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Résumée

L’entrée du virus de I'hépatite C (VHC) dans les hépatocytes, est un processus complexe et
séquentiel mettant en jeu des facteurs d’attachement et d’entrée. Parmi les facteurs d’entrée du VHC,
la protéine CD81 joue un réle majeur et s’associe a Claudine-1 (CLDN-1), une protéine des jonctions
serrées. La formation des complexes CD81-CLDN-1 est essentielle a I'entrée du VHC. Apres
I'interaction avec les récepteurs membranaires, le VHC est internalisé par une voie dépendante de la
clathrine. Puis, la fusion des membranes cellulaire et virale dans les endosomes précoces, suivie de la
décapsidation, libére le génome dans le cytoplasme. Durant ma theése, j’ai étudié I'étape d’entrée du
VHC dans ses cellules cibles et, plus précisément, j'ai caractérisé deux inhibiteurs : EWI-2wint, un
inhibiteur naturel de I’'entrée du VHC, et 1a Monensine, une drogue qui favorise l'alcalinisation des
compartiments intracellulaires.

CD81 appartient a la famille des tétraspanines, dont les membres ont la caractéristique
d’interagir entre eux ainsi qu’avec des molécules partenaires. Ces interactions participent a la
formation de zones enrichies en tétraspanines (TEAs), parfois appelées microdomaines enrichis en
tétraspanines (TEM), a la membrane plasmique. Les mécanismes précis d’interaction au sein et en
dehors de ces zones membranaires particulieres ne sont pas connus. En 2008, le laboratoire a
identifié EWI-2wint, une forme tronquée de la protéine EWI-2, qui interagit avec CD81 et CD9, une
autre tétraspanine. De maniére intéressante, EWI-2wint est exprimée dans de nombreuses lignées
cellulaires mais est absente dans les lignées hépatocytaires. Contrairement a la surexpression de la
protéine parentale EWI-2, son expression ectopique dans les hépatocytes bloque 'entrée du VHC par
un mécanisme encore non identifié. En 2009, nous avons montré que le VHC n’utilise pas les
molécules de CD81 associées aux TEM pour entrer dans les cellules, c’est pourquoi une partie de ma
these a été consacrée a I'étude de 'effet de EWI-2wint sur la répartition de CD81 a la membrane.
Pour cela, nous avons généré des clones cellulaires permissifs au VHC exprimant CD81 d’origine
murine en combinaison avec EWI-2wint ou des protéines contréles. Ainsi, grace a l'utilisation d’'un
anticorps reconnaissant préférentiellement les molécules de CD81 associées a d’autres
tétraspanines, nous avons montré que l'inhibition de 'infection induite par EWI-2wint est corrélée a
une plus forte association de CD81 avec les TEAs, suggérant que EWI-2wint pourrait bloquer I'entrée
du VHC en favorisant 'association de CD81 avec les TEAs. Afin d’affiner ces résultats, nous avons
analysé l'effet de EWI-2wint sur la dynamique membranaire de CD81 dans des expériences de suivi
de particules uniques en microscopie TIRF. De cette maniere, nous avons défini les coefficients de
diffusion ainsi que les types de trajectoires de nombreuses molécules de CD81, en absence et en
présence de EWI-2wint. De maniere intéressante, nous avons montré que EWI-2wint induit un
ralentissement de la dynamique de CD81 et favorise son confinement, ce qui confirme une
modification de la distribution membranaire de CD81 en présence de EWI-2wint. Egalement, nos
résultats indiquent que EWI-2wint favorise 'association de CD81 avec des zones enrichies en CD81
ainsi que sa colocalisation avec CLDN-1. Ce travail améliore la compréhension du mécanisme par
lequel EWI-2wint inhibe I'entrée du VHC et met également en lumiere I'importance de la dynamique
membranaire au cours de ce processus.

