Ceci fut suggérérasers plusieurs observations de
dépendance au pH de I'entrée des HCVcc et HCVmega I'utilisation d’inhibiteurs de
I'acidification des endosomes (Bartosch et al, 20@anchard et al, 2006; Hsu et al, 2003;
Koutsoudakis et al, 2006; Meertens et al, 2006@liutilisation de siRNA dirigés contre la
clathrine et inhibant 'entrée de HCV dans sesubedl cibles (Blanchard et al, 2006; Meertens
et al, 2006).
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Figure 24 : Représentation schématique de I'entrége HCV dans ses cellules cibles
L’attachement des particules virales a la cellslefacilité par I'interaction entre les glycoprotés d’enveloppe
et les glycosaminoglycanes (GAGSs) et le LDL-R. Wois les virions attachés, le processus d’entrégéseule
de maniéere séquentielle, la particule interagissant a tour avec les récepteurs SR-Bl, CD81, CLDdt1
OCLDN. La particule virale est alors internaliséa un processus d’endocytose dépendant de laiclattEnfin
I'enveloppe virale fusionne avec la membrane delosomes, aprés leur acidification, et libére dmgiénome
viral dans le cytoplasme.

4. La fusion

Une fois que les particules virales sont interéaléss le virus fusionne avec la
membrane de I'endosome pour libérer son génome ldaogtoplasme de la cellule. Cette
fusion a lieu dans les endosomes précoces (Kowkaudt al, 2006; Meertens et al, 2006) et
dépend du pH de ces mémes endosomes (Figure 24)o@breux virus enveloppés sont
sensibles au changement de pH et sont inactivéarpmitement acide. Ce n’est pas le cas
pour le HCV. Cela suggére que des évenements amemi entre I'attachement et
I'acidification des endosomes précoces incitent festicules virales a adopter une
conformation spatiale les rendant sensibles au ldeeftens et al, 2006; Tscherne et al,
2006). Le seuil minimum observé pour la fusion akescendosomes est a un pH de 6,3. Un
optimum a pH 5.5 est atteint lorsque le processugudion concerne les liposomes ou les

HCVpp (Haid et al, 2009; Lavillette et al, 20061 Ee qui concerne les HCVcc, et dans les
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expériences de transmission de virus de cellukdlale, 'optimum est atteint pour des pH de
5 et moins (Haid et al, 2009; Kobayashi et al, 200&villette et al, 2006) (Figure 23 et
Figure 24).

Différents facteurs interviennent également pouduoher cette étape du cycle viral.
Ainsi, le processus de fusion est dépendant dentgérature. Ceci est observé grace a des
tests de fusion réalisés entre des HCVpp ou desdd@Y des liposomes. A 4°C aucune
fusion n’est observée. De plus, dans ces testmélsence de récepteurs ou de protéines a la
surface des liposomes n’est pas nécessaire (Haatl 8009; Lavillette et al, 2006). Il est
montré également que le cholestérol facilite laiofus(Haid et al, 2009). Les protéines
d’enveloppe E1 et E2 prennent également une pavieatans ce processus. Ainsi, la région
de E1, correspondant aux aa 270 a 284, et deuan®gie E2, correspondant aux aa 416 a
430 et 600 a 620) participent de ce mécanisme (efaad, 2009; Lavillette et al, 2007). De
plus, certaines mutations au niveau des domaimesrtrembranaires de ces glycoprotéines
peuvent perturber cette étape de fusion (Ciczoed, &007). Enfin, une étude suggere le role
des microtubules dans I'étape d’entrée de HCV (Raotl et al, 2009). Ceux-ci seraient
impliqués dans I'acheminement des particules \graiers les sites de fusion, puis dans les

évenements suivant la libération de la nucléocapsahs le cytoplasme de la cellule hote.

B. La synthese des protéines virales

1. Traduction du génome viral

Le génome de HCV est codé par un ARN simple brinpderité positive. Il se
comporte de maniere analogue a un ARN de type mes$ARNmM) une fois qu’il est libéré
dans le cytoplasme de la cellule héte. L’ARN vicalde un seul cadre ouvert de lecture
flanqué de deux extrémités non-codantes, situées’ eh 3'. Le génome viral est ensuite
traduit directement par la machinerie cellulaira.ttaduction est initiée grace au site interne
d’entrée des ribosomes (IRES), situé dans la rédgibmon-codante de I'ARN viral
(Tsukiyama-Kohara et al, 1992; Wang et al, 1993).sbus-unité 40S du ribosome se fixe
ainsi au niveau du codon d'initiation AUG. Par lats, le facteur d'initiation elF3 I'’ARNt
initiateur ainsi que le facteur elF2 et la GTP s@arutés. La sous-unité 60S est finalement
recrutée grace a I'hydrolyse du GTP ; cette deeniérape de l'initiation conduit a la
formation du complexe de traduction complet (Jiakt 2004; Otto & Puglisi, 2004),
permettant ainsi a la traduction de débuter. llzesbter que la région 3’ non-codante peut
jouer un r6le régulateur au niveau de la traductiorgénome viral (Murakami et al, 2001;
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Song et al, 2006). Finalement, la synthése et lanmai@on de différentes protéines virales sont

en relation avec les membranes du RE.

2. Les protéines virales

Les protéines virales du HCV sont produites, aursale I'expression du génome
viral, par des clivages co- et post- traductionnkbs protéines structurales sont produites
suite a des clivages engendrés par des signaldpsps et des peptidases de peptide signal
d’origine cellulaire. Ces clivages ont lieu entes lprotéines C/E1, E1/E2, E2/p7 et p7/NS2
(Hijikata et al, 1991; McLauchlan et al, 2002). Rqurotéases virales sont responsables quant
a elles des clivages aboutissant a la productienpdetéines non structurales du HCV. Il
s’agit de la protéase NS2, qui assure le clivageeddS2 et NS3 et de la protéase NS3, qui
associée a NS4A, assure les clivages entre lestipest NS3/NS4A, NS4A/NS4B,
NS4A/NS5A et NS5A/NS5B (Grakoui et al, 1993a; Graiket al, 1993b; Hijikata et al,
1993a) (Figure 11).

C. La réplication du génome viral

L’ARN génomique de HCV est utilisé comme matricensladeux processus
indispensables au bon déroulement du cycle vieatéplication du génome et la synthese des
protéines virales. Le passage du premier de ceegsas vers le second semble dépendre des
régions non-codantes du génome de HCV, ainsi quedains facteurs viraux et cellulaires.
Les protéines non-structurales NS3 a NS5B constitieecomplexe de réplication (Lohmann
et al, 1999) qui est en étroite association aveariembranes cellulaires, comme c’est le cas
pour de nombreux virus a ARN positif. Les sitesréglication de 'ARN de HCV ont été
localisés au sein d’altérations des membraneslaieéig, organisées en réseau membranaire
ou « membranous web » (Gosert et al, 2003) etdisepratéine NS4B (Egger et al, 2002).

Le mécanisme complet de la réplication de HCV njes$ encore complétement
élucidé. Une chose est certaine, la réplicatiorH@Y nécessite la synthese d’'une matrice
d’ARN négatif, complémentaire du génome viral, setvensuite de matice pour produire de
I’ARN positif. Cette production est effectuée pas intermédiaires de réplication, formés d’
ARN double brins (Targett-Adams et al, 2008). Les$d’ARN positif néoformés peuvent
servir ensuite soit de matrice pour la productiemduvelles protéines virales, soit de matrice
pour la production de nouveaux intermédiaires gdiaation. A défaut, ils sont encapsidés

dans les nouveaux virions produits.
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L’initiation de la réplication dépend de linteramt entre la région X de I'extrémité
3'UTR, indifféremment de la polarité du brin servae matrice, des structures et séquences
particulieres du génome viral (Friebe et al, 20@)des facteurs cellulaires de I'héte. La
région 5’UTR est également impliquée dans cettpedtie la réplication (Friebe et al, 2001;
Kim et al, 2002). Ce type d’interaction permettiaitrecrutement des différentes protéines
virales impliquées dans la formation du complexegpdication.

Le role exact des différentes protéines viralesligjmges dans le complexe de
réplication n’est pas encore connu. Toutefoisdlmsnées actuelles ont permis de montrer que
la protéine NS3 est capable de désenrouler leststas secondaires et de séparer les doubles
brins d’ARN. La partie hélicase est adressée awanivdes membranes cellulaires par
I'intermédiaire de son cofacteur NS4A qui modulalément son activité protéasique (Kuang
et al, 2004; Pang et al, 2002; Wolk et al, 20003 ZhBriggs, 2011). Ces mémes membranes
cellulaires sont quant a elles réorganisées pamoliine NS4B en réseau membranaire (Egger
et al, 2002). Le niveau de phosphorylation de tagine NS5A permet ensuite de passer de la
phase de réplication a la phase de traduction (Agpal, 2005; Tellinghuisen et al, 2008a).
Cette protéine est capable de lier TARN (Huan@let2005) et d’interagir avec NS5B, lui
permettant ainsi de moduler directement I'activigéla réplicase et de contrdler le transport
des ARN vers les différents sites d’'intérét pourciele viral (traduction, réplication et
assemblage) (Appel et al, 2006; Shimakami et a4R0Enfin, la protéine NS5B porte
I'activité réplicase du complexe de réplicatiorest responsable de la synthese des nouveaux
brins d’ARN viraux.

Différents facteurs cellulaires sont également csn@ ce jour pour avoir une
influence sur le complexe de réplication et modalasi son activité, parmi lesquels :

- hVAP-A et hVAP-B (Evans et al, 2004; Hamamot@ket2005)

- Les cyclophylines (Chatterji et al, 2010; Kaub&t2009)

- La protéine kinase 2 (Kim et al, 2004)

- FKBP8 et Hsp90 (Okamoto et al, 2006)

- GBF-1 (Goueslain et al, 2010)

Ces différents facteurs cellulaires se sont touglés comme jouant un réle important

dans le processus de réplication.

D. L’'assemblage et la sécrétion virale
Les étapes finales du cycle viral de HCV sont Basklage et la sécrétion des

nouveaux virions. Ces deux étapes sont les moars décrites du cycle, du fait de I'absence,
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pendant longtemps, d'un systeme d’étude en culiehelaire. Elles ont commencé a étre
clarifiées depuis la mise au point du systeme HCVcc

1. Premiéres étapes de I'assemblage

Les gouttelettes lipidiques (GLs) ont été décritmsnme les sites privilégiés
d’assemblage des particules virales HCV (Miyanaalge2007). Le processus d’assemblage
nécessite d'ailleurs I'association entre la praéile capside et ces organelles. Cette protéine
est acheminée vers les GLs aprées avoir été magparégeux clivages successifs, nécessaires a
cet adressage (Depla et al, 2010; McLauchlan et2@02; Santolini et al, 1994). La
perturbation de l'association entre les GLs et tatgne de capside entraine une forte
diminution voir une inhibition compléte de la pration de particules virales, ce qui souligne
'importance de cette interaction (Boulant et @02; Depla et al, 2010; Shavinskaya et al,
2007).

Comme vu précédemment, I'ARN viral est synthétigéain du réseau membranaire,
dans des structures liées au RE (Egger et al, 2B02grt et al, 2003). L’association de
'ARN génomique de HCV aux protéines de capsideessentielle pour la formation de la
nucléocapside, et par extension pour la produdi®rparticules virales infectieuses. Ainsi,
'ARN doit étre acheminé vers les protéines de ichpsocalisées au niveau des GLs. A
I'heure actuelle deux hypotheses ont été suggéré@es expliquer le mécanisme permettant
cet acheminement de I'ARN vers les GLs. La premigypothese suggere que les GLs
pourraient étre recrutés au niveau des complexesrégéications GLs, par le biais
d’interactions entre la protéine de capside etngsrotubules (Boulant et al, 2008). La
seconde hypothése suggere quant a elle que c’esbniplexe de réplication qui serait
transporté vers les GLs via le réseau de microashgrace cette fois a des interactions entre
les protéines NS3 et NS5A avec la tubuline etirec{Lai et al, 2008). Dans les deux cas, il
est important de souligner que la protéine NS5/Aejon réle essentiel dans l'initiation du
processus d’assemblage (Appel et al, 2008; Masaltj 2008; Miyanari et al, 2007).

2. Role des protéines non-structurales dans I'assemiga

Les protéines non-structurales de HCV peuvents elgssi, jouer un role important
dans le processus d’assemblage des particuless/iffaigure 25). Ainsi, la protéine NS5A est
essentielle a la mise en relation de la capsidee d¥RN viral, mais également au
recrutement du complexe de réplication au niveasl @G&s (Miyanari et al, 2007). Le

domaine Ill de cette protéine possede des résihiises nécessaires a une bonne production
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virale. Il a en effet été montré que la mutationladélétion de ces aa inhibe I'interaction de
NS5A avec la capside et par extension I'interactied ARN viral avec la capside (Masaki et
al, 2008; Tellinghuisen et al, 2008a).

La protéine NS3 est également nécessaire a la fimmeéde la nucléocapside. Une
étude récente a en effet montré que la protéineagside sous forme dimérisée est capable
d’interagir avec NS3 au niveau des GLs (Mousseaal,62010). De plus, les études sur les
chimeres intergénotypiques ont permis de montrerlgyrésence de mutations d’adaptation,
au sein du premier domaine de la partie hélicash$i® est nécessaire a la production de
particules virales infectieuses (Ma et al, 2008gtval, 2007).

Différents travaux montrent également que NS2 wdet dans la production de
particules virales infectieuses et ce a une étagkve de 'assemblage (Dentzer et al, 2009;
Jirasko et al, 2008; Jones et al, 2007; Yi et @9). La mutation ou la suppression de cette
protéine n'empéche pas les protéines de capsid®, dlIBIS5A de s’associer correctement
avec les GLs ; toutefois, cela a pour effet d’erhpéda formation et la sécrétion de particules
virales infectieuses (Yi et al, 2009). De plustegirotéine est capable d’interagir aussi bien
avec les protéines structurales qu’avec les preséimon-structurales et colocalise fortement
avec les glycoprotéines E1 et E2. Ainsi, il estggrg que NS2 jouerait un role clé dans la
convergence des glycoprotéines et des particuledesi naissantes pour former des virions
infectieux (Ma et al, 2010; Popescu et al, 2011etval, 2009).

3. Rdle des lipides dans I'assemblage et la sécrétion

Il a été observé que les particules virales indeisties extra-cellulaires ont une densité
plus faible que les particules intracellulairesjeé les virions peuvent former des lipo-viro-
particules en s’associant avec les lipoprotéinasd(@ et al, 2002; Gastaminza et al, 2006).
Ces observations suggerent I'existence d’'un événedematuration lié aux lipides. Comme
les virus circulant sont associés a des VLDL rickasapolipoprotéine B et E (ApoB et
ApoE), il a été suggéeré que des mecanismes d’assgenboient communs aux VLDL et a
HCV (Andre et al, 2002; Chang et al, 2007; Gastamaiet al, 2006).

Les compartiments cellulaires liés a la réplicagbm I'assemblage de HCV montrent
la présence de I'ApoB, de I'ApoE et d’'un des factenécessaire a I'assemblage de ces
apolipoprotéines : la protéine microsomale de teahgou MTP) (Gastaminza et al, 2008;
Huang et al, 2007a). Plusieurs groupes ont essaydéterminer 'effet de ces différents

facteurs. Les données générées a ce jour présatdentésultats contradictoires quant a
limplication de la MTP, de I'ApoB (Gastaminza et 2008; Huang et al, 2007a) ou de
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I’ApoE (Benga et al, 2010; Jiang & Luo, 2009) démprocessus d’assemblage. Cependant, il
est certain que I'assemblage des VLDL joue un idlgortant dans I'étape d’assemblage des
virions de HCV (Figure 25).

Enfin, une étude récente a montré que des facieyniggues dans la formation et le
trafic des endosomes, les protéines Vps4 et ES@RB{rraient participer a la sécrétion des

particules virales infectieuses de HCV (Corlesal €2010).
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(D’'aprés (Tews et al, 2010))
Figure 25 : Modeéle d’assemblage des particules viles de HCV

Les particules virales commencent a étre assemblées le cytosol. La protéine de capside (ici amga
s’accumule au niveau des GLs. Les complexes deadipin sont également recrutés au niveau des @lL.des
interactions entre la protéine de capside et legpres non-structurales. Ceci amene a I'encapsidde I'ARN
génomique de HCV. Par la suite la nucléocapsidéoné@e bourgeonne au niveau de la membrane du RE, e
peut ainsi acquérir son enveloppe virale (compasdadmembrane du RE dans laquelle sont ancrées les
glycoprotéines E1 et E2). Enfin la maturation destipules virales se fait par leur association avdée
d’'assemblage des VLDL.
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C. Hépatocytes et filaments intermédiaires (IFs)

. Le foie : organisation et fonction

Le foie, dont le poids représente pres de 2% ddspdun adulte, soit en moyenne 1,5
kilogramme, joue un rble indispensable dans l'oig@ae par ses nombreuses fonctions

vitales.

A. Organisation et anatomie du foie

Le foie posséde une forme triangulaire et est doiestle deux lobes, le lobe droit et le
lobe gauche, chacun étant séparé par le ligamepessgeur. Il est entouré par la capsule de
Glisson, composée de tissus péritonéaux. Chaque deb subdivisé en une multitude de
lobules hépatiques, séparés les uns des autrelsi pessu connectif. Enfin, accolée au foie se
trouve la vésicule biliaire. 1l s’agit d’'un petitgane capable de stocker et de concentrer les
sécrétions de bile du foie, lorsque celles-ci ndg pas exportées vers les intestins (pour revue
(Ishibashi et al, 2009)).

Le foie est trés irrigué par le sang d’ou sa cdilonarouge foncée. Sa vascularisation
est tout a fait particuliere. De fait, cet orgasedune part alimenté par I'artere hépatique en
sang oxygéneé, necessaire a son fonctionnementawtral part, il est irrigué par la veine
porte, pour réaliser différents traitements métajels sur le sang provenant du systeme
digestif. Le sang provenant de deux origines dfiées est finalement mélangé et réparti dans
le systeme circulatoire par la veine sus-hépatitpeefoie est ainsi situé entre deux veines,
chose assez rare dans I'anatomie des mammiféreparte ici de systéme porte (pour revue
(Ishibashi et al, 2009)) (Figure 26).

Enfin, il est intéressant de noter qu’une des paldrités du foie sain est sa capacité a
s’auto régénérer rapidement. Cette caractéristmpréiculiére permet notamment, dans le
cadre des dons d’organes, de réaliser une traniaptande foie a partir d’'un greffon préleve
chez un donneur vivant. Cette propriété est égalemeploitée lors de la mise au point de
modeéles animaux, que différentes équipes ont cBexdiumaniser, dans un but de recherche

scientifique.

B. Les cellules du foie

Les types cellulaires que I'on trouve au sein da §& divisent en deux catégories : les
cellules parenchymales (comme les hépatocyte®setdllules non-parenchymales. Pres de

78% des cellules composant le foie sont des héytatmclLe reste du volume de cet organe
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représente pour 15,7% de l'espace extracellulatepour approximativement 6,3% des
cellules non-parenchymales (pour revue (Ishibashal,e2009)). Les cellules du foie sont
organisées en travées autour d'un espace extriadal@ppelé sinusoide. Les hépatocytes
sont polarisés, leur péle apical est dirigé vers deusoides, et est séparé des cellules
endothéliales, qui sont elles directement a I'fiaiee avec la lumiere du sinusoide, par
'espace de Disse. D’autres types de cellules $urdlisés dans cet espace, comme les

cellules de Kupffer ou les cellules de Ito.

e . o Zone de la veine Porte
sus-hépatique Cellule de Ito / Hépatocytes Canalicule biliaire

/

°
| | ] ~—Conduit
° k of| @ / o o | o[ o |0o| o | 0| | @ o |° biliaire

Veine

Veine Porte

DO
sus-hépatique c:@::r:& d‘i—:-@ — /\

Artére
Hépatique

Espace de Disse Sinusoide

Figure 26 : Représentation schématique de I'orgarnagion du foie
Le foie est un organe situé entre deux veines. R@B la veine porte, amenant le sang riche ernmemt du
systeme digestif, et I'artére hépatique, chargéeiglier 'organe. Les cellules hépatiques sontaoigées en
travée autour d’espace extracellulaire appelé sides Les hépatocytes sont séparés des sinus@désgpace
de Disse, puis par une couche de cellules endalbgli On retrouve les cellules de Ito, ainsi que le
macrophages résident du foie : les cellules de f€tipflans I'espace de Disse et au niveau des SuesoLe
sang provenant aussi bien de I'artere hépatiqualgua veine porte passe par les sinusoides egegyaqu'a la
veine sus-hépatique. Durant son passage dansileso&les du foie, le sang est en contact avecéestbecytes
et il subit ainsi différents traitements biochimégu
A l'opposé du pble apical des hépatocytes, dirigés\ves sinusoides, se trouve le péle basal dugyé le
canalicule biliaire, chargé de transporter lesé&éms de bile des hépatocytes, du foie vers lewigshiliaire.

1. Les hépatocytes

Les hépatocytes sont le type cellulaire majeur titoiasit le foie. Ce sont des cellules
épithéliales qui s’organisent en plaque et formkast lobules hépatiques. Ces lobules
constituent les unités structurales et fonctiomsetlu foie. Les hépatocytes sont des cellules
polarisées. Les protéines de jonctions serrées timament cette polarisation et elles
contrdlent les échanges entre chaque poéle. Leba®al de la cellule est vascularisé alors que
le pdle apical est orienté vers les sinusoides¢garé de ceux-ci par I'espace de Disse, puis

par une couche de cellules endothéliales (pourer@gshibashi et al, 2009)).
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Tous les hépatocytes semblent homogénes ; cepeih@aigte de |égéres différences
fonctionnelles entre les cellules situées presadesine porte et celles situées pres de la veine
hépatique centrale. Ceci permet d’assurer une matdn progressive de la composition du
sang traversant les sinusoides. L'ultrastructureetecellules refléte bien leur forte activité
métabolique. Ces cellules possedent un RE, airesidgg membranes de I'appareil de Golgi,
en abondance. On observe souvent en leur seinreeslgs de glycogéne, des GLs et des

lipoprotéines.

2. Les cellules non-parenchymales

Au sein du foie, les cellules non-parenchymalest gmalement appelées cellules
hépatiques sinusoidales (Wisse et al, 1996). Capgrocomporte plusieurs types de cellules,
chacune remplissant une fonction spécifique auanivdes sinusoides.

Les cellules endothéliales, forment un véritable entre la lumiére des sinusoides et
'espace de Disse. Cependant des échanges sorblpsssntre ces deux compartiments.
C’est ainsi que la lymphe peut étre filtrée darspace de Disse, ou que les solutés provenant
du sang de la veine portale peuvent étre échanges.

Les cellules de Kuppfer sont les macrophages nétsiddans le foie. Leur role
principal est de nettoyer le sang circulant dansifasiere du sinusoide des impuretés et des
micro-organismes ayant pu franchir la barriere rgasitestinale. Ces cellules peuvent
également produire des cytokines.