Un deuxiéme axe de recherche de ma thése a été consacré a I'étude de I'effet de la Monensine
sur l'infection par le VHC. La Monensine est un ionophore qui module l'infection par différents
pathogénes, dont Plasmodium et de nombreux virus. Nos expériences ont montré que la Monensine
inhibe une étape tardive de l'entrée du VHC, correspondant probablement a la fusion dans les
endosomes précoces. Nous avons confirmé son effet sur le pH et avons rapporté son effet inhibiteur
sur l'infection par plusieurs virus enveloppés. Egalement, nos expériences ont indiqué un effet additif
de la Monensine et de l'interféron, ainsi qu'un blocage des deux voies de transmission du VHC:
I'entrée médiée par des particules virales libres et le passage du virus directement de cellule a
cellule. L’ensemble de ces résultats confirme I'importance du pH acide des endosomes dans les deux
voies d’entrée du VHC et décrit un nouvel inhibiteur de I'entrée du VHC qui pourra, a I'avenir, étre
utile a I’étude de I'étape de fusion.
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Abstract

Hepatitis C Virus (HCV) entry in its target cells, the hepatocytes, is a complex and
sequential mechanism. Indeed, HCV uses several attachment and entry factors to enter in the
hepatocytes. Among these entry factors, CD81 plays a major role and it associates with the tight
junction protein Claudin-1 (CLDN-1) to form coreceptor complexes that are critical for HCV
entry. After binding to the cell surface, HCV particles are internalized by clathrin-mediated
endocytosis, then a fusion step between viral and cellular membranes occurs in the early
endosomes. During my thesis, [ have mainly focused on HCV entry and more precisely on two
inhibitors of this step: EWI-2wint, a natural inhibitor of HCV entry, and Monensin, a drug that
raises the intracellular pH.

CD81 belongs to the tetraspanin family whose members have a strong propensity to
multimerize and interact with numerous partner proteins forming scaffolds in membranes,
recruiting or excluding specific proteins involved in particular cellular processes. The most
obvious evidence of interaction of tetraspanins and their partners is coming from the presence
at the plasma membrane of tetraspanin-enriched areas (TEAs) often identified to tetraspanin-
enriched microdomains (TEM). However, the precise mechanisms of interaction within and
outside these clusters are still poorly understood. Few years ago, the laboratory has identified
EWI-2wint, a cleavage product of EWI-2 that still interacts with CD81 and CD9 and can be found
in most cell lines expressing EWI-2 but not in hepatocytes. Importantly, in contrast to full-length
EWI-2, EWI-2wint inhibits HCV entry by a mechanism that remained to be elucidated. Because
we have shown that HCV does not use TEM-associated CD81 to enter the cells, the first aim of
my study was to analyse the effect of EWI-2wint on CD81 partioning at the plasma membrane.
To do so, we generated HCV permissive cell lines expressing murine CD81 (mCD81) in
combination with EWI-2wint or control proteins. Thanks to antibodies that recognize TEA-
associated mCD81, we found that inhibition of HCV infection induced by EWI-2wint correlates
with an increased association of CD81 with TEA, indicating that EWI-2wint might inhibit HCV
entry by promoting CD81 association with TEA. To strengthen this observation, we analyzed the
membrane dynamics and partitioning of human CD81 molecules in Huh-7 cells by single-
molecule fluorescence microscopy. We defined the diffusion rate and the type of motion of single
CD81 molecules in presence or in absence of EWI-2wint. Interestingly, we found that EWI-2wint
induces a decrease in the global diffusion of CD81 molecules and an increase in the proportion of
confined trajectories confirming that a change in CD81 membrane partitioning occurs in
presence of EWI-2wint. Indeed, further studies showed that EWI-2wint promotes confinement
of CD81 in CD81-enriched areas. In addition, we showed that EWI-2wint influences the
colocalization of CD81 with Claudin-1. This study gives new insights on the mechanism by which
EWI-2wint inhibits HCV entry and about the dynamics involved in this step.