Les cellules hépatiques étoilées, encore appekikrges de Ito, sont localisées dans
'espace de Disse. Elles possédent un cytoplassez asche en GLs, et leurs principales
fonctions sont de produire la matrice extracelheldnépatique, les facteurs de croissance
hépatique, et d’étre responsable du stockage dtalaine A.

Enfin le foie posséde des cellules de I'épithélipitraire, mais également des cellules
liées au systéme immunitaire, comme des « natilal k et des cellules dendritiques.

C. Les différentes fonctions du foie

Le réle principal du foie est de fournir les quediappropriées de solutés, nécessaires
au bon fonctionnement de différents organes distanpar extension de I'organisme. Le foie
possede ainsi plus de 500 fonctions et les hép@®cpnt capables de capturer, métaboliser,
bio transformer et stocker une grande quantitéhnetgrande variété de substances passant par
lui. Ces substances sont amenées par la veine pbrpeoviennent en grande partie du
systéme gastro-intestinal.
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Le foie est capable d’oxyder les triglycérides pproduire de I'énergie et I'exporter
vers d'autres organes. |l peut également convisirexces de glucides et de protéines en
lipides qui seront alors exportés et stockés dessatlipocytes. Le foie est aussi capable de
synthétiser du cholestérol, des triglycérides et ghospholipides dont certains de ces
composeés sont transportés a travers I'organisnseiaude lipoprotéines. Le reste est excrété
dans la bile.

Cet organe joue en plus un réle trés important damsétabolisme des glucides et |l
est responsable de pres de 90% de la productiatetoe glucose et de I'homéostasie
glucidique au sein d’'un organisme.

Les hépatocytes peuvent synthétiser des aa nontetse une bonne partie des
protéines plasmatiques (comme l'albumine et cestémcteurs de croissance). lls possedent
en parallele une activité catabolique, permettantidgradation de peptides ou de protéines
issues de la digestion.

Une des capacités du foie est de pouvoir détoXibeganisme, en éliminant certaines
drogues ou toxines qui peuvent se retrouver dam#rdalation sanguine. Enfin cet organe

peut stocker du fer et des vitamines et réguletiba de nombreuses hormones.

D. Pathologies associées au foie

Un foie endommageé se régéneére, sauf si les domntagsgs sont trop importants et
gu’ils entrainent des dysfonctionnements. La géadis atteintes hépatiques ne laisse parfois
gu’une solution : la transplantation hépatique.dysfonctionnement du foie peut avoir des
conségquences lourdes au niveau de I'organismeériffes pathologies sont a I'origine de
son dysfonctionnement.

Chez les personnes diabétiques, obéses ou encomdi@les chroniques, le foie peut
évoluer vers un état de stéatose hépatique. Certbtgfnnement correspond a I'accumulation
de graisse dans les hépatocytes et il est carsetgar I'élévation anormale du taux de
triglycérides dans cet organe. Si ce dernier nargpas a se régénérer correctement, la
stéatose peut conduire a des formes plus gravsidia hépatique.

L’alcoolisme chronique est a l'origine de différestpathologies du foie. Un des
premiers stades de ces atteintes est I'hépatibladce aigiie. Les symptdmes observés sont
généralement un teint jaunatre (ictere), des dosiledans la région hépatique, une
augmentation du volume de I'organe (hépatomégalig,fievre modérée. Généralement, une

biopsie hépatique est réalisée pour évaluer ldtafoie. Cette biopsie peut ainsi révéler des
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états de stéatose, de cirrhose ou de fibrose, Vaimgésence de corps de Mallory-Denk
(MDB).

L’infection par différents virus des hépatites pe@galement provoquer une
inflammation du foie tendant a évoluer vers uneatiép aiglie, voire chronique. Il existe au
moins cing virus différents causant une hépatital&j dénommés de A a E. Les hépatites
virales ne sont pas identifiables par d’autres meygue les tests sérologiques.

L’agression prolongée des cellules du foie peutloge dans certains cas a la cirrhose
hépatique, quelle que soit la cause des lésiorthamt I'organe. Bien souvent, la cirrhose est
I’évolution d’une hépatite aiglie ou chronique, dj@’soit d’origine virale ou alcoolique. Elle
induit une inflammation chronique a cause de la&sssion de cycles de nécrose/régénération
des hépatocytes.

Les atteintes du foie résultant d’une hépatite wiopee, d’origine alcoolique ou virale,
peuvent amener au développement d’'un carcinomddeklaire (CHC) qui se développera
de maniére localisée dans le foie avant d’envalivhisseaux portes et se métastaser.

[l. Le cytosquelette

Le cytosquelette est I'acteur principal de I'arebture cellulaire. Il possede divers
réles essentiels a la vie de la cellule. Ainspatmet d’organiser I'intérieur de la cellule et de
controler les différents phénomenes physiques dida vie de celle-ci (cycle cellulaire,
processus de phagocytose, etc...). Il est égalenmepligué dans I'ancrage aux cellules
voisines, la résistance aux diverses agressiorsiqugs pouvant subvenir. Enfin, il orchestre
le transport intracellulaire de divers composésiiii@rents mécanismes (pour revue (Alberti,
2009)).

A. Composants du cytosquelette

Le cytosquelette posséde trois types de structlifegentes, il s’agit de structures
protéigues constituées a partir de la polymérirattm tubules et filaments d’éléments
monomeériques. |l s’agit des microtubules, des fdata d'actines et des filaments

intermédiaires.

1. Les microtubules

Les microtubules sont des constituants du cytostfeeproduits et ancrés au niveau
du MTOC (Microtubule Organizing Center) situé pdésnoyau. lls se développent en général

vers la membrane des cellules. lls sont composéassociation en dimere de molécules de
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tubuline ¢ et ) qui s’associent grace a I'hydrolyse de GTP. Liesedes s’assemblent pour
former un tube possédant un diametre d’environr@5lres deux extrémités sont capables de
se développer, mais a un rythme différent. Aingicdté négatif du microtubule (orienté vers
le noyau), la vitesse observée sera beaucoup @his tjue du coté positif (orienté vers la
membrane cellulaire). Les microtubules sont descsires capables de se désassembler
facilement et certaines protéines cellulaires sasht a ces structures pour les stabiliser, il
s’'agit des MAPs (Microtubule Associated ProteinShfin, il est a noter que plusieurs
centaines de microtubules se forment en permardgeqmés le noyau vers les membranes des
cellules (Gardner et al, 2008; Howard & Hyman, 2068ue & Salmon, 1995).

2. Les filaments d'actine

Les filaments d’actine sont d’autres constituaniscgtosquelette. lls résultent, cette
fois, de la polymérisation de l'actine réalisée cgréa I'hydrolyse de I'ATP. Diverses
molécules interviennent sur les filaments d’actmeformation. Ces interactions permettent
de réguler la constitution des filaments, de lebisser et méme de les connecter entre eux.
lIs possedent un diamétre compris entre 5 et 9trilm gont polarisés. Leur extrémité positive
est orientée vers la membrane plasmique alors euredxtrémité négative pointe dans la
direction des microtubules (Alberti, 2009). Commmuiples microtubules, leur vitesse de

croissance est lente a I'extrémité négative, masrapide du coté du pble positif.

3. Les filaments intermédiaires (IFs)

Les IFs sont des polymeéres tres flexibles qui dtuesit le troisieme type de structure
composant le cytosquelette. lls sont appelés «nédiaires » car leur diametre apparent de
10 nm est compris entre celui des microtubuleki des filaments d’actine. Leur formation
résulte de la polymérisation de différents conatita ; ces derniers varient en fonction du
type cellulaire, parmi lesquels on trouve les kaes, la vimentine, les lamines et encore
d’autres composants (Alberti, 2009). Les IFs posstde nombreuses fonctions au sein de la
cellule. Le chapitre suivant détaille de maniengspbrécise la composition, ainsi que le rble

de ces composants au sein de la cellule.

B. Fonctions et role du cytosquelette

Les différents composants du cytosquelette déprésédemment s’organisent entre
eux pour assurer de multiples fonctions au seila d@ellule.
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Le cytosquelette posséde un rble avant tout streictiipermet de réguler la forme de
la cellule grace a la dynamique et aux interactiemsstant entre tous ses différents
composants. Ceci permet aux cellules d’adopteraaméormation particuliere pouvant étre
liée a leur fonction, comme par exemple la formeéétet allongée des cellules musculaires,
les prolongements en neurofibrilles pour les neespou encore les villosités des cellules
épithéliales. Son association avec différentesépres cellulaires lui permet également
d’organiser le cytoplasme. Ainsi, il peut contril@rstructure interne grace a son association
aux différents organites et aux membranes nuckateplasmiques de la cellule. Dans
certains cas, un ancrage aux cellules voisinggegstis par I'association du cytosquelette a la
membrane plasmique.

Le cytosquelette est également impliqué dans eaisnouvements que la cellule peut
effectuer. Il est responsable de la migration ddkiles adhérentes sur la matrice cellulaire,
mais aussi des battements de cils dans les cefipléeliales par exemple. Il intervient aussi
au niveau de phénomeénes remarquables comme lagytos®e.

En dehors de tous ces réles entrant principalesrefgu au niveau de la structuration
de la cellule, le cytosquelette possede égalemasieprrs fonctions impliquées dans le trafic
et le transport intracellulaire. Ces phénomenesssient l'utilisation de protéines dites
« protéines cargos » qui assurent le processumugpbrt au sein de la cellule. Ces protéines
varient en fonction du type de structure sur lalguelles effectuent le transport mais
eégalement en fonction du sens selon lequel ellepkacent (Ross et al, 2008; Snider et al,
2004). Ces mouvements sont aussi importants dasgalling intracellulaire que dans la
régulation des processus d’endocytose et d’exoeytdsward & Hyman, 2003).

Enfin le cytosquelette, par I'intermédiaire de dé@&rents constituants, prend une part
tres importante dans le processus de mitose. gteia réorganisation interne de la cellule au
cours de la mitose d’'une part et il dirige la meseplace des deux cellules filles, en agissant
au niveau de la séparation du matériel génétigen gtermettant la contraction de I'anneau
mitotique qui ameéne a la scission de la celluleenggr deux cellules filles d’autre part (Inoue
& Salmon, 1995).

Les différentes fonctions décrites ici ne sont @dsaustives, le cytosquelette possede

de nombreuses autres fonctions dont certainesitestas doute a découvrir.

[ll. Les filaments intermédiaires (IFs)

Les IFs sont un des types de composants essemiel®rmation et a la structuration

du cytosquelette. Ils sont interconnectés aux @eipes types de structure cytosquelettique et
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leur composition peut varier énormément d’un typkutaire a I'autre. On dénombre plus de
70 génes différents dans la superfamille des preséile IFs (Szeverenyi et al, 2008).

A. Composition et formation des polymeéres précurseurdes IFs

1. Composition

Contrairement aux microtubules ou aux filamentgti@ qui sont formés a partir de
protéines globulaires, les composants des IFs dest protéines fibrilaires. Elles sont
regroupées par homologie de séquences en 4 cldifféesntes auxquelles s’ajoute la classe
V dans laguelle sont rassemblées les lamines nredgd ableau 3) (pour revue (Herrmann &
Aebi, 2000; Oshima, 2007)). Récemment, ufi&°@&lasse a été créée pour les IFs qui
composent le cytosquelette des cellules des yealxléau 3) (Song et al, 2009).

Les classes | et Il regroupent respectivementyiiskératines acides et basiques. C'est
une des familles de protéines les plus importaatesein de I'espece humaine (pour revue
(Herrmann & Aebi, 2000; Oshima, 2007)). En dehoesla formation et du maintien du
cytosquelette, certains de ces représentants ietgent dans la formation des produits
cornés d’'un organisme (cheveux, ongles, etc...).lasse Ill rassemble des protéines telles
que la vimentine, la desmine, alors que les commesgue I'on retrouve principalement au
niveau des cellules nerveuses constituent la clasgpour revue (Herrmann & Aebi, 2000;
Oshima, 2007)). Enfin les principaux représentatdsla classe VI sont la filensine et la
phakinine qui interviennent au niveau de la fororatdu cytosquelette des cellules du
cristallin (Song et al, 2009) (Tableau 3).

Du point de vue structurel, les différents comptsases IFs adoptent la méme
organisation générale en trois parties (pour réidermann et al, 2009)). La partie centrale
possede une forme de tige et elle a une conformapatiale de type héliee Cette partie est
entourée de deux domaines amino-terminaux n’adbop&side conformation en hélieeLe
domaine central posséde de nombreux aa hydroplmhesnt permettre leur association
avec d’autres molécules du méme type ((Parry eRG0y/) ; pour revue (Herrmann et al,
2009; Parry, 2005)).
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Summary of IF-pathy categories and IFs not yet linked to a human disorder

IF protein type

Cytoplasmic
I and Il (including hair keratins)

| and Il

Nuclear
\

Lens
VI

ALS, amyotrophic lateral sclerosis; Bfsp, beaded filament structural protein; CMT, Charcot-Marie-Tooth.

Proteins

K1-K28, K31-K40,
and K71-K86

K7, K15, K20, some
hair keratins
Vimentin
GFAP
Desmin
Syncoilin
Peripherin
Neurofilaments
c-Internexin
Nestin
Synemin

Lamins

Bfsp1 and Bfsp2

Primary cellftissue

Epithelia and epidermal appendages

Epithelia and epidermal appendages

Mesenchymal cells and lens
Astrocytes

Muscle

Muscle (mainly skeletal/cardiac)
Peripheral nervous system
Central nervous system

Central nervous system
Neuroepithelial cells

Muscle

Nuclear lamina

Fiber cells

These de Pierre-Yves Delavalle, Lille 1, 2011

Diseases

A broad range of skin and nail disorders
(epidermal keratins), eye (ocular keratins),
liver (simple epithelial keratins), and hair

(hair keratins) disorders
?

Cataract
Alexander disease
Cardiomyopathies
?

ALS

ALS and CMT

?

?

?

Mare than 12 laminopathies (lipodystrophy,
muscular dystrophy, progeria,
cardiomyopathy, restrictive dermatopathy,
mandibuloacral dysplasia, CMT2B1,
leukodystrophy).

Cataract

(d’aprés (Omary, 2009))

Tableau 3 : Récapitulatif des différentes classeedFs

Ce tableau reprend les différentes classes deipestéonstituant les IFs. La seconde colonne eteeemples
de protéines de ces classes, la troisieme colomtigue dans quels types de cellules ou de tis$es péuvent
étre retrouvées. Enfin la derniére colonne donreedemples de maladies liées au dysfonctionneneed
composants des IFs.

2. Formation des polymeres

La classe de protéine de IFs exprimée va dépendigpe cellulaire. Les classes | et

Il sont toutes deux produites dans les celluleghéfpales. Elles regroupent respectivement les

cytokératines acides et basiques. Il existe unécptarité pour ces deux classes : chaque

membre de l'une d’elle est capable de s’associeh@®@rodimére (Figure 27) avec un

représentant de l'autre classe (Hatzfeld & Web@&901 Steinert, 1990). Par contre ces

cytokératines sont incapables de s’associer aveomaenbres des classes lll, IV, V et VI. Les

hétérodimeres sont composés d'un

rapport équineola@ntre cytokératine acide et
cytokératine basique (Hatzfeld & Weber, 1990; Stdin990).

Les classes Il et IV sont exprimées dans les aulypes de cellules, comme les

cellules musculaires ou les neurones. Les repraésesntle ces classes s’assemblent en général

en homodimeére (Figure 27) avant de former les fesi( revue (Herrmann & Aebi, 2000)).
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Cependant il pu étre montré que les protéines defiements de la classe IV (NF-L, NF-M
et NF-H) s’associent en triplet, plus précisémeam base de filament NF-L s’associe avec
des hétérodiméres NF-L/NF-M ou NF-L/NF-H, ce quirlelonne une meilleure stabilité par
rapport a un filament formé d’homopolymere (Fig@®) (Brown et al, 1998). D’autres
représentants de la classe IV peuvent interadoraeter des IFs, avec des membres d’autres
classes (Barry et al, 2007). La vimentine est qaagite capable de s’associer a des protéines
de la classe lll et/ou de la classe IV. Enfin lamihes nucléaires ne peuvent s’assembler
gu’avec des représentants de leur classe (poue (&élerrmann & Aebi, 2000)).

Au final trois types de polymeres peuvent étreimtigtés : 1- les homopolymeéres
(Homopolymer) qui sont un assemblage d’'une seulmé&mne protéine, 2- les polymeres
composés d'un assemblage non équimolaire de difffreomposants (Mixed Polymer) et
enfin, 3- les hétéropolymeres (Heteropolymer) coségal’'un rapport équimolaire entre deux

protéines, comme c’est le cas pour 'assemblageytekératines (Figure 27).

(a) Homopolymer (b) Mixed polymer (c) Heteropolymer

(D’'aprés (Herrmann & Aebi, 2000))

Figure 27 : Représentation schématique de I'organégion des différents polyméres pouvant constituerels

IFs.
(a) Représentation de I'organisation d’'un homop@sen cet arrangement peut étre mis en place avec de
protéines des classes Il et IV. Un méme type deépre va d’abord s'organiser en dimere puis ceux-c
s’assemblent ensemble pour donner les IFs.
(b) Organisation de protéines des IFs en un assgmbhon équimolaire. C'est par exemple le cas des
neurofilaments, cet arrangement permet d’avoirmaedleure stabilité comparé aux homopolyemres.
(c) Représentation schématique d'un hétéropolymE&amposé de deux protéines des IFs, présentent en
proportion équimolaire, cet arrangement est carnatitfue des polymeéres de cytokératines. Les deatémes
vont d’abord s’associer en hétérodimére, avantcggederniers ne s'assemblent entre eux pour fdarédFs.
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B. Assemblage et modifications des IFs

1. Assemblage des IFs

Il a été observé gue l'assemblage des IFs se @édmilmaniére générale en trois
grandes étapes. Une fois que des diméres sont aanex les composants de base des IFs
(Herrmann & Aebi, 1998), ceux-ci s’assemblent rapignt en tétramere, de maniére latérale
(Figure 28). Les tétrameres se regroupent par huiplus souvent, pour donner des ULFs
(Unit-Lenght Filaments) qui mesurent prés de 16mrdidmeétre et 58nm de longueur (pour
revue (Herrmann & Aebi, 2000)).

Les ULFs s’associent ensuite entre-elles par lextsemités ce qui conduit a la
formation de filaments de plusieurs centaines deomeatres (Figure 28). C'est a ce moment
que les filaments se compactent pour atteindreiamétre compris entre 11 et 14nm, sans
toutefois réduire leur masse par longueur (Kirmsa,e2007). Les IFs sont ainsi formeés. Il est
a noter que les filaments immatures, souvent irsgrffment compactés, subissent une

réorganisation interne jusqu'a étre correctememipexté (Herrmann et al, 1999).

Phase 1
Lateral association of tetramers into ULFs

. ———

e ——

.  ———

e o 3 =
— ,_ﬂ

E—

e ——
ES

Phase 2
Longitudinal annealing of ULFs and filaments

o =__ -
—— ;:—ﬂ' ; —
e -Fﬂ_ i

Phase 3
Radial compaction of exiended filaments

(D’apres (Herrmann et al, 2009))
Figure 28 : Représentation schématique des trois pkes d'assemblage des IFs.
Durant la premiére phase les protéines associéebngdre, puis en tétramere s’assemblent latéralemean
groupe de huit tétrameres, et donne les ULFs (Letght-Filament).
Pendant la seconde phase de I'assemblage dee$FILFs se lient les uns aux autres par leurs raiié et
atteindre la longueur final du IF en cours d’asskg

Finalement la phase 3 consiste en une compressiliede pour que le diamétre du IF néoformé attegmeron
11nm.
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Une fois que les IFs sont assemblés, des protéeltdaires interagissent avec ces
structures (Fuchs & Cleveland, 1998; Ku et al, 2989he partie de ces protéines associées
aux IFs (IFAPs), comme par exemple la plectiner lgermet de se connecter aux autres
éléments du cytosquelette (a savoir les filamelatstide ou les microtubules) (Svitkina et al,
1996). Ces connexions sont indispensables pourise ®n place du cytosquelette et le
maintient d’'une bonne dynamique cellulaire. D’asitieAPs permettent de mettre en relation
les IFs avec les protéines de jonction, et jouerdi ain role ultra-structural important. C’est
le cas de certains membres de la famille des pakipar exemple la desmoplakine qui
permet une connexion avec les desmosomes (Smithc&si 1998). Enfin, les protéines de
choc thermique (HSP) sont également associéesFauat lelles interviennent au niveau de la

gestion des différents stress que la cellule pghit §pour revue (Toivola et al, 2010)).

2. Modifications post-traductionnelles des IFs

Les IFs et leurs composants peuvent subir diverselifications post-traductionnelles
produisant ainsi des effets de régulations du quelette et pouvant influencer sa
dynamique.

Tout d’abord les aa sérine et thréonine des preségomposant les IFs peuvent étre
facilement phosphorylées. En se produisant, cesifivetttbns sont souvent la cause des
réarrangements majeurs au sein des IFs (Inagaki E297). Ce processus est donc nécessaire
a la bonne mise en forme du cytosquelette, et deations sur les sites de phosphorylations
peuvent ainsi étre a l'origine de dysfonctionnersgpiius ou moins important au niveau
cellulaire. Certaines enzymes de phosphorylatiotad@amille des kinases associées aux
protéines Rho régulent de maniére assez fine lesattions entre les filaments d’actine et les
IFs (Kosako et al, 1999).

Les protéines composant les IFs sont égalememibéss de modification de type O-
Glycosylation, touchant les mémes @qae ceux impliqués dans la phosphorylation (pour
revue (Hart et al, 2007; Wells et al, 2004)). Rluss enzymes pouvant étre responsables de
I'ajout ou de la suppression de O-N-acetylglucos@en{iO-GIcNac), il a été suggéré que la
mise en place de ces modifications au niveau daeRipes cibles résultait d'une régulation
fine de leur activité. Il est fait référence a deépoméne sous le nom d'« hypothése du
yin-yang » (Hart et al, 1995; Wells et al, 2004 O-glycosylation des IFs est impliquée
dans plusieurs processus cellulaires. Il a été moque ce type de modification post-

traductionnel peut avoir une fonction de protectimla cellule vis-a-vis de dégats ou de
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stress pouvant lui étre causé (Ku et al, 2010)Ot@lycosylation permettrait également de
réguler la solubilité, la stabilité et la dégradatdes IFs (Srikanth et al, 2010).

Enfin, une étude récente a montré que les IFs penivatre sumoylés, ce qui modifie
la solubilité de ceux-ci. Une hypersumoylation mrgue un défaut de solubilité des filaments
et par extension perturbe la cellule les posségfmter et al, 2010). Il a été suggéré qu’'un
« dialogue » existerait entre les différents typesmodifications post-traductionnels, pour
régulercorrectement I'activité des IFs et leur mise enfaonation (Snider et al, 2010).

D’autres modifications post-traductionnelles peuvegalement réguler les protéines

des IFs.