In the second part of my work, I have analysed the effect of Monensin on HCV infection.
Monensin is an ionophore, which has been shown to modulate infection of numerous pathogens,
including Plasmodium and several viruses. We found that Monensin inhibits HCV infection by
impairing a late step of the entry process, most likely by inhibiting the fusion step in endosomes.
Indeed, we confirmed that this drug increases the intracellular pH in our experimental
conditions. In addition, Monensin inhibited infection by several other enveloped viruses. We also
demonstrated an additive effect of Monensin when combined with interferon. Finally, we
observed an inhibition of both cell-free and cell-to-cell transmission of HCV by Monensin.
Together, our data highlights the importance of the acidic pH in early endosomes in the two
entry routes used by HCV and describes a new entry inhibitor which could be use in the future to
study the fusion step of the HCV life cycle.
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=

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor
ElAs : Enzyme Immunoassays

elF2 / 3 : eukaryotic Initiation Factor 2 / 3
EL1 / 2 : Extracellular Loop 1/ 2

EMA : European Medicines Agency

EMCV : Virus de I'Encéphalomyocardite
EphA2 : Ephrin Receptor A2

EWI-2wint : EWI-2 without its N-terminus
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F

Fah : Fumaryl acetoacetate hydrolase

FDA : Food and Drug Administration

FRAP : Fluorescence Recovery After Photobleaching
FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer

G

GAGs : Glycosaminoglycanes

GBF1 : Golgi-associated Brefeldin A-resistant Factor 1
GFP : Green Fluorescent Protein

GLs : Gouttelettes Lipidiques

GTP : Guanosine Triphosphate

H

HB-EGF : Heparin Binding EGF-like Growth Factor

hCD81 : CD81 humaine

HDL : High Density Lipoprotein

Hsp : Heat Shock Protein

HSV : Herpes Simplex Virus

HTLV-1 : Human T-lymphotropic virus type 1

hVAP-A : human Vesicle-Associated membrane Protein-associated protein A
HVR1 / 2 : Intergenotypic Variable Region 1 / 2

1

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

IgVR : Intergenotypic Variable Region

IL : Interleukine

IL-2ry : y-chain of the receptor for IL-2
IRES : Site Interne d’Entrée des Ribosomes

3

JAK: Janus Kinase
JFH-1 : Japanese Fulminant Hepatitis- isolate 1

L

L-SIGN : Liver/lymph node-Specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin
LB : Lymphocyte B

LDL : Low Density Lipoprotein

LDLox : LDL oxydées

LDLR : Pécepteur aux LDL

LEL : Large extracellular Loop

LT : Lymphocyte T
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LVP : Lipoviroparticules

M

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase

MAVS : Mitochondrial Antiviral Signaling

M@ CD : Méthyl-p-cyclodextrine

mCD81 : CD81 murin

MHC : Major Histocompatibility Complex

MLV : Murine Leukemia Virus

MT81 : anticorps anti-mCD81

MT81w : anticorps anti-mCD81 reconnaissant mCD81 associée a d’autres tétraspanines
MTP : Microsomal Triacylglycerol transfer Protein

N

NPC1L1 : Niemann-Pick C1-like 1
NK : Natural Killer
NTPase : Nucleotide Triphosphatase

0

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

?

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns
PCR : Polymerase Chain Reaction

PEG : polyéthylene-glycol

PKI : Inhibiteurs de Protéines Kinases

PKR : Protein Kinase R

PRK2 : Protein kinase C-Related Kinase 2

R

RAG2 : Recombination activating gene 2

RBV : Ribavirine

RE : Réticulum Endosplasmique

RIG-I : Retinoic acid-Inducible Gene-I

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RT-PCR : Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
RTK : Récepteurs Tyrosine Kinase

S

SAA : Apolipoprotéine Sérum Amyloide A
Scl: Scramblase 1
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SCID : Severe Combined Immuno Deficiency

sE2 : E2 soluble

SEL : Small Extracellular Loop

SinV : virus Sindbis

SLEL : LEL soluble

Smase : Sphingomyélinase

SMT : Single-Molecule Tracking

SRB1 / 2 : Scavenger Receptor Class B Type 1 / 2
SREBPs : Sterol Regulatory Element-Binding Proteins
ST : Stem

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription
STING : Stimulator of Interferon Genes