C. Implication dans diverses pathologies

Comme décrit ci-avant, les IFs sont fortement iqueis dans la mise en place de
I'architecture et de I'organisation interne dedudek. Les protéines qui les constituent sont
codées par de nombreux genes. Une des caraciggstimportantes de ces genes est leur
expression sélective en fonction du type cellulaibes mutations localisées dans ces genes
sont ainsi a I'origine de maladies propres a cestarganes ou tissus. Il a été dénombré plus
de 80 maladies liées aux IFs et ayant pour causaléiaut dans I'assemblage ou le
fonctionnement de ces constituants du cytosque{Btteverenyi et al, 2008). Les mutations
localisées dans les génes codant les composanté-slggeuvent avoir différents effets en
fonction de la zone de la protéine gqu’elles touthamsi que de la pénétrance du gene
gu’elles modifient (pour revue (Omary et al, 2008) général, ce sont des mutations de type
non sens, de courtes délétions ou des insertiamthant la séquence du domaine central (ou
tige) de la protéine. Ces mutations sont souveryple dominant négatif. Ainsi, la présence
d’'un autre alléle, mais cette fois intacte, ne prpas d’exprimer un phénotype sauvage.
Lorsque les mutations conduisent & une modificatienla conformation en hélice du
domaine centrale de la protéine, la pénétranceetle-d va étre élevée, et causera une
maladie plutét grave (pour revue (Omary et al, 3D0&ependant, lorsque les mutations
touchent des zones situées en dehors de cette darta protéine les atteintes seront moins
importantes, la maladie sera moins sévére ou kopae touchée possédera une susceptibilité
plus grande a d’autres maladies (pour revue (Oraetay), 2004)). Les maladies liées aux IFs
peuvent avoir d’autres causes.

Un des groupes de protéines constituant les fil&snemtermédiaires les plus
importants est la famille des cytokératines. Umdraombre de maladies impliquant les IFs a
été associé aux kératines, indifferemment de kge dbu de I'endroit ou elles sont exprimées
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(Chan et al, 1994; Cheng et al, 1992; Chipev el 282; Rothnagel et al, 1992). D’ailleurs
certains dysfonctionnements au niveau de la foonadies IFs, ou encore la surexpression
d’'une kératine par rapport a sa kératine partenargrainent I'apparition d’inclusions
cytoplasmiques comme les MDBs. Ces derniers pel@tembbservés dans les hépatocytes de
certains cas de stéatose hépatique (pour revue rifOataal, 2009)). Une des premiéeres
maladies caractérisée comme étant liée a la présgmanutations au sein des séquences
codant les kératines (et en particulier les kéestib et 14) est I'épidermolyse bulleuse
simplex (Bonifas et al, 1991; Coulombe et al, 199¢tte maladie a est a l'origine d’un
dysfonctionnement des épithéliums se manifestandgmclogues au niveau de la peau.

Des maladies impliqguant d’autres protéines quekégatines, et touchant les IFs, ont
été découvertes un peu plus tard. C'est le casmyepathies liees a la desmine (Munoz-
Marmol et al, 1998). L'effet de ce type de maladst analogue a I'épidermolyse bulleuse
simplex, avec une dystrophie musculaire en plus. pes les mutations touchant plus
spécifiguement les composants des neurofilamenitaieent parfois I'apparition de maladies
de type neurodégénérative (Brenner et al, 2001)sdarose (Gros-Louis et al, 2004;
Mersiyanova et al, 2000). D’autres pathologies slugis a de mauvaises interactions entre les
IFs et leurs protéines associées, entrainant uromtgonnement au niveau de leur
dynamique et causant diverses atteintes a I'écbellalaire ou ultra-structurale (pour revue
(Omary et al, 2004)). Enfin les protéines des fdats intermédiaires perturbées peuvent

€également servir de marqueurs pour certains typesucer.

D. Les kératines : un exemple de composant des IFs

Les kératines sont regroupées dans une des famdlgenes les plus importantes chez
’'homme. Les membres de cette famille sont desépres capables de s’associer entre-elles
pour constituer les IFs du cytosquelette. Elles $mrplupart du temps exprimées dans les
cellules épithéliales on peut trouver par exempleouple K8/K18 au sein des hépatocytes.

1. Diversité et classification des kératines

Les nombreuses études menées sur les kératinesoolrte que cette vaste famille de
protéines est impliquée a différents niveaux danbiblogie des organismes les exprimant.
Les analyses biochimiques systématiques des pestégsues de différents tissus et types
cellulaires ont souligné la diversité de cette thnde protéines et ont permis la réalisation du
catalogue des cytokératines humaines (Moll et @82). Celui-ci proposait initialement 19
membres. La classification des kératines en deaxidy types dérive de ces études. On
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retrouve ainsi sous le type | les kératines acidkss que les kératines basiques et neutres
sont regroupées au sein du type Il.

Par la suite, de nouvelles kératines furent idéetsf et ajoutées au catalogue des
kératines humaines, comme la kératine K20 (Mokletl990). Des kératines spécifiques de
certains tissus ont été nommeées en fonction dehleomologie avec d’autres kératines et en
ajoutant une lettre rappelant leur provenance eRample, la kératine que I'on retrouve dans
I'épiderme et celle du palais étaient toute dewigiges comme « K2 », la premiere portant
la lettre « e » (pour « epidermis ») et la secdadettre « p » (pour « palate ») (Collin et al,
1992a; Collin et al, 1992b). Désormais, elles stggignées respectivement comme K2 et
K76. Le méme principe de notation a été utilisérpidsigner plusieurs isoformes, comme ce
fut le cas pour la K6 (Takahashi et al, 1995).

En dehors des kératines situées au niveau deknitls, il existe également toutes
les kératines entrant dans la composition des cixewngles, pilosité, etc.... L'identification
et la caractérisation de ces protéines ont corddlégs nommer selon la méthodologie décrite
précédemment, c'est-a-dire avec un suffixe renviogateur origine. Ainsi, en plus de la
classification par la nature acide ou basique destimes, on peut distinguer deux sous-
familles de kératines : les cytokératines, entidams la composition du cytosquelette des
cellules, et les exokératingermettent de constituer les cornes. Ces deux faouiles de
protéines divergent principalement par leur contpmsiles exokératines étant beaucoup plus
riche en soufre.

Ce n'est qu’en 2006 gu’une nouvelle nomenclatumyrd’ensemble des génes et
protéines des kératines de mammiferes, fut établle.a été basée sur le catalogue mis au
point en 1982 (Schweizer et al, 2006). Elle peraésormais d’étre en accord avec les
standards de I'Organisation du Génome Humain (HUGEIE conserve la répartition en
deux types (acide et basique), et compte a peu préant de cytokératines que

d’exokératines.

2. Structure et caractéristiques des cytokératines

a) Structure des cytokératines

L’ensemble des protéines constituant les IFs p@saad structure et une organisation
analogue, décrite précédemment. Cette structureesmond a une région centrale,

principalement hydrophobe, qui adopte une confdonaspatiale en hélice flanquée de
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deux régions amino-terminales ne possédant pawmf@rmation particuliére (pour revue
(Parry et al, 2007)).

Les régions amino-terminales de ce type de praéine possedent pas de
conformation spatiale particuliere. Ces zones dest plus sujettes aux modifications
post-traductionnelles. L'association des ULFs étohgation des IFs se feront grace a ces
régions et a leur interaction entre différents UllHgure 28) (Lu & Lane, 1990).

Quand au domaine central, il possede a chacuneesleestrémités une région
d’environ 15 aa fortement conservés parmi les pregedes IFs. Ce domaine tige comporte
de nombreux aa hydrophobes. Toutefois, méme siwlaesntexte hélice, leur présence est
nécessaire a une association des protéines enejigler n’est pas suffisante (Figure 29). Un
motif protéique d’'une douzaine d’aa a été déecnhir® apportant une meilleure stabilité au
repliement en hélicex de la protéine et permet également la dimérisatiencelle-ci
(Kammerer et al, 1998; Steinmetz et al, 1998; WaleR000). Il s’agit des sites « trigger »,
fortement conservés parmi les protéines constitiearif-s (Figure 29) (Wu et al, 2000).

Rod
T 1
Head 1A 1B 2A 2B Tall
| — ] :& ——
L1 L12 L2
+—> +—>r
PTM PTM Biochemical
* * * * regulation
TrS Casp TS Casp _

AA A AN A A e

(d'aprés (Coulombe & Omary, 2002))
Figure 29 : Représentation schématique de la struate des kératines.

Les deux domaines amino-terminaux sont ici reptésean bleu, ils entourent le domaine tige (« Rodn»
jaune. A chaque extrémité de la tige, les zonesrange représentent des motifs protéiques de 16 aa2
hautement conservés. Les régions 1A, 1B, 2A et@Bespondent aux segments adoptant une conformarion
hélicea. lls sont séparés les uns des autres par desisagliaison (« linkers ») L1, L1-2 et L2.
La premiére partie en dessous du schéma représelttealisation des zones de régulation biochimidada
protéine. La double fleche « PTM » indique les &dles plus soumises a des modifications post-ttaduelles
comme, par exemple, la phosphorylation ou la glyled®n. La fleche TrS désigne le site « triggeumn, motif
de 13 aa qui confere une plus grande stabilitétalicesa, et qui joue un réle dans I'hétérodimérisation des
kératines. Enfin la fleche « Casp » indique lesorggsensibles au clivage par les caspases.
La seconde partie indique la distribution de lappht des mutations touchant les kératines et resjda de
maladies. Leur fréquence est fonction de la tdidlda fleche.
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b) Caractéristiques des cytokératines

Une des particularités des cytokératines est qsaike peuvent s’associer qu'avec des
représentants de l'autre groupe de kératines (tjygef2). Les deux protéines s’'associant
doivent étre en proportion équimolaire au seinaledllule. Un déséquilibre dans la quantité
de I'un ou de l'autre de ces constituants peutagmgr un certain nombre de déreglements au
niveau de la cellule. De maniére générale, lorsqueguantité d'une des deux kératines
s’écarte de I'équilibre équimolaire, les protéieasédentaires sont rapidement dégradées (Lu
& Lane, 1990). Un déséquilibre des proportions deatines peut ainsi marquer I'expression
d’un probléme au niveau cellulaire, se traduisamtig formation d’inclusions cytoplasmiques
de type MDB que I'on retrouve dans les hépatocfdatioukal et al, 2000).

Les cytokératines sont régulées par difféerents migogees au niveau de la cellule.
Comme pour tous les constituants des IFs, on péer des modifications post-
traductionnelles, abordées précédemment. De ménae Ipors interactions avec diverses
protéines cellulaires. La plectine, la plakophilme d’autres protéines cellulaires s’associent
aux cytokératines pour permettre leur liaison aggngosomes et hémidesmosomes (Hatzfeld
et al, 2000; Shi & Sugrue, 2000; Steinbock et @)®. L'association a certaines protéines, ou
I'acquisition de modifications post-traductionnsllepermet également une réponse face a
certains stress. C’est le cas lorsque la prot&nhéyperphosphorylée (Omary et al, 1998) ou
gu’elle s’associe aux protéines de choc thermigoer(revue (Toivola et al, 2010)).

En dehors de leur rdle structurel, il a été moqué les kératines possederautres
fonctions. Les études successives ont permis d&rarert évidence un nombre croissant de
ces difféerents réles fonctionnels. On peut toutdid citer les rbéles de protection que ces
protéines procurent, comme par exemple au nivegulabenta (Jaquemar et al, 2003), vis-a-
vis de l'apoptose (Caulin et al, 2000; Ku et alp20Tao et al, 2009) ou bien encore face a
diverses agressions et stress que pourrait sultéiree organes tel que le foie (Ku et al, 2003;
Zatloukal et al, 2000). Un autre type de fonctiéerit est celui de la régulation de la synthése
de nouvelles protéines dans le processus de reg@médes blessures (Kim et al, 2006).
Enfin, les kératines sont aussi importantes pouynolarisation des cellules épithéliales ainsi
que pour le trafic membranaire (Oriolo et al, 2007)

De par leur diversité et leurs spécificités, lesokgratines sont largement utilisées
comme marqueurs biologiques pour mettre en évidienpesence de tumeurs, voir méme le

type de ces tumeurs (pour revue (Moll et al, 2@&hima, 2007)).
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Les cytokératines constituent, tout comme d’'autcesnposants des filaments
intermédiaires, une des bases du cytosquelettes, germettent non seulement de structurer
la cellule mais également de lui apportrt un laggentail de fonctionnalités, rendant ainsi le

systeme de cytosquelette tres dynamique.

E. Les MDBs: un exemple d’inclusion cytoplasmique

'y a prées d'un siecle que le professeur FrankMallory a décrit la présence
d’inclusions cytoplasmiques dans les hépatocytgsatients atteint d’'une hépatite alcoolique
(Mallory, 1911). Par la suite celles-ci ont étéoasSes a de nombreuses autres atteintes
hépatiques. Ces inclusions ont été décrites danpremier temps comme les « corps de
Mallory » (MB), avant d’étre renommeé recemment tpsode Mallory-Denk » (MDBS), en
hommage aux nombreuses contributions qu’Helmut Dankpporté a ce sujet d’étude
(Zatloukal et al, 2007). Des inclusions du mémergemmt été observées dans des cellules
non-hépatiques pour certaines maladies. C'estdalea corps accumulant des desmines dans
certaines myopathies (Goebel, 2003), les agrégatien neurofilaments ou d’internexin-
dans les corps de Lewy pour les maladies neuroééggires comme Alzheimer ou Parkinson
(Cairns et al, 2004; Mayer et al, 1989)

Class of proteins Name of protein

Keratins K8, K18
K7, K19 and K20
High molecular weight keratins
Hyperphosphorylated keratins
Ubiquitinated keratins
Chaperones Hsp70
Hsp90 family
Hsp25 family
a-B crystallin
Phosphoepitopes/kinases MPM-2 Ab (cross-reacts with p62)
SMI31 Ab (cross-reacts with p62)
Phosphothreonine
Phospho-p38 MAPK
Protein degradation machinery Ubiquitin
UBB (+1)
pb2 (sequestosome 1)
Valosin-containing protein and NEDD3
Proteasome subunit g5, P25, Tbp7
Others Transglutaminase 2 (in some contexts)
Tubulin

(d’apres (Zatloukal et al, 2007))
Tableau 4 : Récapitulatif des protéines composane$ MDBs
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Les MDBs sont constitués de plusieurs classes akgipes qui s’accumulent au sein
de linclusion (Tableau 4). On vy retrouve des prwé chaperons, des protéines de choc
thermique, mais les composants principaux sonptegtines K8 et K18 (majoritairement
exprimées dans les cellules du foie) (Denk et @¥91 Franke et al, 1979; Virtanen et al,
1979), mais aussi d’autres cytokératines (K7, KiL&20) (Tableau 4). Les kératines étant
des composants important des IFs du cytosquelegeMDBs ont la plupart du temps un
aspect filamenteux. L'accumulation de protéinesein de ces inclusions est souvent liée a
un dysfonctionnement amenant a la formation dgpe d’inclusion intra-cytoplasmique. Des
proportions déséquilibrées de K8 et K18 sont souwarservées au sein des MDBs
(Nakamichi et al, 2005). Les kératines ont tendanéére hyperphosphorylées au sein de ces
inclusions. Enfin des formes mal repliées des pretepeuvent aussi y étre retrouvées. Bien
souvent les MDBs sont observés dans des celluleg pesquelles les mécanismes
d’autophagie ou du protéasome sont perturbés atifm@Bardag-Gorce et al, 2001).

L’hypertrophie des hépatocytes est caractéristideela stéatose hépatique, et est
souvent associé aux MDBs. Cependant il est impodannoter que tous les hépatocytes
hypertrophiés ne contiennent pas systématiquemest MDBs. Alors que tous les
hépatocytes présentant ce type d’inclusions onttaile anormale. Enfin la présence de
MDB n’est pas systématique dans les cas de stédtast ainsi estimé que pour les cas de
stéatose non alcoolique, les MDBs sont présent tez70% des patients (Wanless & Lentz,
1990), alors que pour les stéatoses alcooliquesoils parfois détectés dans plus de 70% des
cas (Ray, 1987). Toutefois la détection de cesgiohs peut varier en fonction de la méthode
utilisée pour les mettre en évidence (Ray, 1987).

Des études cliniques suggérent ainsi que l'appariles MDBs est un indicateur
d’évolution et d’aggravation des maladies hépasqizenk et al, 1979). Les mécanismes de
formation de ces inclusions restent encore inagestamais leur compréhension a pu étre
améliorée grace a la mise au point de modéleslaieiuou murin. Un point important est
cependant a déterminer, & savoir si les MDBs efnlesisions de ce type représentent un
phénomene de Iésions, un mécanisme de défensdaicellou bien encore une réponse

cellulaire conduisant a I'évolution de la maladiatfoukal et al, 2007).
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F. Les MRTs : un exemple de tumeur présentant des ingsions

intracytoplasmiques

Les tumeurs rhabdoides malignes (MRTs) ont étéaiamhent décrites comme une
atteinte des reins chez les jeunes enfants (Beck&iPalmer, 1978). Depuis elles ont été
retrouvées parmi un grand nombre de cancer toudbarjeunes enfants. Ces cancers sont
souvent reliés a des maladies orphelines. Les M8 des tumeurs tres agressives qui
peuvent toucher les cellules rénales, mais égaleotains épithélium et tissus connectifs.
Les symptémes varient en fonction de la zone age®ependant ces tumeurs se caractérisent
toutes par la présence de cellules dites « rhabdoidBeckwith & Palmer, 1978; Haas et al,
1981). Initialement décrites grace a des méthotesrinhistochimie comme des cellules de
morphologie circulaire ou polygonale présentant imetusion intracytoplasmique (Beckwith
& Palmer, 1978; Haas et al, 1981). Des analyseastiiticturelle plus poussée ont permis de
montré que ces inclusions consistaient en I'accatiul des composants des IFs sous une
forme enroulée. Par conséquent I'apparition deMB3's est du a un dysfonctionnement au
niveau de la mise en place des IFs. La pluparcdegosants des IFs s’accumulant dans ces
inclusions sont la vimentine et les cytokératinEsokos et al, 1989; Vogel et al, 1984), et
principalement K8 et K18 (Shiratsuchi et al, 20(Br comparaison, les inclusions formées
par les MRTs sont analogue aux MDBs, bien queffarénce entre ces deux structures soit
le niveau d’expressions de la vimentine .

Un des facteurs causant I'apparition des MRTsasgrésence d’anomalies au niveau
du chromosome 22 (Versteege et al, 1998). L'inatitivm, I'altération ou la délétion du géne
INI1 sont des facteurs de prédisposition a I'agparide tumeurs rhabdoides (Kohashi et al,
2007; Versteege et al, 1998). Ce gene est un odhelde SNF5, découvert chez la levure.
Les études fonctionnelle menée sur INI1 on montré était impliqué dans le processus de
remodelage de la chromatine, il peut donc avoireffiet régulateur sur I'expression de
certains géenes. INI1 est également connu commeresggur de tumeur peu et étre associé a
I'expression de différents sarcomes. Cependant m&niblll est souvent impliqué dans
I'apparition des tumeurs rhabdoides, un faible namde tumeurs rhabdoide ont été décrite
comme possédant une forme parfaitement fonctiomrdsl ce gene (Bourdeaut et al, 2007,
Fruhwald et al, 2006). Ce qui suggere l'existensend&uelle dautres facteurs liés a
I'apparition des MRTSs, voir éventuellement une ealecd’événement sur laquelle INI1 aurait

une action, mais ou d’autres facteurs cellulais @it intervenir.
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lI. Objectifs du travail

A. Construction et amélioration de chimeres intergénoftpiques
la/2a de HCV

Durant de nombreuses années, I'étude de HCV aattdidapée par I'absence d’'un
systéme cellulaire permettant de produire et dpamer ce virus. Ce n’est qu’en 2005, avec la
mise au point du modele HCVcc, que ce problemerugrande partie résolu. La production
virale initialement faible a été améliorée par dbes approches qui ont été abordée dans ce
manuscrit. Cependant si la souche JFH-1 (HCV deotgpe 2a) se propage en culture
cellulaire la propagation des autres génotypes @¥ lkestait limitée a I'époque ou nous
avions entrepris nos recherches.

Un des objectifs de cette thése fut de construire chimere intergénotypique de
HCV, en substituant les séquences codant les pestétructurales et les protéines p7 et NS2
de génotype 2a (de JFH1) par les séquences honeslajuHCV de génotype la (souche
H77). Cette approche nous permettait de palliembnque de propagation du HCV de
génotype la et nous permettrait ensuite d’étuddsr dropriétés de la particule virale a
dominante la. Néanmoins, si nous sommes parvengémbldir en culture cellulaire une
chimére de génotype la/2a, sa propagation restditef Tenant compte du fait que la
protéine NS5A avait un r6le important dans la farorades particules virales infectieuses,
nous avons alors également substitué les sequeiés de geénotype 2a par celles
correspondant du génotype la. Cette approche ssisellconcrétisait nous permettrait de
confirmer l'importance de la protéine NS5A et d'esager par la suite des substitutions
progressives des séquences du HCV de génotyper2eeles de génotype la en vue de
reconstituer un HCV 1la plus infectieux en cultuedutaire.

Ce travalil fait I'objet d’'une publication en prépton pour soumission.
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B. Analyse d’un clone cellulaire d’hépatocyte présenta une
structure intracytoplasmique inhabituelle

Durant la mise au point d’'un outil pour I'étude lddransmission de HCV par contact
de cellule a cellule, nous avons isolé un clonkileate d’hépatocyte présentant une structure
intra cytoplasmique tout a fait particuliere quidestinguait des inclusions cytoplasmiques
décrites dans diverses études. Ces dernieres ssngtaictures intracellulaires qui peuvent
étre observées au sein des cellules impliquées diffésentes maladies. Leur structure est
généralement filamenteuse et elles sont constitagalsipart du temps par une agrégation de
filaments intermédiaires (IFs). Celle-ci est causéavent par un probleme au niveau des
composants des IFs di a des mutations dans larsgmdes protéines formant les IFs, a un
défaut au niveau des protéines cellulaires assoc#éeceux-ci ou a un déséquilibre
stoechiométrique entre les différents composantxeade structures. Dés lors, nous avons
cherché a mieux caractériser notre clone cellueiressayant de différencier nos corps intra
cytoplasmiques des inclusions cytoplasmiques obssrvdans les hépatocytes et
caractéristiques de certaines pathologies.

Ce travail a fait I'objet de la publication suivant

Delavalle P.Y.* Alsaleh K.*, Pillez A., Cocquerel L., Allet C., Unont P., Loyens A,
Leteurtre E., Omary M.B., Dubuisson J., Rouilléand Wychowski C. Hepatocyte-derived
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A. Introduction

Le virus de I'hépatite C est un pathogéne qui teuthlomme. Une infection
persistante est observée chez plus de 70% destgaiidectés. Plus de 170 millions de
personnes a travers le monde sont chroniquemegttées par HCV. Ces patients courent le
risque de développer plusieurs types d’atteintpatigues, tel que la fibrose, la cirrhose, voir
le carcinome hépatocellulaire (Alter, 2005; Shepardl, 2005). Il n’existe aucun vaccin pour
lutter contre HCV et le traitement actuel consistel’utilisation conjointe d’IFNo. pegylé et
de ribavirine (Lee et al, 2004; Schiff, 2007). Laifférentes souches de HCV sont classées
parmi six génotypes majeurs, parmi lesquels onouge les génotypes la et 1b
majoritairement représentés en Europe et aux Ehaits-

Le virus de I'hépatite C est un petit virus env@épdont le génome est codé par un
ARN simple brin de polarité positive. Classé ans# la famille de§laviviridae, ce virus
est le seul représentant du gemtepacivirus (Lindenbach & Rice, 2005; Pringle, 1999;
Robertson et al, 1998). Le génome viral mesure @e€3,6 kb, possede un seul cadre ouvert
de lecture codant une seule polyprotéine et esadeécde deux régions non-codantes
fortement conservées et localisées aux extrémités 5. Ces deux régions contiennent des
éléments essentiels a la traduction et a la régicae 'ARN viral (Friebe & Bartenschlager,
2002; Friebe et al, 2005; Luo et al, 2003; Rijnlbr&Lemon, 2000; Tsukiyama-Kohara et al,
1992; You & Rice, 2008). La polyprotéine quantla elst composée de pres de 3010 aa et est
maturée par des protéases d’origine cellulaire ietlev La maturation de ce précurseur
polyprotéique libere d’'une part les protéines dtmades : C, E1 et E2, qui constituent les
particules virales ; et d’autre part les protéines-structurales p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, et NS5B. Les protéines NS3 a NS5B sont naaessa la réplication (Penin et al,
2004; Suzuki et al, 2007), alors que p7 et NS2 dmptensables dans ce processus (Lohmann
et al, 1999). Cependant p7, NS2, NS3 et NS5A sest fdcteurs viraux essentiels a la
formation, 'assemblage et la sécrétion des vindsctieux (Jirasko et al, 2008; Jones et al,
2007; Masaki et al, 2008; Miyanari et al, 2007; i®Pkaal, 2009). Enfin une nouvelle protéine
virale, codée au niveau de la séquence de la peotde capside a également pu étre
caractérisée (Eng et al, 2009; Roussel et al, 20@Bewski et al, 2001; Xu et al, 2001).

L’absence d’'un systéme de culture cellulaire peteméta propagation de HCV a été
un sérieux handicap dans I'étude du cycle virapebeant, différents moyens ont été mis en
place pour contrebalancer ce défaut (Bartosch, @08i3b; Kolykhalov et al, 1997; Lohmann
et al, 1999; Yanagi et al, 1997). Le développendam systeme permettant la propagation du
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virus de la souche JFH-1 (génotype 2a) de HCV aaaticulier contribué d’'importantes
avancées dans la compréhension du cycle viral deatteogéne (Lindenbach et al, 2005;
Wakita et al, 2005; Zhong et al, 2005). Des paldsunfectieuses ont pu étre produites pour
d’autres génotypes (la et 1b), mais sans obterpratiuction importante (Pietschmann et al,
2009; Yi et al, 2006). Des virus recombinant basés le JFH-1 ont été construits en
remplacant la séquence codant la région des pestéia la capside jusque NS2 de genotype
2a par leur homologue correspondant dans d’autestgpes de HCV (Lindenbach et al,
2005; Pietschmann et al, 2006; Scheel et al, 2008t al, 2007).

Par ailleurs NS5A étantune protéine virale esebata la réplication du génome de
HCV, certains travaux récents suggéerent que cettiggipe pourrait également jouer un réle
important dans I'assemblage et la sécrétion descplas virales infectieuses (Appel et al,
2008). Plusieurs études ont pu montrer que la sutish de la séquence codant NS5A de la
souche JFH-1 par la séguence homologue issue @’'gémotype permettait d’obtenir des
recombinants fonctionnels.

Dans cette étude nous nous sommes attachés a p@xelan recombinant
intergénotypique la/2a de HCV, basé sur le JFHapalosle de se propager efficacement en
culture cellulaire. Aprés avoir sélectionné et sisd les mutations d’adaptation nécessaires a
la propagation de notre chimere, la totalité dedguence codant la protéine NS5A de la
souche JFH-1 a été remplacée par son homologueédetype la. Ce nouveau virus
recombinant a été adapté a son tour a la cultulelaiee. Nous avons pu noter que
'ensemble des mutations d’adaptation que nous savaimsi sélectionnées améliore

I'infectivité de notre chimére 1la/2a.
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B. Matériel et Méthodes

. Culture cellulaire

Les cellules de la lignée Huh-7 (Nakabayashi €1 @82) et Huh-7w7 (Rocha-Perugini
et al, 2009) sont cultivées dans le milieu « Dutleéx modified Eagle’s medium » complété
par 100 nmol d’aa non-essentiels et 10% de séruneal foetal (DMEM complet), a 37°c et

en présence de 5% de €0

[l. Construction des chimeres

Les différentes chimeres de cette étude ont toétésconstruites dans le plasmide
pJFH-1, contenant '’ADNc de I'intégralité du génodela souche JFH-1 de HCV (génotype
2a). Les séquences de génotype la ont été amspldigartir du plasmide pG-HCV17-9389
(Grakoui et al, 1993b) contenant 'ADNc du génoneela souche H77 de HCV (génotype
la). Les séquences d'intérét ont été amplifiéesRgEIR en utilisant le kit « Expand High
Fidelity PCR system, dNTPack » et en suivant lesomenandations d'utilisation de ce
produit. Par la suite, les amplicons ont été iniitsdau sein du plasmide pJFH-1 en utilisant
des sites uniques de clonage. Les diverses musatiadaptation ont été introduites en
suivant la méme méthode. Pour plus de simplicité te la réinsertion des séquences la
contenant les mutations d’adaptation et pour etildes sites uniques, nous avons délété, dans
le plasmide recombinant pJFH1/ Sla-NS2-la2a, laiestg codant les protéines non-
structurales de HCV entre les sites Avrll et Sgidans ce dernier cas, le plasmide complet
était régénéreé a la fin du clonage en introduiaséquence manquante entre les sites Notl et
Xbal qui ont été conservés dans toutes les corigtngc Chaque construction était
systématiquement séquencée paarifier I'intégrité de la construction généréeiglite 1).

[1l.  Transcription in vitro

Pour générer 'ARN génomique des difféerentes cocstins réalisées dans cette
étude, les plasmides porteurs de 'ADNc d’inténét tout d’abord été linéarisés du cété 3’ par
I'enzyme de restriction Xbal puis traités par I'gme Mung Bean Nuclease pour générer une
extrémité franche correspondant a I'extrémité exaltt génome de JFH1. Aprés extraction
phénol/ chloroforme/IAA (alcool isoamylique), leDANs étaient précipités une nuit a -20°C,
avant d’étre repris dans de I'eau « nuclease fraewme concentration de 1pg/pl. L'ADN
génomique ainsi préparé servait de matrice pouédation de transcriptiom vitro réalisée

grace au kit MEGAscript T7 distribué par la soci@tébion, en suivant les recommandations
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d’utilisation de ce produit. La réaction a été mé&eplace en utilisant du matériel certifié
« nuclease free », et le milieu réactionnel a atubé pendant 4h a 37°C. Au terme de
I'incubation, un volume adéquat de TurboDNase (i@avec le kit) a été ajouté au milieu
réactionnel pendant 15 minutes et le tout a étébi@ca 37°C pour dégrader la matrice
d’ADN. La réaction a ensuite été stoppée et lesstrdts précipités par I'ajout d’eau

« nuclease free » et de chlorure de lithium pugela -20°C sur la nuit. Les ARNs ont été
récupérés apres centrifugation et lavage par dear®l a 70%. Le culot d’ARN a été repris
dans de I'eau « nuclease free » et la concentratiété ajustée a 1ug/pl (Delgrange et al,

2007). A ce stade, les ARNs sont aliquotés et goasea -80°C.

V. Electroporation

L’ARN des chiméres, transcrit vitro, est ensuite introduit dans les cellules de la
lignée Huh-7 par la technique de [I'électroporatiffato et al, 2003). La veille de
I'électroporation, des cellules confluentes soparées au demi dans des boites de 100mm et
mises a incuber a 37°C pendant la nuit dans une &aturée a 5% de GQ.e lendemain, les
cellules sont lavées au PBS, trypsinées et repfisagement aprés centrifugation a une
concentration de 10x%6ellules/ml dans du milieu OptiMEM.

Une quantité de 10 a 20ug d’ARN génomique est @mngtée a un volume de 400l
de suspension cellulaire et placée dans une cupetteélectroporation, possédant un espace
de 2mm, commercialisée par la société Bio-Rad. wleepélectrique est délivré par le Gene
Pulser X-Cell de la société Bio-Rad, en utilisaed parametres suivant : 1000uF ; 150V ;
résistance infinie. Les cellules électroporéesenisuite été transférées dans du milieu DMEM
complet a 4°C pendant 10 minutes, avant d’étrerti@sadans différents contenants et mis en
incubation a 37°C en présence de 5% de CO2. (FRure

V. Infections successives

Une partie des cellules transfectées, ou infectées,été cultivées en flasque de
25cnT. Les surnageants ont été prélevés entre les eitférentretiens de ces cellules, et le
niveau d’infection a été suivi par immunofluoresoenndirect. Lorsque la quasi-totalité du
tapis cellulaire a été infecté par le virus, lensigieant correspondant a cette étape a été utilisé
pour infecter une flasque contenant des cellules-Hnaive a l'infection. Ainsi les cellules
Huh-7 ont été mises en contact pendant 4h avecdemurnageant infectieux. Au terme des
4h d’incubation, 5ml de milieu DMEM complet a étpwé a la flasque, et les cellules
nouvellement infectées ont été entretenues. (Dedgrat al, 2007) (Figure 3).
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VI. Titration

Les surnageants de cultures de cellules transtectéeinfectées, ont été prélevés a
différents temps. Les titres viraux ont été détedwniensuite. La veille de linfection, des
cellules de la lignée Huh-7 ont été platées a omeentration de 5.6xf@ellules/ml dans des
plaques 96 puits. Le surnageant prélevé plus &€ alilué en série et par un facteur de 10,
avec du DMEM complet, puis utilisé pour infectes kellules platées auparavant. 72h apres
inoculation les cellules ont été fixées par du rméth et les cellules transfectées ou infectéees
ont été traitées avec l'anticorps A4 (dirigé conlmeprotéine E1 de HCV) suivi d’'une
révélation a lI'aide d’'un anticorps secondaire marqua Fluoresceine ou la rhodamine. Le
nombre de foyers infectieux a alors été évaluéstilexprimé en FFU (Foyer Formant Unité)
par ml de surnageant comme précédemment décrin(zéial, 2005).

VIl. Immunoempreinte

Les extraits cellulaires ont été préparés en atitisin tampon de lyse contenant 10
mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.5%in-X, 0.5 mM PMSF, 50
pg/ml TPCK, et un cocktail d’'inhibiteur de proteg€aomplete ; Roche). La concentration
des extraits a ensuite été évaluée en utilisanidthode de Bradford. Ainsi 10 a 2@ de
protéines ont été séparées par SDS-PAGE, puisfdrées, par Western Blotting, sur une
membrane de nitrocellulose (Hybond-ECL ; Amershdemfin, les protéines d’intérét ont été
détectées grace a l'utilisation d’anticorps prireaispécifiques, suivi d’'une révélation a l'aide
d’anticorps secondaires couplés a la peroxydasealdtent, des films photosensibles ont été
exposés avec les membranes activées par chemilseeimee pour détecter les immuns

complexes (Alsaleh et al, 2010; Delgrange et a,720

VIIl. Immunofluorescence indirecte

Des cellules Huh-7 transfectées ou infectées entdtivées sur des lamelles en verre,
puis fixées avec une solution contenant 4% de parafldehyde. Les cellules ont ensuite été
perméabilisées pendant 20 minutes en utilisansohdion de PBS contenant 0.05% de triton
X100. Par la suite, elles ont été incubées en peésede l'anticorps primaire pendant 1h,
avant d’étre lavées par une solution de PBS etbiesi avec I'anticorps secondaire pendant
30 & 45 minutes comme précédemment décrit (Raatile, 2006).

Les images ont été obtenues grace a un microscoippl#ot 2 (Zeiss), possédant une

caméra de type « coolsnap ES » (photometrix), etiésant le logiciel Metavue (Zeiss).
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IX. RT-PCR

L’ARN total des cellules infectées ou transfectéestté extrait en utilisant du
TRI-reagent (Sigma). Des primers spécifiques o@toéincus pour couvrir l'intégralité des
différents génomes chimériques de cette étude. dveiRe Transcription a été réalisée avec
'enzyme « Expand Reverse Transcriptase » (Rochednesuivant les recommandations
d’utilisation. Par la suite la PCR a été réaliséaitilisant le kit « Expand High Fidelity PCR
system, dNTPack » (Roche), et les amplicons ont ditéctement séquencés apres
purification, en utilisant la méthode Sanger avecséaquenceur de type ABI Prism (Applied

Biosystem).

X. Quantification des équivalents génomes

Les surnageants prélevés a différents moments galer@ent permis d’évaluer la
quantité d’équivalents génomes relargués dans leeunextracellulaire. Une RT-PCR
quantitative a été réalisée a partir des differéuisantillons selon la méthode décrite par

Castelain et collaborateurs (Castelain et al, 2004)
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C.Résultats

. Construction d’'une chimeére 1a/2a : « Sla/2a »

Pour propager un virus exprimant les protéinextirales de génotype 1a, nous avons
construit un recombinant intergénotypique de HCVremplacant la séquence codant les
protéines structurales ainsi que les protéinest 'S de la souche JFH-1 par les séguences
correspondant de génotype la (H77) (Grakoui €1983b). Cette construction a été appelée
JFH-1/ S1a-NS2-1a2a. La séquence couvrant lesaaB0R7 a ainsi été introduite au sein du
JFH-1 (Figure 4A). Les cellules Huh-7 ont été tfaoes avec '’ARN chimérique, transcrit
in vitro. Les cellules ont alors été entretenues et repgjuéus les 5 a 7 jours pour les
maintenir subconfluentes durant toute I'expérienm@nme précédemment décrit pour le
JFH-1 (Delgrange et al, 2007). L’évolution de lanokre en HCVcc a été suivie grace au
marquage des protéines virales par immunofluorescenpar analyse en immuno empreinte.
Cependant, au fil des différents passages noussagonstaté que le signal associé a la
détection des protéines virales diminuait progressent avant de disparaitre aprés un mois.
Ces observations suggérent que ce premier viruséelgue n’est pas capable de se propager
en culture cellulaire.

Des données publiées par Ma et collaborateur (Mal,et2008) ayant démontré
'importance de la mutation Q1251L (Yi et al, 20G&) niveau du premier domaine de la
partie hélicase de NS3 en terme de production deplies virales infectieuses, nous avons
réintroduit cette substitution au sein de notrenghie JFH-1/ S1a-NS2-1a2a (Figure 4A).

L’ARN transcrit de cette chimére a été introduit péectroporation dans les cellules
Huh-7. Les cellules transfectées ont été mainteeunesulture et la détection des protéines
virales a été analysée par immunofluorescence ectdirou par immunoempreinte. Nous
avons observé par immunofluorescence indirecte detien du signal pour les protéines
virales de HCV jusqu’au 17-21 eme jour puis une ldiogation des cellules marquées
suggérant une diffusion des particules viralesciigdeses en culture cellulaire. Ce résultat est
corrélé par les analyses faites par immunoempreimentrant également une augmentation
des signaux obtenus pour E2 et la capside (FigdiB). Ces résultats suggerent que
vraisemblablement le génome viral a acquis cersaimetations qui restaurent son infectiosité

en culture cellulaire.
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[l. Identification de mutations impliquées dans I'adapation de la
chimeére S1a-NS2-1a2a a la culture cellulaire.

Pour identifier les mutations responsables de ptateon de la chimére Sla-NS2-
la2a-L (Q1251L) a la culture cellulaire, nous avadspté une approche similaire a celle
utilisée par Delgrange et collaborateurs qui, péedtions successives, avaient stabilisé les
mutations au sein du génome viral de JFH1 (Delgragtgal, 2007). Comme le virus était
sécrété apres transfection vers j17- j21, nousutiiisé le surnageant j21 pour infecter des
cellules naives Huh-7.Le surnageant des celluleseail@ment infectées était ensuite utilisé
pour infecter a nouveau de nouvelles cellules (f€igB) Nous avons ensuite utilisé les
surnageants produits au douziéme jour car a ce skadiexpérience pratiguement toutes nos
cellules étaient infectées. Quatre infections eatféites pour stabiliser les mutations de notre
chimere adaptée a la culture cellulaire. Ensuite ARN totaux des cellules infectées ont été
purifiés et TARN de la chimére Sla-NS2-1a2a-L & émplifié par RT-PCR et le génome
viral a été séquencé. Le séquencage a montré guetédion Q1251L était maintenue dans la
séquence de NS3. Par ailleurs, nous avons idenifisx mutations dans le génome de la
chimére. La premiére mutation est présente dansétpience codant la protéine E1 et
correspond au changement d’'une isoleucine en valifa position 262 (aa 1262V, nt
A1148G). La seconde mutation, quant a elle, cooed I'insertion d’'une proline entre les
positions 862-864 de la séquence protéique (aa-B8&2nt CCC 2947-2954). Cette insertion
se fait dans une séquence peptidique ou il exigte dbux prolines. L'insertion d’'un aa dans
la séquence virale est inhabituelle. Tout commer d@adaptation du JFH1 en culture
cellulaire (Delgrange et al, 2007), nous avonstifiérdans le génome viral de la chimeére tres

peu de mutations.

[1l.  Analyse des génomes viraux chimériques exprimantde
différentes mutations

Pour déterminer dans quelle mesure les mutatiomslagtation que nous avons
sélectionné possédaient un effet sur la chimereN&I&1a2a-L, nous les avons réintroduites
seule ou en combinaison au sein du génome pardifédérentes chimeéres ont ainsi été
générees et appelées Sla/VL, PL et VPL (Fig. 5A).

Comme précédemment décrit, 'ADN de ces constrastia été transcrit in vitro et
I'ARN a été électroporé au sein de cellules Hub&s relevés ont été régulierement effectués
pendant plusieurs jours. Dans tous les cas, naussasbservé une amplification rapide de la

détection des protéines virales lorsque cellesaieit révélées par immunofluorescence, sur
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les cellules transfectées et entretenues sur phgsjeurs, ou par immunoempreinte sur des
extraits cellulaires (données non présentées). résgltats suggérent que les particules
infectieuses se propagent en culture cellulaire phipidement que les virus chimériques Sla-
NS2a-1a2a- L. Pour confirmer ce résultat, une dglication des génomes viraux et un titrage
des surnageants infectieux ont été effectués gyet C). Nous avons observé une sécrétion
plus rapide des particules virales infectieusessdaa surnageants de cellules transfectées
pour chacune des chimeres par comparaison avéinii@ parentale (Fig. 5B). La secrétion
des particules virales s’accompagne également dugenentation des équivalents génomes
présents dans les surnageants de chacune desehifigy. 5C). Une différence de un log est
observée entre la chimere parentale et la chimgsedalant les deux mutations d’adaptation.
Nos résultats suggerent que la chimeére parentdleplas infectieuse lorsque les deux
mutations sont introduites dans son géenome virakrhble donc que ces mutations possédent

un effet synergique sur la chimere S1la-NS2-1a2a-L.

V. Analyse des chiméres S1a/V, P et VP sans la mutati®©1251L

Nous avons ensuite cherché a savoir quel serdiet’des mutations d’adaptation
1262V et P862-864 en dehors du contexte de la moutda1251L localisée dans la partie
hélicase de la protéine NS3 de JFH1 (Ma et al, 200&t al, 2007). Pour répondre a cette
question, les différentes constructions chimériquasant les mutations d’adaptation ont été
générées sans la mutation Q1251L. Ces différemtestrrictions ont été appelées Sla/V, P et
VP et celles de JFH1/ S1a-NS2-1a2a (notée Sld)aVBL ont été utilisées comme témoin.
L’ARN transcritin vitro des différentes chimeres a été introduit dansédlsles Huh-7 par
électroporation et les cellules ont été entreteruoesme décrit ci-dessus. Les analyses par
immunoempreintes réalisées sur les extraits céalhsapréparés a partir des différentes
cellules Huh-7 électroporées avec les chimeres maointjue le signal de détection pour la
protéine (E2) décroit rapidement pour celles qupoassedent pas la mutation Q1251L (Figure
6B), mais seulement dans le contexte des chimesepossédant qu'une seule mutation
d’adaptation. Ce résultat est a comparer avecnwité de transfection Sla-NS2-1a2a-VPL.
Cependant, il est a noter que la chimere S1A-N22-MP se maintient faiblement en culture
cellulaire, puis que 30j apres électroporatiorsitgal de détection s’amplifie suggérant que
des mutations d’adaptation a la culture cellulawat produites pour compenser I'absence de
la mutation Q1251L (Figure 6B). Comme précédemnukatrit, des infections successives
ont été réalisées pour stabiliser les mutationglaptation puis 'ARN a été séquencé par

RT-PCR pour identifier les mutations responsabled’idfectiosité de la chimere Sla/VP.
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L’analyse des données de séquencage du génomericuen@ous a permis d’observer que

les mutations 1262V et P862-864 étaient toujourésentes. Cependant, une nouvelle
mutation avait été identifiée et correspondait Bangement d’'une glutamine vers une lysine
en position 1221 (aa Q1221K, nt C4025A). Il estiessant de noter que cette nouvelle
mutation, qui semble compenser I'absence de latront®1251L, est située dans le premier
domaine hélicase de la protéine NS3 tout comme ugation Q1251L décrite par Ma et

collaborateurs (Ma et al, 2008). Nos résultats étgyg que le domaine hélicase de la protéine
NS3 joue un rble important dans l'adaptation desnehes inter génotypiques la/2a au

systéme HCVcc.

V. La mutation Q1221K restaure l'infectiosité des chindres 1a2a

Pour déterminer si la mutation Q1221L permet deatesr l'infectiosité des chiméres
Sla-NS2-la2a-sL, celle-ci fut introduite dans |&$eentes chiméres. Cela a conduit a
I'obtention de nouvelles constructions appeléeda/ls, VK, PK et VPK (Figure 7A).
L’approche expérimentale pour ces nouvelles chimest identique a ce qui a été décrit ci-
dessus. Le suivi par immunoempreinte et par immuoodscence des cellules transfectées
par 'ARN de ces chiméres montrent que celles-amglifient rapidement en culture
cellulaire comme les chiméres avec la mutation QL2%Figure 7B et données non
présentées). Les titres infectieux pour chaque &tgront été évalués a 3j et 7j (Figure.7C)
Les résultatsmontrent que, tout comme pour les chimeres aveenlgation Q1251L,
l'infectiosité des chimeres est meilleure lorsges trois mutations sont présentes sur le
génome viral. En présence de la mutation Q122 1Krlatations 1262V et P 862-864 ont un
effet synergique sur la chimere Sla-NS2-1a2a-Khfegtiosité de la chimére Sla-NS2-1a2a-
VPL est analogue a celle de S1a-NS2-1a2a-VPK. ¢fefé la mutation Q1221K est analogue
a ce qui est observé pour la mutation Q1251K dé¢ait Ma et collaborateurs (Ma et al,
2008).