SV40 : Simian Virus 40

SVF : Virus de la Forét de Semliki

T

TEAs : Tetraspanin-Enriched Areas

TEM : Tetraspanin-Enriched Microdomains

TIRF : Total Internal Reflexion Fluorescence

T]J : Tight Junctions

TLR : Toll-Like Receptor

TMA : Transcription-Mediated Amplification

TM : Segment transmembranaire

TRIF : TLR domain containing adaptor inducing IFN-f3

Tspan-C8 : Tétraspanines possédant huit cystéines au niveau de la LEL

v

UP : Uroplakines
uPA : Urokinase-type Plasminogen Activator

v

VHA : Virus de ’'Hépatite A

VHB : Virus de ’'Hépatite B

VHC : Virus de 'Hépatite C

VHCcc : particules virales du VHC produites en culture cellulaire
VHCpp : particules rétrovirales pseudotypées VHC

VHE : Virus de I'Hépatite E

VIH : Virus de I'Ilmmunodéficience Humaine

VLDL : Very Low Density Lipoprotein

VLP : Virus Like Particles

VSV : Virus de la Stomatite Vésiculaire

Y

YFV : Yellow Fever Virus
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A. L’hépatite C

1. Les hépatites virales

Une hépatite virale est une inflammation du foie dont la cause est I'infection par
un virus. Les Virus des Hépatites A a E font partie de ces agents dont 'infection entraine
une hépatite. Bien que tres différents et classés dans des genres séparés, ces virus
provoquent tous des hépatites dites « aigués », mais certains (B, C et D) provoquent
ensuite des hépatites dites « chroniques», qui se caractérisent par une virémie
persistante a plus long terme. Cette chronicité peut évoluer en cirrhose puis en

hépatocarcinome et a terme, nécessiter une transplantation hépatique.

2. Découverte du virus de I’hépatite « non A - non B »

Dans les années 1970, les principaux agents infectieux responsables d’hépatites
ont été identifiés et appelés Virus de ’'Hépatite A (VHA) et Virus de 'Hépatite B (VHB). A
partir de 13, des outils de prévention et de diagnostic ont été mis en place. Malgré cela,
de nouveaux cas d’hépatites virales (notamment post-transfusionnelles) étaient encore
rapportés, avec des diagnostics incriminant des virus différents du VHA et du VHB. La
maladie causée par ces agents non encore identifiés fut donc appelée : « Hépatite Non A -
Non B » (Feinstone et al., 1975; Prince et al., 1974). Deux voies de transmission ont été
décrites pour ces hépatites Non A - Non B: la voie entérale (ou oro-fécale) et la voie
parentérale (via le sang et ses dérivés). C’est vers la fin des années 80 que les agents
responsables de ces hépatites Non A- Non B ont été identifiés : le Virus de I’'Hépatite E
(VHE), responsable de la majorité des hépatites Non A - Non B a transmission entérale,
et le Virus de I'Hépatite C (VHC), causant la majorité des hépatites Non A - Non B a
transmission parentérale (Choo et al, 1989). Le VHC est un virus enveloppé, a ARN
simple brin de polarité positive et d'un diametre d’environ 60nm. Il a été classé dans la
famille des Flaviviridae qui compte quatre genres: les Flavivirus, les Pestivirus, les
Hépacivus et les Pégivirus. Avec la découverte du VHC par I'équipe de Michael Houghton,
c’est la premiére fois qu'un génome viral est cloné avant que I'agent infectieux n’ait pu

étre isolé. En effet, I'identification du génome de ce virus a été permise par des
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techniques de biologie moléculaire utilisées pour cloner une souche virale isolée a partir

d’un chimpanzé infecté.

L’'impossibilité de propager le virus en culture cellulaire jusqu’'en 2005 et
I'absence de modeles animaux facilement utilisables ont longtemps freiné I'étude du
VHC. L’hépatite C est une maladie largement distribuée a travers le monde et qui évolue
trés souvent vers la chronicité, ce qui en fait un probléme majeur de santé publique. A ce
jour, aucun vaccin n’est disponible pour lutter contre cette maladie et les traitements

présentent une efficacité encore limitée.