VI. Substitution de la séguence NS5A de JFH1 par celie H77.

Il a été montré que la protéine virale NS5A intérayec la protéine de capside C
(Masaki et al, 2008) et qu'elle joue également &te rimportant dans I'assemblage des
nouveaux virions (Appel et al, 2008). Pour cesédédhtes raisons, nous avons cherché a
substituer les séquences codant NS5A de JFH1 ples ade H77 (1a) pour améliorer
I'infectiosité des virus chimériques la2a. La camdion chimérique correspondant a cette
substitution a été appelée Sla/VPL/5A. Une amaplifim de la chimére est observée apres
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deux a trois semaines. En employant la méme mékbgidodécrite ci-dessus, nous avons
identifié cing mutations. L'une d’entre-elles estalisée dans la séquence codant la protéine
NS4B (aa H1961Y , nt C6245T) alors que les quatteea sont localisées dans la séquence
codant la protéine NS5A (aa K2111T, nt A6696C R2283Q, nt G7212A ; aa S2356P, nt
T7430C et aa D2416G, nt A7611G). Comme indiqué dankigure 8A,les mutations
K2111T et R2283Q se localisent respectivement denslomaine | et Il de NS5A
(Tellinghuisen et al, 2004) tandis que les mutai@R356P et D2416G le sont dans le
domaine Ill de NS5A (Tellinghuisen et al, 2004).

VII. Analyse des mutations d’adaptation localisées daiS4B et
NS5A

Afin de limiter les analyses concernant les mutetimentifiées dans NS4B et NS5A,
nous avons décidé de constituer deux groupes dantsuthimériques. Les mutations
présentes dans la séquence codant NS4B et lespidemiers domaines de NS5A ont été
réunies dans la construction S1a/VPL/5A-YTQ ebfaltté des mutations a été réunie dans la
construction S1a/VPL/5A-YTQPG. Dans un premier temmus avons cherché a déterminer
comment ces différentes constructions chimérigeesomportaient en réplication. Toutes ces
mutations ont été placées dans une constructiornneaxpt la luciférase (RLuc) et transfectées
dans des cellules Huh-7w7 pour étudier la répbcagn absence de toute infection. Nous
avons observé que les chiméres Sla/VPL/5A et S140PYTQ sont moins efficaces en
réplication que la chimére Sla/VPL. Par contrechamére Sl1la/VPL/5A-YTQPG semble
aussi efficace que la forme S1a/VPL (Figure 9).

Puis, comme précédemment décrit, les protéinedesirde ces chimeres ont été
analysées a différents temps et les particuledegirmnfectieuses ont été titrées apres la
transfection des cellules. Comme observé dansgalliA, I'expression de la glycoprotéine
E2 est détectable des le j3 pour les chiméres so&ka/VPL/5A -YTQ, Sla/VPL/
5A-YTQPG et Sla/VPL, cette derniere chimére sendgmtcontrole. Cependant, pour la
chimére S1a/VPL/5A, nous constatons que la détedkola protéine E2 apparait entre les j10
et J14, ce qui correspond au début de I'adaptatéola chimére a la culture cellulaire. Nous
avons constaté également que la chimére Sla/VPY/BA-semble moins efficace que la
S1a/VPL/5A-YTQPG puisqu’a j3 la détection de latpmoe E2 est plus faible. Ce résultat se
vérifie par la titration des virus chimériques (g 9C), permettant de constater que la
chimére Sla/VPL/5A-YTQ est 10 fois moins infectieugue la chimere Sla/VPL/5A et

environ 50 fois moins que la chimere S1a/VPL/5A-YA® Cependant, les titres infectieux
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semblent étre ensuite comparables pour les chime&ka/VPL/5A-YTQ et
S1a/VPL/5A-YTQPG. Ceci pourrait étre di a un redads la sécrétion des particules virales
infectieuses. Ce retard est également observé lpochimére Sla/VPL/5A dont le titre
infectieux progresse en fonction du temps et desggges. Nos résultats indiquent que les
nouvelles mutations d’adaptation avec la substitutle la séquence NS5A de JFH1 par celle
de H77 conférent a la chimeéere S1a-NS2-1a2a undemelinfectiosité des particules virales.
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D. Discussion

Si le développement de I'outil HCVcc a permis daliser une avancée majeure dans
I'étude du virus de I'hépatite C (Lindenbach et 2005; Wakita et al, 2005; Zhong et al,
2005), ce systéeme ne rend pas totalement compterdportement des différentes souches de
ce virus. A travers plusieurs études, il a été miasque les comportements des différents
génotypes de HCV pouvaient varier, que ce soit imgan de leur virulence ou face aux
traitements mis en place pour lutter contre litifat. La mise au point de différentes
chiméres intra ou intergénotypiques a été une grenpiste explorée pour s’affranchir du
biais que représente I'utilisation d’un unique g&pe dans I'étude du virus de I'Hépatite C
(Gottwein et al, 2007; Gottwein et al, 2009; Jerseal, 2008; Kato et al, 2007; Koutsoudakis
et al, 2006; Lindenbach et al, 2005; Pietschmaral, &006; Pietschmann et al, 2009; Scheel
et al, 2008; Yi et al, 2007).

|. Adaptation a la culture cellulaire d’'une chimeéere viale de type
la/2a

A partir du constat que des recombinants intergémgies de HCV existent dans la
population mondiale (Bhattacharya et al, 2011; iinh et al, 2002; Morel et al, 2010), nous
avons supposé qu'il était possible de construiseatémeéres du virus de I'hépatite C entre le
génotype la (souche H77) (Kolykhalov et al, 199@nagi et al, 1997) et l'isolat JFH-1 de
génotype 2a (Wakita et al, 2005). Notre stratégigaie fut de substituer les séquences
codant I'ensemble des protéines structurales, pNS€tau sein de la souche JFH-1, par leurs
homologues de la souche H77. Malheureusement,itaech produite était incapable de se
propager en culture cellulaire, laissant suggérvaurgélément essentiel au virus chimérique
était manquant pour lui permettre une propagatfbcaee. En paralléle de notre étude, Yi et
collaborateurs avaient montré que la présence diun@tion au sein de la protéine NS3, la
mutation Q1251L, avait un rdle important dans kasblage des particules virales de type
la/2a (Ma et al, 2008; Yi et al, 2007). Nous avolservé en insérant cette mutation dans nos
constructions chimériques que celle-ci conduisgities 2 a 3 semaines, a l'apparition de
particules virales infectieuses dans le surnagdamos cellules transfectées. Nos résultats
suggéraient en outre que notre chimére avait aogaisemblablement d’autres mutations
pour lui permettre de se propager.

Deux mutations ont été ainsi identifiees en plusadautation Q1251L. La premiere,

la mutation 1262V, est localisée dans la séquendart la glycoprotéine E1. Le changement
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d’une isoleucine en valine est observé dans begudtsolats de HCV et la position de cet aa
semble étre bien conservée. L'effet de ce changesugra glycoprotéine E1 peut avoir des
effets multiples. Elle peut permettre un meillewutgeonnement des particules virales ou
autoriser une meilleure interaction avec les raaagtpour I'entrée du virus dans les cellules
cibles. L’adaptation d’'une chimere 1a2a en cultgitulaire avait permis de sélectionner une
mutation dans E1 en position Y361H (Yi et al, 20@® fagon surprenante cette mutation se
trouve dans le domaine transmembranaire de E1l.ollrrpit étre suggéré que cette
modification dans le TMD de E1 influencerait I'edtomaine de E1 et favoriserait une
interaction E1E2 plus favorable pour I'entrée dusidans la cellule. Un tel phénomeéne a été
suggéré récemment (Maurin et al, 2011). Cette nomtapourrait également améliorer
l'interaction entre E1 et la capside, et ainsi nmledue processus de morphogenese des
particules virales (Lo et al, 1996). La secondeatiom concerne l'insertion d’'une proline
dans la protéine NS2, P862-864, au niveau d’untoseextra-membranaire de cette protéine
(Yamaga & Ou, 2002), dans une zone ou deux aangrebnt déja présents. Le motif de trois
prolines constitué ici n'est retrouvé dans aucugnaiment. Le réle de NS2 dans le cycle viral
n'est pas encore clairement défini. Cette protdmervient a plusieurs moments clés.
L’exemple de I'outil réplicon nous montre qu’ell&est pas indispensable au fonctionnement
du complexe de réplication viral (Blight et al, BQOLohmann et al, 1999). Elle peut
néanmoins moduler son action, notamment en intantetians la phosphorylation de NS5A
(Liu et al, 1999). L’étude récente menée par Papescollaborateur montre aussi qu’elle a
un réle important de médiateur entre les différenpeotéines de HCV au moment de
I'assemblage des particules virales (Popescu 20all). L'insertion que nous avons observée
au niveau de la protéine NS2 peut ainsi avoir tbfiés effets. Le changement survenu au sein
de cette protéine peut tout simplement améliogemteractions entre les différentes protéines
virales, et par la améliorer le comportement gdrduwavirus lors de l'infection des cellules.
Le groupe de Jens Bukh a récemment montré queuldecde protéines core-NS2 permettait
de moduler les étapes d’entrée et d’assemblagéards (Gottwein et al, 2011). Une autre
étude montre que NS2 interagit avec les glycopnetE1 et E2 au niveau de I'assemblage
du virus (Stapleford & Lindenbach, 2011). Par ailte nous avons observé que ces mutations
ont un effet synergique lorsqu’elles sont exprimdeses les deux dans la chimere S1a-NS2-
la2a. Cependant, lorsque I'on compare les titrestieux de la chimere Sla-NS2-1a2a avec
ceux de lisolat JFH1 adapté a la culture cellelaibelgrange et al, 2007), les premiers

restent trés inférieurs aux seconds. Ces résutaisconformes a ceux obtenus par d’autres
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groupes. En outre, aucune de ces mutations neEstivée dans le génome de la souche H77
(génotype 1a) adapté a la culture cellulaire (Yale2006).

[I. La mutation Q1251L est compensée par la mutation QP1K

Par ailleurs, nous avons cherché a savoir queilt $ereomportement de nos chimeres
adaptées a la culture cellulaire mais produiteabsgnce de la mutation Q1251L. Nous avons
montré que nos chiméres perdent leur capacitépaopager efficacement, suggérant que les
mutations 1262V et P862-864 ne sont pas suffisaateslles seules pour produire des
particules virales infectieuses. Cependant, apnéstamps d’adaptation, de nouvelles
particules virales sont produites. Tout comme Q12& mutation Q1221K est localisée dans
le premier domaine de la partie hélicase de NS&(Ki al, 1995; Tai et al, 1996) laissant
suggérer le role important de cette région pododmation des particules virales infectieuses
de la chimére 1a2a. Ma et collaborateur ont mamieg la protéine NS3 (Ma et al, 2008), en
plus de son role de protéase, intervenait au nidediassemblage des particules virales. Des
données non publiées de notre laboratoire, ainsungurécente étude de Jones et
collaborateurs (Jones et al, 2011) montrent égalenne effet positif d’'une mutation située
dans cette région de NS3 sur des mutants de lédeagi®s données, ainsi que nos résultats,
soulignent ici le role important que peut jouer N&hs la morphogenése des nouvelles
particules virales. Nous pouvons ainsi suggérerlgumemier domaine de la partie hélicase
de NS3 interviendrait au niveau de la productios particules virales selon un mécanisme
qui n'a pas encore été élucidé. Les hélicases tiératts virus, parmi les flaviviridae
(Agapov et al, 2004; Jones et al, 2005) ou d’adtasslles (King et al, 2001; Taraporewala &
Patton, 2004), sont connues pour intervenir daassémblage des particules virales, et les
mécanismes sont variés. Nous pouvons supposer egientbractions protéines-protéines,

dans lesquelles la protéine NS3 serait impliquéarmaient expliquer ce phénomene.

[1l.  Substitution de la séguence NS5A de génotype 2a p=rlle de
génotype la dans la chimére 1a2a

La protéine NS5A apparait comme une protéine nomitifionnelle au niveau du cycle
viral (Appel et al, 2008; Huang et al, 2005; Maseakial, 2008; Tellinghuisen et al, 2008a;
Tellinghuisen et al, 2008b). Elle est capable dkesex 'ARN, elle participe au complexe de
réplication viral, et de facon tout a fait surpnetea elle joue un réle important au niveau de
'assemblage des particules virales grace aux neumses interactions avec les autres
protéines de HCV (Appel et al, 2008; Masaki et24l08; Tellinghuisen et al, 2008a). La
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chimére Sla-NS2-1a2a étant principalement constities protéines structurales, de p7 et de
NS2, nous avons cherché a savoir si I'introductieda séquence codant la protéine NS5A de
génotype la pouvait améliorer l'infectiosité de nparticules virales chimériques. De
nouvelles mutations ont été identifiees. L'unepssente dans la partie carboxy terminale de
NS4B et les quatre autres mutations sont localipéas deux d’entre-elles dans les domaines
| et Il de NS5A et les deux dernieres dans le dom#i de NS5A (Tellinghuisen et al, 2004).
Toutes ces mutations réintroduites dans la chintdr@NS2-5A-1a2a-VPL (Sla/VPL/5A)
conduisent a produire des particules infectieusesutture cellulaire dont le titre viral est
augmenté d'un facteur de 5 par rapport a la chirsd-NS2-1a2a-VPL (S1la/VPL), ce qui
suggérerait un effet bénéfigue de la protéine 5Agdaotype la sur la formation et la
sécrétion de particules virales infectieuses.

La premiere mutation identifiée et qui est situaagla partie C-terminale du domaine
H2 de NS4B (Gouttenoire et al, 2009) concerne langement d’'une histidine vers une
tyrosine en position 1961 (H1961Y). Cette histidest conservée entre les génotypes la et
2a. La protéine NS4B est connue pour étre impliodees la formation d’altérations des
membranes cellulaires, appelées « membranous wabsent le lieu de la réplication virale.
Des données récentent montre que NS4B interviatrg autre par le biais d’'interaction avec
NS5A, dans le cadre de la régulation de la réptingBlight, 2011; Paul et al, 2011). De plus
'analyse de certaines mutations dans la partier@ihale démontre que la protéine NS4B
peut également influencer la production de pamisuwirales (Jones et al, 2011; Paul et al,
2011). Une étude récente a montré que la modificatie cette histidine vers une alanine
(H1961A) améliore de facon significative la prodant de particules virales (Paul et al,
2011). Bien que la nature des aa soit differemepeut penser que ce changement peut avoir
des effets analogues. Cette hypothese est renfperde fait qu’il a été démontré que NS4B
interagit avec NS5A (Dimitrova et al, 2003), et das autres mutations sélectionnées dans
notre étude sont toutes localisés au sein de NE&Mécanisme exact d’interaction entre ces
deux protéines virales n’est cependant pas encomeuc Nos données pourraient permettre de
mieux appréhender ce type d’interaction dans dedstétudes.

Parmi les quatre mutations sélectionnées dans NB5#emiere est localisée au sein
du domaine | (K2111T), elle touche une lysine langat conservée parmi tous les génotypes
HCV que nous avons alignés. Ce premier domaine 88ANest connu pour former une
gouttiére basique et se lier a 'ARN (Tellinghuisatnal, 2005). La seconde mutation touche
un aa du domaine Il (R2283Q), et permet de charayginine spécifique a l'isolat que nous

avons utilisé ici vers une glutamine qui est retfulans la plupart des autres souches de

126

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



These de Pierre-Yves Delavalle, Lille 1, 2011

HCV. Le domaine Il est connu pour étre directeniénd I'activité de réplication du génome
virale (Tellinghuisen et al, 2008b). Enfin les daderniéres mutations touchent des aa situés
au niveau du domaine lll de NS5A, la premiére teuah site potentiel de phosphorylation
alors que la seconde touche une position peu caresgrarmi les différents génotypes. Ce
dernier domaine de NS5A est connu pour intervanminigeau de I'assemblage des nouveaux
virions (Appel et al, 2008; Masaki et al, 2008). udoavons observé que l'insertion de la
séquence NS5A de génotype la dans la chimére S2&-&E®R-VPL avait pour conséquence
de diminuer le pouvoir réplicatif de la chimére papport a la chimere témoin. La réplication
est partiellement restaurée avec les mutations Yii&)s totalement avec les mutations
YTQPG. Par conséquent, les mutations sélectionees les trois domaines de NS5A ont un
effet sur la réplication de la chimere, et quedianulation des cing mutations est nécessaire a
la restauration complete de la réplication de lenéhe. Il est important également de noter
que la mutation K2111T, introduit un site potenti® phosphorylation quand la mutation
S2356P en fait disparaitre un. La sérine en posig856 ne semble pas jouer un role
important dans I'assemblage des particules viralesime c’est le cas pour certaines serine
qui sont situées dans le domaine Ill de NS5A (Apgelal, 2008; Masaki et al, 2008;
Tellinghuisen et al, 2008a). Cependant elle faitipad’'une des zones de phosphorylation
basale de NS5A (Appel et al, 2005). Nous pourripegser que la présence de la premiere
mutation compenserait la perte d’un site de phogdiiton causée par la seconde.

Les deux dernieres mutations interviennent quaelieadans le domaine 11l de NS5A
(Tellinghuisen et al, 2004). La fonction exacte akite partie de la protéine n’est pas
complétement caractérisée mais elle est connue puervenir dans I'assemblage des
particules virales (Appel et al, 2008; Masaki et 2008). Les mutations que nous avons
sélectionnées dans cette zone pourraient effecéimeameéliorer la production des particules
virales chimériques, puisque nous observons undiaatéon du titre virale. Toutefois le
mécanisme qui régit ces changements pourrait im@tiglusieurs partenaires. En effet Appel
et collaborateurs (Appel et al, 2008) ont montré ¢tp1 domaine 1ll de NS5A peut réguler
I'activité d’assemblage des particules, par un @ssas qui reste a définir. De plus certaines
études montrent que l'interaction entre le prerdimnmaine hélicase de la protéine NS3 et la
protéine NS5A peut améliorer la production de paléis virales (Han et al, 2009). La
construction de nos chiméres intergénotypiques mneoencé avec lintroduction d’'une
mutation de la protéine NS3, et comme nous venenke doir, nous avons sélectionné des
mutations d’adaptation au sein de NS5A. Les résutlas études abordées plus haut, ainsi

gue les observations faites dans ce travail nousnana penser que l'interaction entre ces
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protéines nous ameénerait a obtenir une meillewdymtion virale. L’ensemble des mutations

d’adaptation que nous avons sélectionné pourratiamar ce processus.
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E. Conclusions et perspectives

La souche JFH-1 (génotype 2a) de HCV est la seulgowvoir étre propagée
efficacement en culture cellulaire. Les virus deajgpe la ou 1b peuvent également étre
produits en culture cellulaire, mais I'infectiosiié ces virus reste faible (Pietschmann et al,
2009; Yi et al, 2006). Dans cette étude, nous awdresché a construire et adapter une
chimere intergénotypique 1a/2a de HCV. Notre coiesivn n’a pu étre propagée que grace a
la mutation Q1251L (Ma et al, 2008; Yi et al, 200@)ésente au sein de la protéine NS3, et
nous avons pu sélectionner deux mutations d’adaptaui améliorent I'efficacité de cette
chimére au cours de 4 infections successives.

Nous n'avons pas pu clairement définir I'effet des adeux mutations, aussi, une
analyse plus approfondie pourrait nous permettrgréadre connaissance des mécanismes
permettant cette adaptation de notre chimere. btéme E2, complexée avec la protéine E1,
intervient principalement au niveau de I'entrée delfules. La mutation 1262V pourrait avoir
un effet direct sur cette étape par l'interactienEll soit avec les récepteurs cellulaires, soit
avec la protéine E2 pour un meilleur repliementté€mutation pourrait aussi permettre une
meilleure interaction entre le complexe de glyctfire et la capside, au niveau de la
formation des particules virales comme précédemuhérrit (Lo et al, 1996).

La seconde mutation intervient dans NS2 et génermatif inédit de trois prolines
successives dans la protéine. Nous avons pu veilN@P possédait un role clé dans le cycle
viral de HCV en interagissant avec de nombreusetipes virales (Popescu et al, 2011;
Stapleford & Lindenbach, 2011). Il pourrait étréémessant de suivre I'effet de l'insertion de
la proline en position 862-864 sur I'interaction 82 avec les autres protéines virales. Cet
effet peut se produire directement sur le procedsusorphogenése des particules virales, ou
influer sur NS5A, dans la mesure ou NS2 peut régialephosphorylation de cette autre
protéine virale (Liu et al, 1999). De plus, I'effgtnergique existant entre les deux premiéres
mutations que nous avons sélectionnées pourradt W@&tr elément supplémentaire dans la
compréhension de I'adaptation des virus chimérigoephénoméne méritant des études plus
avancées. Les données ainsi obtenue pourraientc@bfeontées aux résultats récemment
publiés a ce sujet (Stapleford & Lindenbach, 2011).

Au cours de notre étude nous avons pu constatetagpetéine NS3 jouait un réle
important dans I'adaptation de la chimere la/2audNeommes parvenus a seélectionner une
mutation d’adaptation ayant un effet analogue B cicrite par Yi et collaborateur (Ma et al,
2008; Yi et al, 2007). La mutation Q1251L avait é@écrite comme influencant la
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morphogenése des particules virales (Ma et al, 2@ plus, d’autres études montrent que
le premier domaine de la partie hélicase de NSBhegede compenser un défaut au niveau de
la protéine de capside (Jones et al, 2011). Tagsbservations nous portent a croire que
cette zone précise de NS3 joue un réle importans tkaproduction des particules virales. Le
mécanisme précis n'a cependant pas encore été. défirecherche de celui-ci pourrait étre le
sujet d’'une prochaine étude, et serait sans auoutediche en enseignement. En effet, les
hélicases de plusieurs virus, y compris cellesklasgiviridae, sont connues pour intervenir
au niveau de la production des particules viralésctieuses (Agapov et al, 2004; Jones et al,
2005; King et al, 2001; Taraporewala & Patton, 2004

La seconde partie de notre étude nous a permiongraire et d’adapter pour la
premiere fois une chimere intergénotypique la/Zapmotant la séquence codante complete
de la protéine NS5A de génotype la. L’adaptationcelte nouvelle construction nous a
amené a sélectionner de nombreuses mutations dédiden: une localisée dans NS4B a une
position importante pour la production de partisulérales (Jones et al, 2009; Paul et al,
2011), et les quatre autres présentes dans NSBAalyse de ces mutations n’a éteé faite que
pour deux groupes de mutants. Pour aller plusdaims la caractérisation de ces mutations, il
serait pertinent de pouvoir les analyser une a une.

L’ensemble des mutations que nous avons sélectidang cette seconde partie révele
sans doute un réglage assez fin de I'ensemblentie®mdtions entre les différentes protéines
virales, amenant a la production de particuleslesraLa réplication de la chimeéere possédant
la séquence NS5A de génotype la avec I'ensemblendéstions d’adaptation est en effet
similaire a celle de la chimére S1aVPL. Nous posgviomaginer que certaines mutations vont
perturber I'activité de NS5A sur un point, en métamps gu’elle améliore un autre point.
Ainsi, 'ensemble des mutations est nécessaire @quitibrer les différents changements dans
cette protéine.

Enfin, l'introduction de la protéine NS5A de génmtyla dans le contexte de notre
chimére 1a/2a peut nous fournir un outil d’étudéressant au niveau de cette protéine virale.
Par ailleurs, la méthode utilisée ici pourrait &eproduite pour adapter étape par étape un
génotype la complet a la culture cellulaire. Nooammes en mesure de substituer, les
séquences codant les protéines de génotype 2a rédatés la chimere la/2a, par leurs
homologues de génotype la. En utilisant la mémeoapp que dans cette étude, nous
pourrions alors étre en mesure de sélectionnetinigs chimériques les mieux adaptés, jusqu'a
obtenir un génome la complet. Dans ce contexpauitrait étre intéressant de déterminer les

facteurs permettant & une souche comme celle delJéiise propager en culture cellulaire,
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contrairement aux autres. En définitive, ce typapdroche nous permettrait non seulement
d’adapter un génotype la complet, mais égalementhales donner des pistes pour

comprendre comment propager d’autres souches amegkllulaire.

F. Figures de la premiere partie
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Figure 1 : Presentation des différentes chimeres intergénotypiques construites
dans notre étude. Les séquences codant les protéines issues de génotype 1a
sont représentées en jaune, et celles de génotype 2a en bleu. Les positions
des mutations d'adaptation introduites sont indiquees par des fleches noires,
et I'aa impliqué dans ces mutations est précisé comme suit : V pour 1262V ; P
pour l'insertion de P en position 862-864 ; K pour Q1221K ; L pour Q1251L ; Y
pour H1961Y ; T pour K2111T: Q pour R2283Q ; P pour 2356P ; G pour
02012 Tous d D AB G . http://doc.univ-lille1.fr
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Promoteur T7
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Infection de Production de
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Figure 2 : Principe de production des HCVcc. L'ADNc du génome viral est
placé sous la dépendance du promoteur du bactériophage T7 dans un
plasmide pJFH-1, contenant un géne de résistance a I'ampiciline. Apres
lineéarisation par I'enzyme de restriction Xbal, TADNc viral est transcrit en ARN
par 'enzyme T7 RNA polymerase. Cet ARN sera alors électroporé au sein de
cellules d’hépatocytes. Les cellules transfectées sont alors capables de
produire des particules virales infectieuses et relarguées dans le surnageant
de culture. Ce surnageant infectieux peut étre utilisé pour infecter des cellules
naives a l'infection par HCV.
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Figure 3 : Principe d’infection successive par HCV en culture cellulaire.

Des cellules Huh-7 sont transfectées comme décrit dans la figure 2. Aprés 2 ou3
passages, soit 10 a 14 j aprés infection, le surnageant infectieux est utilisé pour
infecter des cellules naives Huh-7.

P correspond a un passage d’entretien des cellules, | correspond a une infection et
le chiffre correspond aux nombres de passages ou d’infection.
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Figure 4 : A- Représentation schematique des chimeéeres S1a-NS2-1a2a et
S1a-NS2-1a2a/l.. Les séquences codant les protéines issues de genotype 1a
sont représentées en jaune, et celles de génotype 2a en bleu. La position de la
mutation d'adaptation introduite est indiquee par une fleche noire, I'aa implique
dans cette mutation est annoté L pour Q1251L.

B- Résultat d’'une analyse par immunoempreinte réalisé grace a des lysats de
cellules transfectees avec la chimere S1a-NS2-1a2a/L. Le jour de prélevement
des échantillons est indiqué en bas de chaque piste. T+ correpond a un lysat
de cellules chroniqguement infectées par le JFH-1, T- correspond a un lysat de
cellules Huh-7 non infectées. Les résultats pour la capside, E2, NS5A et
I'actine sont ici présentés.
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Figure 5: A- Représentation schématique des chiméres S1a/VL, S1a/PL et
S1a/VPL. L'aa impligué dans ces mutations est précisé comme suit : V pour
1262V ; P pour l'insertion de P en position 862-864 ; L pour Q1251L.

B- Détermination des équivalents génomes produits par les chiméres S1a/l
(Bleu), S1a/VL (Rouge), S1a/PL (Jaune) et S1a/\VVPL (Vert), sur une période de
17jours. Valeurs en equivalents génomes par ml (EG ml™1)

C- Détermination des titres viraux des chimeéeres S1a/L, S1a/VL, S1a/PL et
S1ENPL1 et regroupés par chimere. Valeurs en foyer formant uniteé par ml
(f.fu.ml)
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Figure 6 : A- Représentation schématique des chiméres S1a-NS2-1a2a/V,
S1a-NS2-1a2a/P et S1a-NS2-1a2a/VP. L'aa impliqué dans les mutations est

precise comme suit: V pour 1262V ; P pour I'insertion de P en position 862-
864.

B- Résultat d'une analyse en immunoempreinte realisée grace a des lysats de
cellules transfectées avec les chimeres S1a/VPL, S1a, S1a/V, S1a/P et
S1a/VP. Le jour de prélévement des échantillons est indiqué en bas de

chaque piste. Les résultats pour E2 sont ici présentes.
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Figure 7 : A- Representation schématique des chimeres S1a/K, S1a/VK,
S1a/PK et S1a/VVPK. L'aa impliqué dans les mutations est précisé comme
suit : V pour 1262V ; P pour linsertion de P en position 862-864, K pour
Q1221K.

B- Résultat d’'une analyse par immunoempreinte réalisée grace a des lysats
de cellules transfectées avec les chiméres S1a/K, S1a/VK, S1a/PK et
S1a/VPK. Le jour de prélevement des échantillons est indiqué en bas de
chaque piste. Les résultats pour EZ sont ici présentes.

C- Determination des titres viraux produits par les chimeres S1a/VPL, S1a/K,
S1al/VK, S1a/PK et S1a/VPK, a 3 et 7jours post-transfection. Les valeurs sont
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Figure 8: A- Représentation schématique des différentes chiméres
intergénotypiques placées dans le contexte de la Rluc. L'aa impliqué dans les
mutations est précise comme suit : V pour 1262V ; P pour l'insertion de P en
position 862-864 ; L pour Q1251L ; Y pour H1961Y ; T pour K2111T : Q pour
R2283Q ; P pour 2356P ; G pour D2416G.

B- Determination de ['activité de réplication des chiméeres S1a/VPL,
S1a/VPL/SA, S1a/VPL/BA-YTQ, S1a/VPL/SA-YTQPG et du mutant non
réplicatif S1a/GND par lecture de I'activité de la Renilla luciferase. L'activité a
éte évaluée grace a des lysats de cellules Huh-7w7 prélevé 72h post-
electroporation. Les valeurs sont normalisées par rapport a l'activité Renilla
fuciferase relevée pour les mémes constructions a 4h pust-électroporatitat% oounivlet fr
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Figure 9: A- Représentation schematique des differentes chimeres
intergénotypiques comportant l'insertion de la séquence codant la protéine
NS5A de genotype 1a. Les sequences codant les protéines issues de
genotype 1a sont representées en jaune, et celle de genotype 2a en bleu. Un
agrandissement de la fin de la protéine NS4B et de NSbHA a été réalisé pour
plus de precision. L'aa implique dans les mutations est precisé comme suit : V
pour 1262V ; P pour linsertion de P en position 862-864 ; L pour Q1251L ; Y
pour H1961Y ; T pour K2111T : Q pour R2283Q ; P pour 2356P ; G pour
D2416G.

B- Resultat d'une analyse par immunoempreinte realise grace a des lysats de
cellules transfectées avec les chiméres S1a VPL/SA, S1a/VPL/SA-YTQ et
S1a/VPL/SA-YTQPG. Le jour de préléevement des échantillons est indiqué en
bas de chaque piste. Les résultats pour EZ sont ici présentés.

C- Determination des titres viraux produits par les chimeres S1a/VPL,
S1a/VPL/SA, S1a/VPL/BA-YTQ et S1a/VPL/BA-YTQPG, a 3, 7, 10 et 14 jours
post-transfection. Les valeurs sont regroupees par chimere.
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Moreover, the structure of SB was not due to mutations in the primary sequence of K8/K18 and
vimentin since no difference was observed in the mRNA sequence of their genes, isolated from
Huh-7 and Huh-7w7.3 cells. These data suggested that cellular factor(s) could be responsible
for the SB formation process. Aggregates of K18 were relocated in the SB when a mutant of K18
inducing disruption of K8/K18 IF network was expressed in the cellular clone. Furthermore, the
INI1 protein, a remodeling-chromatin factor deficient in rhabdoid cells, which contain a spheroid
perinuclear inclusion body, was found in our cellular clone. In conclusion, our data suggest that
Huh-7w7.3 cells constitute an excellent model for determining the cellular factor(s) involved in
the process of spheroid perinuclear body formation.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Microtubules (MTs), microfilaments (MFs) and intermediate fila-
ments (IFs) are the three major types of protein filaments, which
compose the cytoskeletal network. Among these protein fila-
ments, [Fs encompass a large number of nuclear and cytoplasmic
proteins expressed in a tissue-and differentiation-dependent
manners [1,2]. The IF proteins are grouped into six types (types
[-VI) and the types I-IV are found in the cytoplasm. The cytoskele-
tal IFs belong to a superfamily of about 73 unique gene products
[3]. The predominant IF proteins of epithelial cells are the keratins
(K), which are subdivided into type I (acidic, K9-K28, K31-K40)
and type II ( neutral to basic, K1-K8, K71-K86) subclasses [4,5]
and include more than 50 gene products. IF proteins display a
prototypical structure consisting of an o — helical central « rod »
domain which is flanked by non a-helical NH2-terminal « head »
and Carboxy-terminal « tail » domains [1,6,7]. In epithelial cell type,
IFs are composed of non-covalently linked heteropolymers of type
I and II subunits. Differentiated hepatocytes are epithelial cells, and
adult hepatocytes are unique since only K8 and K18, components
of IFs of hepatocytes, are exclusively expressed in these cells [8] in
a stoichiometric ratio 1 : 1[9] and form obligate noncovalent hetero-
polymers into a cytoplasmic filamentous network.

Intracellular inclusions of IF proteins are associated with
diseases of the liver, muscle or brain. One of the well-described
hepatocellular cytoplasmic inclusion with abnormality of the
keratin network is known as Mallory-Denk-bodies (MDBs) [10].
These structures result from the accumulation of misfolded or un-
folded and aggregated keratin proteins and of non-keratin com-
ponents as ubiquitin or heat shock proteins [10]. Usually, MDBs
are observed as irregularly shaped, dense cytoplasmic inclusions
of various sizes. Small MDBs are observed with IF bundles
throughout the cytoplasm, while larger MDBs can be located in
the perinuclear region [11,12]. Malignant rhabdoid tumors
(MRTs), described originally as a renal malignant neoplasm of
infancy and early childhood [13], have been characterized histo-
logically by rhabdoid cells showing eosinophilic intracytoplas-
mic inclusions [13,14]. Furthermore, cytoplasmic inclusions of
compact bundles or whorls of cytoplasmic filaments have been
revealed by ultrastructural studies [14]. Later, MRTs with similar
morphologic features have been reported for the liver [15,16].
The filaments of approximately 10 nm in diameter representing
IFs have been characterized and immunohistochemical analyses
have revealed an immunoreactivity for keratins. Furthermore, in
most MRTs, the hSNF5/ INI1 gene, acting as a tumor suppressor
gene of MRT, has been reported to be inactivated by deletions
and/or mutations [17-19].

In the present study, we have isolated a cellular hepatocytic
clone (Huh-7w7.3 cells) containing an intracytoplasmic keratin-
rich body, which appears as a single and regular shaped body
in the cell. Surprisingly, this spheroid body (SB) is disassembled
before division and reassembled after cell division as a unique SB
per cell.

Materials and methods
Hepatic cell line cultures and reagents

Human hepatoma Huh-7 and related cells were grown in Dulbecco's
modified Eagle's medium as previously described [20]. Huh-7w7/
CD81" cells [21], which are resistant to hepatitis C virus (HCV)
infection, were transfected with plasmid expressing EGFP. The
Huh-7w7.3 cells, presenting a cytoplasmic inclusion, were selected
as a subpopulation of Huh-7w7 cells. Huh-7w7.3 cells expressing
CD81 were obtained by stable transfection with pcDNA3.1/ CD81
[22] as described previously [23].

DNA transfection

Briefly, trypsinized cells were washed with DMEM medium and
then resuspended at 10 x 10° cells/ ml with Opti-MEM (Invitrogen).
400 Wl of cell suspension were mixed with 5 pg of recombinant
DNA and transferred to an electroporation cuvette. The cells
were pulsed at 280V and 960 pF with the Gene Pulser apparatus
(Bio-Rad) [20]. Transfected cells were then transferred in DMEM
10% SVF and seeded at 3x10* /well in a 24 well plate containing
coverslips or transferred to 10-cm culture dishes containing culture
medium. For indirect immunofluorescence, the cells were washed
with PBS and fixed with 3% paraformaldehyde three days after elec-
troporation, and for the selection G418 (1.0 mg/ ml) was added to
the culture medium at 24 hours after transfection. Culture medium
supplemented with G418 was replaced twice a week until the selec-
tion of individual cellular clones.

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction and sequencing

Primers were designed to cover all sequences of the keratin
8 mRNA gene (GenBank Accession N°. AAA35748) , keratin 18
mRNA gene (GenBank Accession N°BC000180.2) and vimentin
mRNA gene (N°M14144.1). Total RNA was extracted from Huh-7
and Huh-7w7.3 cells using TRI Reagent (Sigma). Reverse tran-
scription was performed with the Expand Reverse Transcriptase
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) according to
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the manufacturer's protocol and the PCR was performed by
Expand High Fidelity PCR System (Roche). After purification,
direct sequencing was carried out by the dideoxy chain termina-
tion methods using a Perkin Elmer ABI Prism sequence analyzer
(Applied Biosystems). No difference was observed in the mRNA
of these different genes as compared between Huh-7 and
Huh-7w7.3 cells.

Electron microscopy

For ultrastructural analysis, cells were grown at 37 °C in a CO; in-
cubator and then fixed on Corning tissue culture dishes with 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) for 1 h. Cells
were then washed in phosphate buffer, harvested and postfixed
with 1% osmium tetroxide (0sO,) for 1 h. They were dehydrated
in a graded ethanol series and embedded in Epon resin. Ultrathin
sections (90 nm thick) were cut on an ultramicrotome (Ultracut
E, Reichert-Jung), collected on parlodion-coated nickel grids and
stained successively with 2% uranyl acetate and with lead citrate.
The grids were finally analyzed with a transmission electron
microscope (Zeiss EM902, Germany) equiped with a Orius camera
interface. Pictures were taken at a resolution of 8 million pixels
with Digital Micrograph software (Gatan, France).

Indirect immunofluorescence and confocal microscopy

Cells were grown on glass coverslips in growth medium and
fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) during 20 min at room
temperature. After washing with PBS solution, the fixed cells
were permeabilized with 0.05% Triton X-100 in PBS. Immunos-
taining with primary antibodies to K8 (Ks 8.7, Progen Biotechnik
GmbH), K18 (Calbiochem, mAb (DC-10), vimentin (Dako, clone
V9; abcam: mAb Vim3B4), B-tubulin (Sigma), p62 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc), Hsp90 (Sigma-Aldrich GmbH), INI1 (Sigma-
Aldrich GmbH), HCV capsid protein (ACAP27) [24], HCV E2 glyco-
protein (3/11) [25] and hCD81 (Santa Cruz Biotechnology, Inc)
were detected with Alexa 488 or Alexa 555- conjugated goat anti-
bodies to mouse or rat IgG (Invitrogen). For double-label immuno-
fluorescence with anti-C mAb ACAP27 (IgG2a) and another mouse
mAb (IgG1) isotype-specific Alexa 555-conjugated goat anti-
mouse IgG2a and Alexa 448 conjugated goat anti-mouse IgG1
were used. Coverslips were then mounted on glass slides using
Moviol 4-88 (Calbiochem) and observed with a Zeiss Axioplan 2
axiophot. Confocal micoscopy was performed with a 710 confocal
laser-scanning microscope (Zeiss) using a 63x/1.4 numerical
aperture oil immersion lens. Double -label immunofluorescence
signals were sequentially collected by using single fluorescence
excitation and acquisition settings to avoid crossover. The 4-6
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (1 mg/ml) was used for nuclei
staining. Images were processed by using Adobe Photoshop or
canvas softwares.

Flow cytometry

For CD81 staining, cells were rinsed with PBS containing PBS-2%
BSA and detached with PBS-2 mM EDTA and incubated for 1 h at
4 °C with anti-human CD81 (1.3.3.22) mAb as described previously
[21]. Cells were then incubated with phycoerythrin (PE) labeled
goat anti-mouse for 45 min at 4 °C and fixed with formalin solution
(PFA 4%, Sigma). Cells stained only with secondary antibodies

were used as negative control. Labelled cells were analyzed
by using a Beckman EPICS-XL MCL. For side scatter and forward
scatter analyses, cells were rinsed with PBS containing PBS-2%
BSA, detached with PBS-2 mM EDTA and analyzed as described.

Fig. 1 - Light and electron microscopy of ultrathin sections
of Huh-7w7.3 cells presenting SB. A- Light microscopy of
intracellular inclusion showing the form of a SB closed to
the nucleus of Huh-7w7.3 cells. More than one nucleus is
also observed in some Huh-7w7.3 cells. B- Ultrastructure of
Huh-7w7.3 cells showing a aggregation of whorls of filament
proteins. Cytoplasmic body noted SB and Nucleus (N), bar

2 um. C- A High-magnification image showing the filaments
observed in the SB, bar 200 nm.
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Western blot analysis

Cells were lysed either in a buffer containing 50 mM Tris/ HCl
(pH 7.5), 150 mM NacCl, 5 mM EDTA, 0.5% (v/v) Igepal and a mix-
ture of protease inhibitors (Complete, Roche) [20] or in a buffer
lysis containing 1% Empigen BB (Calbiochem) in PBS (pH 7.4),
5 mM EDTA, 0.1 mM PMSF and a mixture of protease inhibitors
[26]. Proteins of pre-cleared cell lysates were separated by SDS-
PAGE, transferred to nitrocellulose membranes (Hybond-ECL,
Amersham) by using a Trans-Blot apparatus (Bio-Rad) and
revealed with a specific mAb followed by goat anti-mouse IgG
conjugated to peroxidase (Jackson Immunoresearch). The immune
complexes were visualized by enhanced chemiluminescence de-
tection (ECL : Amersham) as recommended by the manufacturer.

Production of HCV and infection assays

Production of HCV [20,27] and infection assays with HCV expressing
Rluc were performed as previously described [23].

Results
Isolation of a cellular clone displaying a large SB in its cytosol
In a previous study, we described a human hepatoma Huh-7

cell clone (Huh-7w7), which is resistant to hepatitis C virus
(HCV) infection [21]. This cellular clone has lost CD81 expression,

which is an essential HCV entry factor [28]. In the context of fur-
ther analysis, Huh-7w7 cells were transfected with a plasmid
expressing enhanced green fluorescent protein (EGFP) and the
selectable marker neomycin to generate Huh-7w7 cells constitu-
tively expressing EGFP. Due to the heterogeneity of EGFP expres-
sion, limiting dilution was performed on cellular clones to select
the best one for EGFP expression. Surprisingly, among the different
clones generated, several of them were selected as morphological-
ly different from others due to the presence of a single regular-
shaped cytoplasmic body per cell representing a spheroid body
(SB) (Fig. 1A). The study was focused on one of them. The body
was easily observed in all cells by light microscopy without any
specific labelling. This cellular clone was named Huh-7w?7.3. As de-
fined by flow cytometry analysis, no drastic change in cell size (FS)
and granularity (SS) was observed (see supplementary data,
Fig. S1) as for doubling time of these cells. The EGFP expression
was detectable by flow cytometry but undetectable by fluores-
cence microscopy (data not shown) which was convenient for fur-
ther immunofluorescence analysis. The SB formed in cultured
Huh-7w7.3 cells was always localized adjacent to the nucleus of
which the morphology was sometimes distorted by the presence
of the SB (Fig. 1A). In some cases, the body displayed extensions
into the cell cytoplasm, which appeared to surround the nucleus.
Analyzed by electron microscopy (EM), this body had no limiting
membrane and was easily distinguished from other organelles. In
general, cytoplasmic filaments were concentrated in whorled ar-
rays (Fig. 1B) and a higher magnification of these filaments was
presented (Fig. 1C). Finally, EM did not reveal any apoptotic fea-
tures in the cytoplasmic body-containing cells.

Fig. 2 - Live cell imaging microscopy of Huh-7w7.3 cells. Cells were plated on a glass bottom dish (WillCo-Dish®) and incubated
overnight at 37 °C. Cell images were next acquired with a MRm camera on an AxioObserver Z1 microscope (Carl Zeiss Microlmaging,
Inc) and were controlled by Axiovision software. Cells maintained at 37 °C under 5% CO, were monitored for 18 hours at 1 frame/
120 seconds. Some pictures were selected at different times during the mitosis of a cell (see the Fig. S2 mov for more details).
Disruption and reassembly of SB were visualized. The time was calculated from the first picture (A, 0 min) and the last picture
(F, 150 min). (A-B) represent metaphase, anaphase (C) telophase and (D, E and F) cytokinesis.
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Live cell imaging of SB during cell division

Since the SB was distinctly observed in each cell, we next
wanted to examine the dynamics of the formation of this structure
during cell division. For this purpose Huh-7w7.3 cells were
observed by time-lapse videomicroscopy in phase contrast.
Light micrographs were taken every 2 min. A selection of these
pictures are presented in Fig. 2 (see supplementary data, Fig. S2.
mov). At the beginning of the prophase, we observed that the
SB was still present in its original form, but before cell division
the structure seemed to become totally disorganized. However,
just after cell division the SB was reassembled mostly at the
same time as the cell nucleus, with only one single body per
cell (Fig. 2F). Altogether these data showed that this type of
body formation was unique among cytoplasmic inclusions and
followed a reassembling process leading to a single body per cell.