3. Epidémiologie

a) Prévalence

Figure 1 : Prévalence du VHC dans le monde (d’apreés Lavanchy et al,, 2011)

L’Hépatite C sévit dans le monde entier : dans les pays industrialisés et les pays
en développement. Il est difficile d’évaluer précisément la prévalence de cette maladie
au niveau mondial, national et local. En effet, la majorité des hépatites aigués sont

asymptomatiques et de nombreuses personnes ne savent pas qu’elles sont porteuses du
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virus. Un deuxieme exemple de biais relatif a ces études de prévalence provient des
échantillons de personnes étudiées. Souvent, les études sont conduites au sein de
groupes preécis, plus ou moins a risque (patients hémodialysés, donneurs de sang, co-
infectés par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) ...) et qui ne sont pas
nécessairement représentatifs de la population mondiale. Malgré tout, il est reconnu que
la prévalence de cette maladie varie d’'une région a une autre du globe et d'un pays a un
autre (Lavanchy, 2009). Les données actuelles estiment le nombre de personnes
infectées a 130-170 millions, ce qui représente 2 a 3% de la population mondiale. La
distribution géographique n’est pas homogene (Figure 1), avec des pays a prévalence
basse, notamment en Europe Occidentale ou en Amérique du Nord ou elle est inférieure
a 2,5%, et des pays a prévalence bien plus élevée notamment en Europe de 'est (1 a
5%), en Afrique et en Asie (1 a 15%) (Lavanchy, 2011). Le pays présentant la prévalence
la plus forte est I'Egypte. Historiquement, cela s’explique notamment par une campagne
nationale de traitement contre la schistosomiase a partir des années 1920 et jusque
dans les années 1980. Durant cette période, le traitement délivré via des injections
intraveineuses a conduit a une explosion de la transmission du VHC a cause de la
réutilisation fréquente d’aiguilles et de seringues contaminées ainsi que d'un manque de
stérilisation du matériel médical (Frank et al, 2000). Aujourd’hui, on estime qu’en
Egypte plus d’'une personne sur sept a développé des anticorps anti-VHC et que plus
d’une personne sur dix est chroniquement infectée.

En Europe, de maniere similaire a ce que I'on observe au niveau mondial, on
assiste a un gradient de prévalence croissant du Nord au Sud. A titre d’exemple,
I'incidence de cette maladie est de 0,5% en Norvege ou en Suede et atteint 0,9 % en
Belgique alors qu’en Turquie ou en Espagne, deux pays bordant la Méditerranée, elle
dépasse les 2%.

En ce qui concerne la situation en France, les chiffres récents font état de 1,3% de
séropositifs pour le VHC (soit plus de 800 000 personnes) dont 65% sont

chroniquement infectées (Lavanchy, 2011).
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b) Modes de contamination

Le VHC se transmet essentiellement par voie parentérale, c’est-a-dire via le sang
et ses dérivés. Trois voies majeures de contamination existent: post-transfusionelle,

nosocomiale et via la toxicomanie intraveineuse.

Jusqu’en 1990, la transmission était majoritairement liée a la transfusion de sang
contaminé. Ce mode de contamination a significativement régressé dans les pays
industrialisés. En effet, des méthodes de préventions efficaces ont été mises en places.
Par exemple, les dons de sang sont contrdolés depuis 1990 : dans un premier temps ce
sont les méthodes de dépistage de premiere génération (visant a rechercher la présence
d’anticorps anti-VHC dans le sang) qui ont été utilisées et ces méthodes ont évoluées
jusqu’au dépistage génomique virale (DGV) mis en place des 2001 (Alter, 2007; Shepard
et al.,, 2005). Cependant, dans les pays en développement, le manque de moyens freine
considérablement le dépistage des donneurs et la transfusion constitue toujours un
mode de contamination fréquent.