The lack of CD81 and the integration of a transgene into cellular
genomic DNA are not responsible for the presence of SB

We next wondered whether the absence of CD81 expression could
be responsible for the presence of the SB within the cell. For
this, we ectopically expressed CD81 in Huh-7w7.3 cells and
CD81 expression levels were next controlled by flow cytometry
analysis. As shown in Fig. 3A, the CD81 expression level in Huh-
7w7.3 cells was close to the background level whereas in transfected
cells (Huh-7w7.3/ CD81 cells) its expression was notably increased.
Huh-7 cells were used as a positive control for CD81 expression. It
has to be noted that all cell lines displayed similar expression of
the control tetraspanin CD151 (data not shown). As shown in
Fig. 3B, CD81 expression in Huh-7w7.3/ CD81 cells did not prevent
the formation of SB. The permissivity of Huh-7w7.3 cells to HCV in-
fection was next tested using a recombinant virus expressing the
Renilla luciferase reporter gene (Rluc) [23]. As shown in Fig. 3C,
Rluc activity was only detected in cells expressing CD81 (Huh-7 and
Huh-7w7.3/ CD81) and not in CD81-deficient cells (Huh-7w7.3).
Thus, these data indicate that SB do not interfere with the infection
and replication of HCV.

Finally, we wanted to assess whether the selection of cells
presenting a SB was due to an integration of plasmid DNA into
cellular genomic DNA or due to the selection of cells already
present in Huh-7w?7 cell population. The untransfected Huh-7w7
cells were submitted to a new limiting dilution and individual
clones were selected. Many of these clones displayed similar char-
acteristics to Huh-7w7.3 cells (data not shown). Thus, it appeared
that the SB is a intrinsic feature of the selected cellular clone, and
not a consequence of plasmid integration into cell genome.

K8, K18 and vimentin are components of the SB

Since K8 and K18, the unique keratins expressed in differenti-
ated hepatocytes [8], are components of IFs of hepatocytes, we
wondered whether the SBs could be constituted by these proteins.
The visualization of SB with K18 immunostaining in Huh-7w7.3
cells (as well as K8, data not shown) indicated that K18 (and K8)
was mainly redistributed within the SB (Figs. 4A-B). In confocal
analysis, immunostaining of K18 in Huh-7 cells displayed a thin
intracellular network (Fig. 4C) whereas K18 was mainly whorled
in cytoplasm of Huh-7w7.3 cells (Fig. 4D). Immunostaining of
K18 was brighter in all SBs. DAPI staining revealed that cell nuclei

A - CTL

= Huh-7

= Huh-7w7.3

A | |=Huh-7w7.3/CD81

64

Count

10° 10 102 10°
>

CD81 expression

© A
120 —|
S 100 —
4
= 80—
2
=
g 60—
2
£ 404
R
20 —
L
A % N
¢ : Y
& &9
o oy
SRR
&

Fig. 3 - Analysis of Huh-7w7.3 and Huh-7w7.3/ CD81 cells.
Huh-7 and derived cells were analyzed by A- Flow cytometry
analysis of CD81 cell surface expression. Cells were stained using
an anti-hCD81 (1.3.3.22) and secondary antibodies conjugated to
phycoerythrin (PE). Control corresponds to Huh-7 cells stained
with secondary antibodies. B- Huh-7w7.3/CD81 cells were
processed for immunofluorescence for hCD81 (red) and nuclei
(DAPI) (blue). A DIC (Differential Interference Contrast) image of
the same cells shows the presence of SBs. C- Cells were infected
with HCV expressing Rluc. Results are presented as relative
percentages to HCV infectivity in Huh-7 cells.
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Fig. 4 - Colocalization of K18 with SB and immunofluorescence analysis of K18 and vimentin intracellular distribution in Huh-7 and
Huh-7w?7.3 cells. A- DIC image of Huh-7w?7.3 cells with SB (arrows). B- Overlap of the image shown in A with the immunofluorescent
detection of K18 (orange) and nuclei (DAPI, blue). Note that K18 is localized in SB. Huh-7 (C, E) and Huh-7w7.3 cells (D, F) were
immunostained with antibodies to K18 (C, D) or vimentin (E, F). Nuclei in all cases were immunostained with DAPI. K18 and
vimentin are shown in red. Whole cell distribution of the proteins is shown using maximal intensity projections of confocal Z-stacks.

White arrow indicates a cell in metaphase. Bar, 10 pm.

appeared more distorted in presence of SB and more than one
nucleus were sometimes observed in cells. Inmunostaining of
vimentin in Huh-7w7.3 cells was also performed. As shown in
Fig. 4E, vimentin was extended through Huh-7 cells whereas it
was redistributed in Huh-7w7.3 cells (Fig. 4F). The vimentin seemed
to be recruited around the SB since this one presented a brighter ring
around the body than in the center of it. The possibility that the
vimentin formed a cage-like structure was confirmed by a double
immunostaining of K18 and vimentin (Fig. 5). The distribution

of actin microfilaments using phalloidin and of microtubules
using an anti p-tubulin antibody was also analyzed. However, no
significant modifications were observed concerning the localization
of these proteins in Huh-7w7.3 as compared to Huh-7 cells
(see supplementary data, Fig. S3). To visualise different steps of
the assembly/disassembly of the SB during the mitosis, microscopic
images were also selected during the confocal laser scanning and
presented as supplemental data (Fig. S4). Consequently, our obser-
vations indicate that K8, K18 and vimentin have been displaced
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Fig. 5 - Characterization of a cage-like structure of vimentin by double immunostaining. Huh-7w?7.3 cells were immunostained
with antibodies to K18 (green) and vimentin (red) to observe the endogenous intermediate filaments. Images were acquired
by confocal laser scanning. Nuclei were immunostained with DAPI. A merged version is shown. Axis yz and xz have shown and
the pictures acquired in confocal indicate that the keratin (green) is surrounded by vimentin (red). Bar, 10 pm.

from their normal cellular localization and are involved in SB struc-
ture in Huh-7w7.3 cells.

SBs are not related to MDBs

Former studies have described MDBs as keratin-rich inclusion
bodies containing cellular components involved in protein degra-
dation such as p62 and poly-ubiquitin [29,30] and heat shock pro-
teins such as Hsp25, Hsp70 and Hsp90 [31,32] involved in the
rescue or elimination of denatured and aggregated proteins. We
therefore examined whether the SB present in Huh-7w7.3 cell
shared some of these characteristics with MDB. Immunostaining
of Huh-7 and Huh-7w7.3 cells with antibodies directed against
p62 and Hsp90 revealed that none of these proteins were recruited
to the SB (see supplementary data, Fig. S5 for p62 staining and
Fig. S6 for Hsp90 staining). Moreover, immunoblotting analysis
for K8 and K18 indicated that the formation of SB could not result
from an imbalance of K8/ K18 ratio (Fig. 6A) as described for the
formation of MDBs [33,34]. These data indicated that the SB did
not contain aggregated proteins and this structure was not related
to MDB.

The primary sequence of K8, K18 and vimentin is not involved in
the SB formation

Since K8, K18 and vimentin formed the SB, we asked whether the
resulting structure could be due to the presence of mutations in
these proteins or in one of these proteins. Primers were designed

to cover all sequences of K8, K18 and vimentin mRNA. The total cel-
lular RNA from Huh-7 and Huh-7w7.3 cells was reverse transcribed,
amplified by PCR and the resulting DNAs were then sequenced.
No difference was observed in the mRNA of these different genes,
isolated from Huh-7 and Huh-7w?7.3 cells, suggesting that the pri-
mary sequence of K8, K18 and vimentin was not responsible for
the SB formation. To confirm this data, Huh-7 and Huh-7w7.3 cells
were transfected with the green fluorescent protein (GFP)-wt-K18
expressing plasmid [35]. As shown in the Fig. 7, only GFP-K18 trans-
fected Huh-7w7.3 cells revealed typical cytoplasmic whorls of IFs.
These data confirm that the formation of SB is not dependent
on the primary structure of IF proteins and the formation of SB is
probably induced by a cellular determinant present in Huh-7w7.3
and not in Huh-7 cell.

The Huh-7w?7.3 cell does not share the characteristics of a
rhabdoid tumor cell

Since MRT and Huh-7w?7.3 cells present cytoplasmic inclusions
with whorls of IFs, we wanted to determine whether Huh-7w7.3
cells might also be defective in INI1 expression, a remodeling-
chromatin factor, as observed in MRT [17,36]. To assess INI1 ex-
pression, immunostaining and western blotting assays were per-
formed on Huh-7 and Huh-7w7.3 cells by using a mouse
monoclonal anti-INI1/SNF5. In both assays, INI1 expression was
detected (Fig. 6). A product of about 44 kDa was detected by im-
munoblotting of cellular extracts (Fig. 6A) and nuclear location
of INI1 expression was observed by indirect immunofluorescence
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SBs are able to accumulate aggregated keratins

We wanted to determine whether aggregated keratins were
able to collapse into the SB structure or to localize out of this
structure. For this purpose, Huh-7 and Huh-7w7.3 cells were
transfected with the mutant K18-R89C expressing plasmid [37].
The Arg is highly conserved in K18 sequence and the mutant pro-
tein is responsible for the disruption of the fine IF network [38].
GFP-wt-K18, incorporated into endogenous IFs, revealed a fine in-
tracellular network in transfected Huh-7 cells (see supplementary
data, Fig. S9A and Fig. 7). In contrast, aggregates and filament
disassembly without an intracellular network of keratins were ob-
served in transfected Huh-7 cells with GFP-K18-R89C (Figs. 8A-F)
as previously reported [37,38]. Perinuclear aggregates were also
detected. The aggregates could also be surrounded by vimentin
(Fig. 8F). In contrast, in transfected Huh.7w?7.3 cells, GFP-K18-R89C
aggregates were redistributed to the SB (Figs. 8G-L). Similar results
were observed when Huh-7w7.3/GFP-wt-K18 cells were treated
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Fig. 6 - Detection of INI1 expression by western blotting and
immunofluorescence. A- Total lysates of Huh-7 and Huh-7w7.3
cells were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE). Then, proteins were transferred to nitrocellulose
membranes, revealed with antibodies to the indicated antigens
and followed by the addition of goat-anti-mouse
immunoglobulin conjugated to peroxidase. The proteins of
interest were revealed by enhanced chemiluminescence
detection. Absence of expression of CD81 is characteristic

of Huh-7w?7.3 cells. B- Huh-7 and Huh-7w?7.3 cells were
immunostained for INI 1 (green) and nuclei (blue).
Immunofluorescence revealed a nuclear location of INI1.

in both cells (Fig. 6B). However, to discard any possible mutation
in the INI1 product, Huh-7 and Huh-7w?7.3 cells were injected sub-
cutaneously in SCID mice. Solid tumors were isolated after
3 weeks and analyzed for routine hematoxylin and eosin histolog-
ic features (see supplementary data, Fig. S7). No differences were
observed for tumors generated from Huh-7 and Huh-7w7.3 cells
and rhabdoid characteristics were not observed in Huh-7w7.3 tu-
mors suggesting that INI1 gene product is functional and that the
cellular clone Huh-7w7.3 is not constituted by hepatocytic rhab-
doid cells.

with a proteasome inhibitor (ALLN, 20 pM)(supplementary data,
Fig. S8). Furthermore, in these cells the denaturation of IFs was not
specific to keratins since vimentin filaments were also targetted by
ALLN treatment. As a control, GFP-K18 transfected cells were treated
with ALLN and cells were immunostained with antibodies to p62
to prove the formation of aggregates since p62 proteins colocalize
with aggregates [29] (see supplementary data, Fig. S9). These data
indicate that disrupted or aggregated IFs might be relocated to the
SB structure.

Discussion

The presence of cytoplasmic inclusion bodies, such as neurofibril-
lary tangles in neurons (Alzheimer disease), Lewy bodies in neu-
rons (Parkinson disease) or spheroid bodies in Amyotrophic
lateral sclerosis are hallmark lesions of a variety of diseases
[39,40]. These diseases are caused by modifications in protein
structures, mainly misfolding or unfolding, and called conforma-
tional diseases [41]. When the proteolytic activity of the pretea-
some is exhausted, misfolded, unfolded and ubiquitinylated
proteins aggregate into the cytosol leading to a structure termed
aggresome [41-43]. The existence of IF inclusions associated
with ubiquitin has been reported for various diseases (for review
[44,45]) and is a common feature of IF- containing inclusion
bodies. Among hepatocellular cytoplasmic inclusions, MDBs are
well-characterized cytoplasmic inclusions in hepatocytes [12]
that contain K8 and K18.

In the present study, we described an intracytoplasmic body
noted SB that displays an accumulation of K8/K18 surrounded by
a cage of vimentin. We showed that the presence of a keratin-
containing body affects the cell morphology and mainly the
shape of the nucleus, which appeared sometimes distorted. Indeed,
K18 seemed occasionally to constrict the Huh-7w7.3 cell nucleus
(see supplementary data, Fig. S10. mov). DAPI staining revealed
that cell nuclei appeared more distorted in presence of SB and
more than one nucleus were sometimes observed in Huh-7w7.3
cells. Moreover, this study revealed that lack of accumulation
of non-keratin components such as p62 and Hsp90 was found in
SB, suggesting that it does not contain aggregated proteins. This
structure is not related to MDBs, which are similar to aggresomes.
The term of inclusion body, applied to the intracellular foci into
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GFP-K18

GFP-K18

Fig. 7 - Location of GFP-wt-K18 in the SB is not depending on K18 primary sequence. Confocal laser scanning microscopic images of
GFP-wt-K18- transfected Huh-7 and Huh-7w7.3 cells are presented. IF proteins were immunostained with antibodies to K8 (red)
and nucleus was stained in blue with DAPI. GFP-wt-K18 were revealed in green. A merge image is shown in color picture and a
filamentous network of IFs is observed in Huh-7 cells but IFs are whorled in Huh-7w7.3 and are located to the SB. Bar, 10 pm.

which aggregated proteins are sequestered [41], is not appropriate
for the SB. This unusual intracytoplasmic body presents a regularly
shaped large perinuclear body with occassional dense material in
the middle surrounded by a bright halo. No limiting membrane
was detected by EM. Interestingly, we found that the presence of
filamentous material presenting a whorled array, observed in
EM, corresponds to K8 and K18 that are enclosed in a vimentin
cage-like structure. Given that during mitosis the body structure
disassembles and reassembles as a unique body in each divided
cell, K8 and K18 have likely kept all their reorganization capacity.
Indeed, during mitosis, we showed that the SB is dissasembled
probably after the metaphase and reconstituted in cytokinesis.
Returning spheroid body structure in the cytoplasm coincides
with nuclear reconstruction, as observed in real-time imaging
(supplementary data). Usually keratins start to disassemble early
during the prophase (early or late) and their structure is recovered
during the telophase or in cytokinesis according to the cells
observed by immunofluorescence [46]. As observed in Fig. 4
(white arrow and supplemental data, Fig. S4) the immunostaining
for K18 revealed that during metaphase the SB is still visualized
and not yet disassembled. The process involved in the disassembly
of the SB would begin after metaphase and would be completed
during anaphase. In Huh-7w7.3 cells, the delayed disruption of
K8/K18 could be due to the presence of the vimentin cage-like
structure. Indeed, the timing between keratin reorganization and
vimentin is not the same as observed by Lane and collaborators
[46]. Disruption of K8/K18 could be conditioned by vimentin disso-
ciation which is performed late in mitosis. During the cell cycle, one
established mechanism by which filaments disassembly and reas-
sembly occurs is the phosphorylation by Ser/Thr kinases and the
dephosphorylation by phosphatases [47]. As the formation of the
SB is well conserved during cell passages, we speculate that

keratins maintain the capacity to be phosphorylated/dephosphory-
lated in order to regulate properly the assembly-disassembly of this
body. However, this needs to be confirmed.

Adult hepatocytes exclusively express K8/K18 [8] in which mu-
tations are a risk for liver disease progression [48-50]. However,
no difference was revealed in primary sequence of K8 and K18
or vimentin produced in Huh-7 and Huh-7w7.3 cells, suggesting
that SB formation is not due to mutations in these IF proteins.
We hypothesized that the presence of a cellular determinant
in Huh-7w7.3 cells might be responsible for the SB formation. In-
deed, the use of GFP-tagged IF protein has provided new insights
into the assembly of IFs in cells. Ectopic expression of K18 revealed
that GFP-wt K18 proteins [35] were relocated to whorled fila-
ments in Huh-7w7.3 and not in Huh-7 cells, suggesting an un-
known perturbation in these cells. This points to the existence of
mechanisms that can modulate the organization of IFs. Further-
more, by expressing the mutant GFP-K18-R89C [37], mutant K18
was relocated in the SB as does the GFP-wt-K18. Similar observa-
tions have been obtained with a proteasome inhibitor, which pro-
motes formation of IF inclusions, similar to aggresomes and MDBs
[35]. Our data indicate that normal and abnormally organized ker-
atins are able to be relocated in the SB, likely due to the presence
of a cellular determinant specifically expressed in Huh-7w7.3
cells. In this manner, SB constitutively formed in these cells pre-
sents a unique characteristic among cells containing cytoplasmic
bodies that have been described until now.

The most striking observation in Huh-7w7.3 cells is the retrac-
tion of K8/K18 and vimentin in a whorled array constituting
the SB. We have hypothesized that the formation of the SB is
due probably to some cellular factors(s). From an ultrastructural
point of view, in normal cells, the keratin filaments radiate
from the nuclear region to a cytoplasmic plaque, which serves as
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Fig. 8 — Localization of GFP- K18-R89C in SB. GFP-K18-R89C - transfected Huh-7 (A-F) and Huh-7w?7.3 cells (G-L) were immunostained
with antibodies to K8 (B and H) and vimentin (E and K). K8 and vimentin are revealed in red, GFP-K18-R89C in green (A, D, G and J) and
nucleus in blue with the DAPIL. Merge images are presented (C, F, I and L). Keratin aggregates in Huh-7 and Huh-7w7.3 cells were
observed with the expression of GFP-K18-R89C as indicated by arrows. Aggregates of GFP-K18-R89C were relocated to the

SB (G, I,] and L). Microscopic images were acquired by confocal laser scanning. Bar, 20 pm.

an anchorage site for these keratin filaments. This cytoplasmic pla-
que is a part of the desmosome (for review see, [51,52] ) and com-
posed of different proteins. Among these proteins, plakins such
desmoplakin (DP) are typical cytoskeletal linker proteins [53,54],
which are assembled according to a hierarchy of protein-protein
interactions. It is possible that these proteins are the targets of
the cellular factor(s), which can prevent the linker function of
these proteins. It has been shown that the carboxyl terminus
of DP-I specifically coaligns with and disrupts both Kkeratin
and vimentim intermediate filament networks [55]. The cellular

factor(s) can modify interactions between the SB component
proteins by post-translational modifications or interacting
proteins. Another possibility is that the cellular factor(s) inter-
acts directly on the proteins preventing their linker functions.
Another cytoskeletal linker protein is plectin which interacts
with IF proteins, tubulins and actins [56]. However, if post-trans-
lational modifications occur on plectin, these modifications must
be specific of IF proteins since the distribution of actin microfila-
ments and of microtubules is not modified in Huh-7w7.3 cells. Fi-
nally, the possibility that some post-translational modifications
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such as phosphorylation and sumoylation [57] occurring on ker-
atin proteins cannot be discarded.

Moreover, we showed that Huh-7w?7.3 cells efficiently replicate
HCV. These data suggest that the remodelled K8/K18 proteins do
not affect HCV replication, conversely the formation of the SB is
not disturbed by viral proteins expressed during HCV infection.
Furthermore, the virus produced after transfection of Huh-7w7.3
cells with a full length viral RNA transcribed in vitro was infectious,
suggesting that the viral secretion was not disturbed.

K8 and K18 which are mainly expressed in a variety of single-
layered or simple epithelial tissues are also persistently expressed
in a variety of carcinomas derived from visceral epithelia [58].
The presence of cytoplasmic filament bundles, concentrated in
whorled arrays have also been described as a cytoplasmic feature
of MRT cells, which in some cases have been characterized as
K8/K18 filaments [59]. Studies on MRT have revealed the presence
of mutations which might be involved in the formation of intracy-
toplasmic inclusion body [60]. In our case, no mutation was
detected, which might suggest that the process of body formation
is quite different. It would be interesting to introduce these muta-
tions in GFP-K8 to verify if expression of this construct can induce
intracytoplasmic inclusion body formation. MRT is also character-
ized with a specific chromosomal abnormality detected in estab-
lished cell lines. Thus, the chromatin-remodeling hSNF5/INI1
gene has been described to be inactivated [18,19]. In our study,
we showed that INI1 was expressed in Huh-7 and Huh-7w7.3
cells suggesting that SB formation is not dependent on the expres-
sion of this gene product. Finally, the presence of cytoplasmic
whorls of IFs is likely not sufficient to predict a complete rhabdoid
feature.

In conclusion, our cellular clone containing an unusual cyto-
plasmic body offers a new exciting research tool for the study
of intracellular bodies and in the research of genes, which can
modulate the effects on IF protein organization. The characterization
of potential factors involved in IF organization may also provide new
clues related to cytoplasmic body formation.

Supplementary materials related to this article can be found
online at doi:10.1016/j.yexcr.2011.08.018.
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Fig. 51 - Forward scatter and side scatter analyses of Huh-7, Huh-Tw7.3 and Huh-7Tw7.3/CDE1
cells. Side scatter (55) and forward scatter (F5) are shown on x axis and v axis, respectively, Cells
were analyzed with a beckman EPICS-XL MCL.
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Fig. 53 - Intracellular distribution of actin, f-tubulin and K18 in Huh-7 and Huh-Tw7.3 cells.