La transmission nosocomiale est difficile a évaluer mais représente un risque
certain. La forte proportion de séropositifs pour le VHC parmi les patients hémodialysés
(10 a 33% en fonction des pays) en témoigne d’ailleurs (Lavanchy, 2009). Le role joué
par les activités de soins dans la transmission du VHC est en voie de diminution dans les
pays ou les regles d’hygiene et de désinfection du matériel sont strictement respectées.
Aussi, le développement du matériel a usage unique permet de tendre vers la réduction
de la transmission nosocomiale du virus (Shepard et al, 2005). Mais les pays les plus
pauvres sont encore soumis a de forts taux de contamination via les activités de soin,
notamment a cause d’'un manque de stérilisation et la réutilisation fréquente de matériel
souillé. Ce sont d’ailleurs de telles failles qui ont mené a la contamination massive lors

de la campagne de traitement contre la schistosomiase en Egypte (Frank et al,, 2000).

Le VHC est aussi transmis via 'usage de drogue par voie intraveineuse. Cette voie
de transmission est la voie majoritaire dans les pays industrialisés et désormais
également dans les pays en développement (Lavanchy, 2009). Le partage d’aiguilles est

clairement incriminé, mais des études proposent aussi le partage de matériel annexe
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comme vecteur de la transmission (Conry-Cantilena et al., 1996; Thorpe et al, 2002).
Malgré des campagnes de prévention visant a sensibiliser les usagers de drogues sur les
risques de contaminations virales et la mise en place de mesures préventives, comme
par exemple la vente libre de seringues en pharmacie depuis 1987, ce mode de

contamination persiste.

D’autres voies de transmission sont recensées. La contamination professionnelle
existe mais demeure relativement faible. Elle est souvent due a des piqures accidentelles
avec des aiguilles contaminées. Dans ce contexte, une prise de conscience et des
précautions d’hygiéne de la part du personnel de santé permettent de réduire les
risques. Aussi, des cas de contaminations sexuelles et familiales sont décrites mais
restent rares. De la méme fagon, la transmission mere-enfant est peu fréquente (Alter,
2007; Shepard et al.,, 2005). On évalue la prévalence d'un tel risque a 5%. A ce jour, les
meres infectées par le VHC ne doivent pas nécessairement accoucher par césarienne et
aucune contre-indication a I'allaitement n’est délivrée (Indolfi & Resti, 2009). Enfin, des
pratiques culturelles ou religieuses particulieres telles que la circoncision,
I'acupuncture, le tatouage ou le piercing peuvent étre les vecteurs de la transmission de

VHC dans le cas ou le matériel utilisé est mal désinfecté.

Il est intéressant de noter que dans 20% des cas le mode de contamination n’est
pas clairement identifié. Le patient peut parfois choisir de dissimuler certaines

pratiques ou simplement ne pas connaitre I'origine de la contamination.

4. Pathogenese et évolution de la maladie

L’Hépatite C est une maladie progressive a long terme puisque dans la majorité
des cas une évolution sur plusieurs décennies est observée. Ainsi, la personne infectée
par le VHC développe dans un premier temps une hépatite dite « aigué » et, dans environ
80% des cas, l'infection persiste au dela de six mois et aboutit a une hépatite C dite
« chronique ». La chronicité évolue alors vers des maladies histologiques du foie
clairement identifiées telles que la fibrose, la cirrhose puis le carcinome hépatocellulaire

pour 1 a 4% des patients chaque année (Figure 2).
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Figure 2 : Evolution d'une infection causée par le VHC

a) L’hépatite C aigué

La quantité de données expérimentales concernant la phase aigué de I'hépatite C
reste limitée et notamment en raison de son caractere souvent asymptomatique. En effet
a ce stade, seules environ 25% des personnes infectées développent des symptomes,
parmi lesquels certains peuvent étre relativement aspécifiques. Pour ces raisons, le
diagnostic est difficile et rarement établi a ce stade de la maladie (Grebely et al, 2011;

Santantonio et al,, 2008).

Le diagnostic de I'hépatite C aigué est basé sur ces trois points : la détection de
I’ARN viral, la séroconversion et I’élévation du taux des transaminases hépatiques.

Apres l'exposition au VHC, I'’ARN viral devient détectable dans le sang 1 a 3
semaines plus tard. Cette virémie précede de quelques semaines la séroconversion, avec
'apparition d’anticorps spécifiques anti-VHC 7 a 8 semaines apres l'infection (Bowen &
Walker, 2005; Santantonio et al., 2008). On observe également une élévation du taux des
transaminases du foie 2 a 4 semaines apres l'infection. L’augmentation de ces enzymes
sériques de 10 a 20 fois par rapport au taux normal est en général le premier témoin
d’une atteinte hépatique. Dans moins d'un tiers des cas, elle coincide avec I'apparition de
symptomes plus ou moins spécifiques dont les plus courants sont: fatigue, fievre,

nausées, douleurs abdominales, urines foncées et jaunisse (Santantonio et al., 2008).

Parmi les personnes atteintes d’hépatite C aigué, 15 a 25% sont capables de se

débarrasser du virus: on parle alors de guérison spontanée ou de clairance lorsque
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I’ARN viral devient indétectable dans le sang (Bowen & Walker, 2005). Les mécanismes
précis impliqués dans ce phénomene restent mal connus, mais il semble que des
facteurs viraux (génotype, quasi-especes virales...) et des facteurs propres a ’hote (sexe,
age...) influencent la guérison. Aussi, bien qu’il n’existe pas de facteur permettant de
pronostiquer le devenir d’'une hépatite aigué, il est intéressant de noter que les
personnes présentant des symptomes a ce stade de la maladie seraient plus a méme
d’éliminer le virus, cela en corrélation avec une réponse immunitaire accrue
(Santantonio et al,, 2008).

Dans 75 a 85% des cas d’hépatite C aigué, on observe une évolution vers la
chronicité, marquée par une virémie qui persiste et se stabilise au dela de six mois apres
I'infection. Il faut également noter que, aussi rares soient-ils, des cas d’hépatites

fulminantes sont décrits (Farci et al, 1996a) (Figure 2).

En ce qui concerne le traitement proposé a ce stade de la maladie, les études
préconisent une monothérapie d’interféron (IFN) pégylé durant 24 semaines (Grebely et
al, 2011). L’administration de ce composé permet en effet de réduire la fréquence des
injections par rapport a l'interféron classique et a été montré comme efficace contre
I’évolution vers la chronicité au cours de plusieurs travaux (Kamal et al, 2006;
Santantonio et al, 2005; Wiegand et al, 2006). La combinaison a la ribavirine,
traitement classique contre I'hépatite C chronique, reste controversée quant a une
éventuelle amélioration de la réponse au traitement durant le stade aigu de la maladie.
Enfin, la date de début de traitement idéale est difficile a établir et, bien qu’il apparaisse
qu'un traitement précoce donne de meilleurs résultats, un temps d’observation sans
traitement est nécessaire puisqu'une partie des patients atteints d’hépatite C aigué
guérit spontanément. Il s’agit de trouver le bon équilibre entre la possibilité d’éliminer
le virus sans thérapie, et ainsi éviter les effets secondaires et les colits liés a la prise
d’interféron, et commencer la médication avant le passage vers la chronicité (Grebely et

al,2011; Loomba et al., 2010).

b) L’hépatite C chronique

Apres le développement d’'une hépatite aigué, environ 80% des personnes

infectées par le VHC développent une hépatite chronique (Figure 2). Ce passage vers la
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chronicité est défini comme la persistance de ’ARN du virus dans le sang au dela de six
mois.

La plupart du temps, la phase aigué de la maladie est passée inapercue et c’est de
maniere fortuite que I'hépatite C chronique est découverte. En effet, la majorité des
patients ne développent pas ou peu de symptomes malgré la progression de la maladie.
Le risque de passage vers la chronicité est dépendant de facteurs et d’interactions virus-
hote encore mal connus. Cependant, il est admis par exemple que le sexe masculin et
'age avancé de I'hOte sont des facteurs qui augmentent ce risque, tout comme l'obésité,
la co-infection par le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) ou le VHB et la
consommation d’alcool (Chen & Morgan, 2006; Grebely et al., 2011). Certaines études
suggerent que I'évolution vers la chronicité pourrait étre dépendante de la
multiplication de quasi-especes virales, favorisant ainsi I'’échappement du virus au
systéme immunitaire de l'individu infecté (Farci et al, 2000). A T'inverse, des études
d’infection sur le chimpanzé ont montré un passage de la maladie vers la chronicité,

associée a pas ou peu d’évolution des quasi-espéces virales (Major et al.,, 1999).