Huh-7 (A-C and G-1) and Huh-Tw7.3 cells (D-F and J-L) were plated on coverslips and were
immunostaimed with antibodies to K18 (A et D) {green), to actin microfilaments ( B, E, H and K) (red),
to fi-tubulin (G and T) (green) and nucleus in blue with DAPL Merge images are presented (C, F, [ and
L). In L, SBs are visible as negative coloration, Microscopic images were acquired by confocal laser

scanning. Bar, 20 um,
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Fig. 54 - Intracellular distribution of K18 in Huh-Tw7.3 cells during different steps of the
mitosis. Huh-7w7.3 cells were stained with DAPI {A-D) and immunostained with antibodies to K18
(E-H) {green). Merge images are presented (E-H). White arrow indicate a cell in early prophase (A and
E), in metaphase (B and F), in anaphase (C and G) and in telophase (D and H). Bar, 20 um.
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A- . .
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Fig. 55 — Absence of accumulation of p62 in SB. Huh-7 (A) and Huh-Tw7.3 (B) cells were
immunostained for K 1LE (red) and p62 (green) and noclei were labelled with DAPH (blue). Maximal
intensity projections of confocal z-stacks are presented. Merge images are presented. Bar, 20 um.

merge
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Hsp90 K18 merge contrast

Fig. 56- Localization of Hsp90 was not altered in Huh-Tw7.3 cells. Huh-7 (A) and Huh-Tw7.3 (B)
cells were fixed in PFA and processed for Hep®0 and K18 immunostaining, Hsp90, K18 and nucled
were respectively detected by red, green and blue colors. Mo signal of Hsp™) was detected in 5B.
Merge images and a DIC (Differential Interference Contrast) image of the same cells are presented
Bar, 200 pm.
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Fig. 57- Light microscopy of sections of tumors induced by Huh-7 and Huh-Tw7. 3 cells. Sohd

tumors induced by subcutaneously injection in SCID mice of Huh-7 and Huh-7w7.3 cells were
isnlated and then, formalin fixed, paraffin embedded, sectioned and stained with hematoxylin, cosin
and saffron. Identical magnification was used for all the panels (magnification X400).
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Fig. 58 - Localization of GFP-KI8 in ALLN treated cells. GFP-K 1% — mansfected Huh-7 (A-F) and
Huh-TwT. 3 cells (G-L)y were immunostained with antibodies to K8 (B and H) and vimentin (E and K.
k& and vimentin are revealed in red, GFP-K 18 in geen (A, [, G and J) and nuclews in blue with the
DAPL Merge images are presented (C, F, [ and L), Treatment of GFP-K 18- transfected Huh-7 and
Huh-Tw7.3 cells with ALLN 20 pM during 24h was responsible for the tormation of aggregates of
GFP-K1 & as indicated by arrows. Aggregates of vimentin were also observed. Microscopic images are
acquired by confocal laser scanning. Bar, 20 pm
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A

GFP-K18/ ALLN

Fig. 59- Altered localization of GFP-KI18 and p62 in ALLN- treated cells. GFP-K 18 - transfected
Huh-7 ( A-F}) and Huh-7Tw7.3 cells (G-L) were treated (D-F and J-L} and untreated (A-C and G-17 with
ALLN (20 uM) during 24h. Cells were immunostained with antibodies wo p62 and nuclei were stained
with the DAPL GFP-K1E, p62 and nuclei were revealed, respectively, in green (A, D, G and I), in red
(B, E. Hand K) and in blue in merge images (C, F, [ and L). In untreated cells GFP-K18 revealed a
fine intracellular network in Huh-7 cells (A and C) or typical cytoplasmic whorls of IFs in Huh-7w7.3
cells (G and I). In ALLN- treated cells, immunotluorescence signals of GFP-K 18 were colocalized
with p62, indicating the presence of aggregates in cells. Microscopic images were acquired by
confocal laser scanning. Bar, 20 um.
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B. Discussion

Les inclusions cytoplasmiques sont des structuueslgn peut observer au sein de
cellules impliguées dans différentes maladies. @ut piter les corps de Levy dans les cas de
maladie d’Alzheimer ou Parkinson (Cairns et al, £0Bayer et al, 1989), I'apparition de
corps sphérique pour certaines scléroses (Cairrad, &004; Mayer et al, 1989), ou bien
encore les corps de Mallory-Denk en ce qui concégnestéatoses hépatiques (Denk et al,
1979; Mallory, 1911; Zatloukal et al, 2007). Leslirsions décrites sont liées a la présence de
|ésions et/ou de maladie au niveau de l'organell@d sont observées. La modification, un
mauvais repliement, voire I'absence de repliemenpibtéines possédant un réle structural
important pour la cellule sont souvent la causentdadies présentant des corps intra
cytoplasmiques (Johnston et al, 1998). Lorsquedegssus d’autophagie ou les activités du
protéasome sont inefficaces ou inactives, I'agiégale ces protéines dans le cytosol améne
a la formation de structures de type aggrésomescigcilata et al, 1999; Johnston et al,
1998; Kopito, 2000). Les maladies liées a I'obstovade ce type de structure touchent de
nombreux organes. Au niveau des hépatocytes, adesoWMDBs qui sont observés. Ce type
d’inclusion est assez bien caractérisé. Il est miéséa plupart du temps dans les cas de
stéatose, et il contient les composants des IFEyhsquelette dans ces cellules : les kératines
8 et 18 (K8/K18) (Zatloukal et al, 2007).

Lors de la mise au point d’'une approche nous pé¢amted’étudier le passage cellule a
cellule du HCV, nous avons isolé un clone cell@alérivant de la lignée d’hépatocyte Huh-
7, appelé Huh-7w7.3, et présentant un corps cyopliue que nous avons cherché a
caractériser. Celui-ci a été hommeé « Spheroid Bo¢i$B), et nos premieres analyses nous
ont réveélé gu'il s'agissait d'une accumulation #&set K18 au sein d'une cage de vimentine.
Les cellules Huh-7w7.3 au sein desquelles cettactsire a été mise en évidence sont
dépourvues du récepteur CD81. Nous avons montrdagpeesence du SB n’était due ni a
I'absence de CD81, ni a I'intégration d’'un transg@mn sein du génome cellulaire. D’ailleurs,
ces structures sont présentes dans une faible pimpde la population Huh-7, ou Huh-7w7.
Le fait que ces cellules proviennent initialemehtndcarcinome hépatocellulaire pourrait
expliquer I'observation de ce phénoméne (Nakabaydsd, 1982). De plus, les cellules de la
lignée Huh-7 sont parfois utilisées dans I'étude EBs car il est possible d’induire ce type
de structures en utilisant certains composés (Heetdl, 2003).

Nos premiéres observations nous ont permis derdéani corps de forme globalement

sphérique accolé au noyau. Ce dernier peut subiourplusieurs constrictions a cause de la
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présence du SB, amenant parfois a I'observatioplueeurs noyaux pour une méme cellule.
Les étranglements observés sont dus a la relotatisdes IFs, les K8 et K18, vers le SB. La
relocalisation de K8 et K18 peut potentiellememluine tout un ensemble de perturbations du
point de vue cellulaire. Les IFs sont responsalleda modulation et de la réalisation de
nombreux événements cellulaires (pour revue (Alb2009; Coulombe & Omary, 2002)).

Les inclusions intra-cytoplasmiques peuvent se éorrsuite & un déséquilibre
stcechiométrique entre deux composants des IFs, eoxiast le cas pour les MDBs
(Nakamichi et al, 2005). Nous avons constaté qusain des cellules Huh-7w7.3, la
proportion de K8 était la méme que celle de K18pls, nous avons remarqué qu’en dehors
des kératines, les SB n’accumulaient aucune auttéipe. Or, I'agrégation de protéines est
souvent liee a leur association avec des prota&haperons comme les protéines de choc
thermique (Hsp25, Hsp70 ou Hsp90) (Toivola et al®, la poly-ubiquitine et la protéine
p62, toutes ces protéines étant impliquées daptessus de dégradation par le protéasome
(Johnston et al, 1998; Zatloukal et al, 2007). @egéines étant absentes du SB, ceci nous
suggere que les protéines présentes au sein de staitture ne sont pas agrégeées. Ces
constatations nous montrent que les SBs ne pepeasrétre directement liés aux MDBs.

La seule délimitation que nous avons observée |goBB, est une structure composée
de vimentine, et formant une cage autour de I'deroant K8/K18. Le matériel au sein de
cette structure est parfois plus dense en sonecehtr niveau du cycle cellulaire nous avons
observé que le SB se désassemble durant la divtglulaire, et qu'il est trés rapidement
reconstitué dans chaque cellule fille apres leypasdion. D’ordinaire, les IFs sont
désassemblés rapidement au cours de la mitose @taale 1982), mais dans le cas des SB,
les K8 et K18 se désorganisent plus tardivementp#Enomeéne peut s’expliquer par la
présence de la cage de vimentine. La réorganisatonette derniére protéine survient en
effet plus tardivement dans le processus de divisablulaire (Lane et al, 1982). Les kératines
a l'intérieur du SB ne pourraient subir leur désmigation qu’une fois la cage de vimentine
désassemblée. En revanche, le SB étant reformguarésimédiatement apres la séparation
des cellules filles, cela implique la présence diwgcanisme de constitution de cette structure
actif dans les cellules Huh-7w7.3.

La phosphorylation et la déphosphorylation font tipardes modifications
post-traductionnelles qui touchent les cytokératifi@mary et al, 2006). Ces mécanismes sont
connus pour moduler le désassemblage et le réakgmmies IFs au moment de la division
cellulaire (Omary et al, 2006). Comme nous avonsimerver que la formation du SB était

un mécanisme que l'on retrouvait a travers celle mus pouvons penser que la
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phosphorylation et la déphosphorylation des kéeatigst toujours active. Ceci peut permettre
de réguler la formation de ce corps intra cytopigsie

Dans les hépatocytes adultes, les seuls compodastt-s exprimés sont les K8 et
K18 (Omary et al, 2002). Leur importance est cdpiau niveau de la cellule, et des
mutations dans leurs séquences codantes sonigiri®de tout un lot de dysfonctionnements
(Ku et al, 2003; Ku et al, 2001; Strnad et al, 200utefois, le séquencage complet des
ARNmM codant les protéines K8, K18 et vimentine naysermis de constater qu’il n’y avait
aucune différence entre les séquences de cesrmastéxprimées dans les cellules Huh-7 et
Huh-7w7.3. Ce résultat suggere que la formation $Bsn’'est pas due a la présence de
mutations au sein des IFs. La présence, ou la grgssion de certains facteurs cellulaires,
pourrait expliquer cette relocalisation des kéegtirau sein du SB. Nous avons alors fait
exprimé la protéine K18 taggée avec la GFP (Haetdd, 2003) au sein des cellules Huh-
7w7.3 et Huh-7. La protéine marquée posséde uraidation normale au sein des cellules
Huh-7, alors que pour les cellules Huh-7w7.3, eBé systématiquement relocalisée vers le
SB. Ceci suggere la présence d’un mécanisme ole dmction pour le moment inconnue
dans ces cellules. Ce processus est capable ddanetuéorganiser les IFs, permettant de
capter les protéines les constituant. Par la sigegression d’un mutant de la K18, taggé lui
aussi a la GFP (Ku et al, 1995), et connu pour &rrdes agrégats, nous a permis d’observer
que le SB captait également les IFs quelque saisléormes. De plus, des observations
analogues ont été réalisées grace a l'utilisatiamhithiteurs du protéasome (Harada et al,
2003).

Notre attention s’est portée sur certains factammenant a la formation de structures
analogues au SB, notamment dans le cas de certamesrs rabdoides (Beckwith & Palmer,
1978; Haas et al, 1981; Moll et al, 1982). Pour medadies, un des facteurs qui provoque
I'agrégation des composants des IFs est la présenosutations dans la séquence codant les
protéines comme K8 et K18 (Shiratsuchi et al, 2088n que nous n'ayons détecté aucune
mutation pour les protéines des cellules Huh-7wi¥ $rait intéressant d’introduire ce genre
de polymorphisme afin de déterminer quel pourmaiéte I'influence. Nous pouvons penser
que le SB continuerait a accumuler les IFs quesmieleur forme. Pour autant, il ne faut pas
écarter la possibilité que le processus de formatas tumeurs rabdoides est plus fort que les
mécanismes régissant la mise en place du SB. Nousigns alors détecter la transition
d’'une structure a l'autre. Le gene INI1 est luisaumportant dans le cadre de la formation
des tumeurs rabdoides (Kohashi et al, 2007; Vagstetal, 1998). L'absence d’expression de

ce géne amene aussi a la formation de corps igteglasmiques dans le cas des tumeurs
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rabdoides. Nous avons comparé I'expression d’INitteeles cellules Huh-7 et les cellules
Huh-7w7.3, et nous n’avons trouvé aucune différe@es données nous permettent de penser
que la formation du SB n’a aucun lien direct aveggdression de ce gene. Cependant, nous
ne pouvons pas écarter I'éventualité d’'une pertigbad’un élément intervenant en aval de
I'expression d’INI1 et qui pourrait expliquer larfoation du SB.

La formation du SB est probablement due a certff@icieurs cellulaires qui restent a
identifier. Les composants des IFs K8 et K18 seldaalisés dans le SB. Nous avons pu voir
dans l'introduction de cette thése que le cytosgjteelest une structure dynamique au sein de
la cellule, et qu’elle implique de nombreux acteardifférents niveaux. Habituellement, les
IFs possédent des points d’ancrage dans la membe#inkaire grace a leurs interactions avec
les desmosomes (Green et al, 2005; Green & Gaafi§)). L’'association entre IFs et
desmosomes est primordiale en ce qui concerneotag®n des cellules entre elles. Les
desmosomes vont ainsi avoir une double fonctionprizmiére est de fournir des points
d’ancrage aux IFs dans la membrane cellulaireaetelconde d’associer plusieurs cellules
entre elles (Figure 30). Cette association a péfat de fournir une plus grande résistance a
des stress mécaniques au hiveau d'un organe parpéxdpour revue (Garrod & Chidgey,
2008)). Ces structures sont constituées par l'dslsgm de différentes protéines, parmi
lesquelles on retrouve les plakines et les desrkim@s, qui jouent principalement le réle de
linker du cytosquelette avec la membrane (Northl,€1999; Schmidt et al, 1994). Il a pu étre
montré que des inhibiteurs de ces protéines peaitmbla formation des IFs constitués de
kératines ou de vimentine (Stappenbeck & Green21¥% plus, différentes maladies ont été
décrites comme ayant un rapport avec une pertorbdtéts desmosomes (pour revue (Garrod
& Chidgey, 2008)). Par conséquent, nous pouvonsgreque la formation du SB peut étre
liée a un mécanisme qui cible les protéines desmdssmes et perturbe, voire inactive, leur
fonction de linker entre les IFs et les membraredilaires. Sans point d’attache, les IFs se
regrouperaient alors au sein du SB. Les interastientre les desmosomes et les IFs
pourraient également étre perturbées par la présgmanodifications post-traductionnelles.
Ces dernieres agiraient directement sur les pregétoncernées ou pourraient avoir un effet
via une cascade d’évenements. Les protéines dessofRs la cible de nombreuses
modifications post-traductionnelles (Hyder et &12) comme nous avons pu le voir. Parmi
ces modifications, on peut citer la phosphorylat{@mary et al, 2006), que nous avons
abordé un peu plus haut, et la O-glycosylation t{Ret al, 2010; Srikanth et al, 2010). La
premiere est responsable en partie d'une confoomades IFs, alors que la seconde est

associée a un processus de protection vis-a-viifieents stress que la cellule peut subir.
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De plus, ces deux modifications post-traductiommseltiblent les mémes sites (Hart et al,
1995; Wells et al, 2004). La balance entre ces deadifications au sein des protéines des
IFs étant tres importante, il serait pertinent daner une étude sur leur effet au niveau du SB

et des cellules Huh-7w7.3.

Plakophiline

Cadherines
Desmosomales
Desmoplakine

Phospho- membrane

Filaments Intermédiaires ‘

Liaisons intracellulaires Liaisons intercellulaires

(Adapté d’'apres(Garrod & Chidgey, 2008))
Figure 30 : Représentation schématique de I'organagion des desmosomes.
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C. Conclusions et perspectives

Dans le cadre de la mise au point d’'un outil d'étutbus avons isolé fortuitement un
clone cellulaire d’hépatocyte présentant un conmpsaicytoplasmique. En caractérisant cette
structure, appelée SB, nous avons montré qu’eleeartrait les composants des IFs, a savoir
les protéines K8 et K18, au sein d'une cage de mime. La formation de cette structure
n'est pas liée aux méthodes utilisées dans la misgoint de I'outil d’étude que nous
voulions mettre en place. De plus, ce type de straest retrouvé dans une faible proportion
de la population d’hépatocytes a partir de lagusdlelone cellulaire a été sélectionné.

Des inclusions intra cytoplasmiques sont observéass un grand nombre de
maladies, et sont souvent liées a un dysfonctioenérmu niveau de la constitution des IFs
(Cairns et al, 2004; Denk et al, 1979; Mayer efl8B9). Les causes de ce dysfonctionnement
peuvent étre nombreuses, et elles incluent la oaotaes protéines constituant IFs (Ku et al,
2003; Ku et al, 2001; Strnad et al, 2006), maissialiassociation a certaines protéines en
réponse a un stress causé a la cellule. Nous awongé que la formation du SB n’avait
aucun lien avec ces premiers facteurs. Leur présdans certaines cellules de la population
initialement utilisée nous améne a penser queradton de ce corps intra cytoplasmique
pourrait étre une étape préliminaire a la consituti’inclusions cytoplasmiques déja bien
caractérisees, comme les MDBs. Notre étude n’gpawis de montrer un lien direct entre
ces deux structures. Cependant, les cellules ktth37dans lesquelles sont exprimés les SB
dérivent de la lignée Huh-7 dans laquelle il estgitde d’induire la formation de MDBs
(Harada et al, 2003).

La formation des inclusions intra cytoplasmiques pérturbation et 'accumulation
des IFs au sein des cellules, peuvent avoir de reumsbs origines. Dans cette premiére étude,
nous avons cherché a caractériser le SB, de maiigagoir si cette structure n’avait pas de
lien apparent avec des corps intra cytoplasmiqégs décrits. Nos résultats nous montrent
que, pour le moment, nous ne pouvons relier le $SBsAstructures connues. Une approche
intéressante serait de réaliser une étude de camparpar transcriptomique entre les cellules
Huh-7w7 et Huh-7w7.3. Les résultats que nous obitiens de cette maniére nous
permettraient d’orienter de maniére ciblée la redie des mécanismes amenant a la
formation du SB, ce qui nous permettrait a terme meilleure compréhension du réle de
cette structure. Celle-ci pourrait s’avérer étre madele dans I'étude des inclusions intra

cytoplasmiques, et des processus perturbant I'tsgion du cytosquelette et des IFs.
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Comme nous l'avons vu dans la discussion, les noadiibns post-traductionnelles
peuvent étre responsables de perturbations auunkeda régulation des protéines. Il serait
intéressant dans une future étude de vérifier sype de modification influence la formation
des SBs, ainsi que leur composition. En particudiagissant de la phosphorylation et la
O-glycosylation, qui sont des modifications impat&s pour les kératines, et qui concerne les
mémes sites de modifications sur ces protéines.

La structure que nous avons décrite déstabilisepEigment I'organisation interne de
la cellule, puisque sa présence induit une relsatdin compléte des kératines a l'intérieur
d’'une cage de vimentine. Certaines observations natipermis de constater que la présence
du SB induisait également une relocalisation dppéaeil de Golgi autour de la cage de
vimentine. La cause de cette réorganisation est tertainement la relocalisation des
kératines et de la vimentine. On peut supposerdgseprotéines du Golgi peuvent interagir
avec la vimentine ou des protéines associées & pettéine (Phua et al, 2009). En revanche,
les conséquences nous en sont inconnues, et it seémessant de connaitre les effets que
produit une telle réorganisation sur la cellule@t fonctionnement en général.

Le SB étant une structure qui accumule les compesdes IFs, les cellules Huh-
7w7.3 pourraient servir de modéle dans I'étude adkiles présentant des inclusions intra
cytoplasmiques. Ce dernier point nous permettraittabter différents composés, afin de

chercher a restaurer une morphologie cellulairenade.
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Résumé

Le virus de I'hépatite C (HCV) est un probléme miajde santé publique. On estime en effet que prés
de 3% de la population mondiale est infectée papatbogéne qui se caractérise entre autre paresalgr
variabilité génotypique. Les différentes souchesHi&/ ont été classées parmi six génotypes majeurs,
méme subdivisés en de nombreux sous-types. Tagesoliches de HCV n'ont pas la méme capacité, comme
JFH1 (génotype 2a), a se propager efficacementuttnre cellulaire ce qui limite I'analyse des peutes
virales.

Pour pallier la difficulté d’étudier le HCV de gémpe 1a, des chiméres inter génotypiques présentant
les caractéristiques structurales du HCV de gémothg mais possédant le pouvoir réplicatif excepibre
l'isolat JFH1 (génotype 2a) ont été produites. €elti ont été adaptées a la culture cellulaireldigurs
mutations d’adaptation ont été identifiées. L'impoce de la protéine NS5 dans la formation descpées
virales infectieuses ayant été également prouvda,mous a conduit a générer d’autres chiméreslpsguelles
les séquences codant la protéine NS5A de JFH1nétaigbstituées par celles de la souche H77, nous
rapprochant ainsi du HCV de génotype la. Cela agpsrmis d’identifier d’autres mutations d’adagtatpour
ces chimeéres, permettant ainsi d’'améliorer lewgdtibsité en culture cellulaire.

Par ailleurs, nous avons caractérisé une strudhédite présente au sein d'un clone de cellules
d’hépatocytes (Huh-7w7.3) qui avait été sélectioanécours d'une étude pour analyser le passagelecéll
cellule des particules virales. Cette structure gores avons dénommé SB pour « spheroid body » mieesm
enroulement des kératines 8 et 18 (K8/K18) empriéatans une cage de vimentine. Cette structureapoéire
assimilée a des inclusions cytoplasmiques, nousisaeberché alors & mieux la caractériser. Au cdarga
division cellulaire nous avons remarqué que cettectire se désassemble et se réassemble poucnéerre
gu’'un seul SB par cellule. Toutes nos analysesdémontré que le SB n’est pas assimilable aux cdgs
Mallory (MDB) qui représentent des agrégats darss Hépatocytes. Par ailleurs, aucune mutation réa ét
identifiée dans la séquence primaire des protéi@& K18 et vimentine provenant des cellules Huh-Heh-
7w7.3. Cependant I'expression d’'une GFP-K18 dassdegnieres conduisait a I'enroulement des filamelet
kératines, contrairement a ce qui était observé tncellules Huh-7. En conclusion, nous avong iso clone

.....

dans la cellule Huh-7w7.3 et non dans celle de Huh-

Abstract

Hepatitis C Virus is a major public health probleangund 3% of the world population is estimated to
be infected by this pathogen which is charactertzgd great genotypic variability. The HCV strahsve been
classified within six major genotypes, subdividednumerous subtypes. However all HCV genotypesnate
able to spread efficiently in cell culture as JHHICV genotype 2a).

In order to analyse the HCV viral particles of ggmpe 1l1a,inter genotypic chimeras having the
structural characteristics of HCV genotype la betreplicative power of JFH-1 (genotype 2a) wedpced.
These chimeric viruses were adapted to the cailiibnd several mutations have been identifiedhErtmore,
the NS5A protein has been described to be impoftaninfectious viral particle formation. This lead to
generate chimeric viruses where the sequence cdéaliil=H1 NS5A protein was replaced by the corradpwy
sequence of H77 strain. We identified a new grdumatations in the adapted viruses, allowing taéase their
infectivity in cell culture.

Furthermore, a cellular clone containing an inttaplasmic body was isolated from hepatocyte cell
culture (Huh-7w7.3). This structure was named SB“$pheroid body”, and the keratins 8 and 18 (K&K1
which formed the central core of the SB were surdma by a vimentin cage-like structure. We examined
whether this body could be related to some intigugismic inclusions. During cytokinesis, the SB was
disassembled and reassembled in a way to recdasttwnique SB in each progeny cell. All our anaedys
indicate the SB is not related to Mallory-Denk bpdywell characterized intracytoplasmic inclusibtoreover,
the structure of SB was not due to mutations in ghenary sequence of K8/K18 and vimentin. However
GFP-K18 expression leads to typical cytoplasmic nghof intermediate filaments only in Huh-7w7.3Iseln
the present study, we have isolated a cellular toeptic clone containing an unusual cytoplasmicakierrich
spheroid body involving cellular factors in the pegs of spheroid body formation.
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