Au cours de la transition du stade aigu au stade chronique, la virémie ainsi que le
taux de transaminases hépatiques dans le sang peuvent varier mais finissent par se
stabiliser. La quantité d’ARN viral atteint alors un plateau en général inférieur a la
virémie de la phase aigué de I'hépatite. On estime que 102 nouveaux virions par jour
sont produits chez I'individu infecté. Les symptomes décrits par les patients a ce stade
sont plus ou moins passagers et variables, le plus commun étant la fatigue (Hoofnagle,

2002).

L’hépatite C chronique est une maladie progressive a long terme. Sur plusieurs
décennies apres la contamination, I'infection induit des dommages irréversibles au foie.
Cela en fait d’ailleurs la cause majeure de transplantation hépatique en Europe et aux
Etats-Unis puisque chez une partie des patients, la maladie évolue vers une cirrhose
décompensée ou un hépatocarcinome qui alterent le bon fonctionnement du foie
(Poynard et al, 2003). Malheureusement, les bienfaits de la transplantation chez les
patients atteints d’hépatite C ne sont que de courte durée étant donné que le virus
réinfecte systématiquement le greffon sain dans les 5 ans qui suivent la transplantation

(Rubin et al,, 2011). Les atteintes causées au foie sont indirectement dues au VHC: le
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virus est non-cytopathique et c’est la réponse du systéeme immunitaire de I'hote qui
entraine la destruction des cellules hépatiques. Il semble en effet que la réponse
immunitaire engagée soit assez forte pour détruire les cellules et entrainer la fibrose du
tissu, mais insuffisamment efficace pour éradiquer le virus (Heydtmann et al, 2001).
L’évolution vers la fibrose hépatique est variable mais fréquente et constitue une
premiere étape vers la cirrhose. Les études montrent qu'environ 20% des patients
atteints d’hépatite C chronique développeront une cirrhose dans les 20 ans suivant
l'infection. Le stade cirrhose peut étre asymptomatique et donc ne pas altérer la qualité
de vie du patient, jusqu’a l'apparition d’une éventuelle décompensation ou d'un
carcinome hépatocellulaire. Le risque de développer un cancer du foie est estimé a 1 a
4% par an (Chen & Morgan, 2006; Hoofnagle, 2002) (Figure 2). Quant a la cirrhose
décompensée, elle fait chuter le taux de survie a 5 ans de 91 a 50% par rapport a une
cirrhose compensée. C'est dans ce contexte que la biopsie reste largement pratiquée en
tant que méthode de choix afin d’observer le foie d'un point de vue histologique et ainsi

déterminer I'avancement de la maladie (Ascione et al,, 2007).

Le lien entre le VHC et le cancer du foie est illustré par 'incidence vingt fois plus
élevée des carcinomes hépatocellulaires chez les sujets infectés par le VHC par rapport a
des sujets séronégatifs. Aussi, il semble que le développement de thérapies contre
I’hépatite C impacte l'incidence d’apparition des ces carcinomes. Malgré tout, 1'absence
de vaccin conduira encore a de nombreux cas de carcinomes post-hépatite C (Kwon &
Lok, 2011; Tinkle & Haas-Kogan, 2012) et le mécanisme liant l'infection par le VHC au
développement d'un carcinome hépatocellulaire n’est pas clairement défini. Le génome
du virus ne s’integre pas a celui de la cellule mais des pistes sont régulierement
proposées, incriminant notamment le stress oxydatif et I'inflammation liés a la réponse
immunitaire (Castello et al, 2010). Aussi, de maniere plus directe, des interactions entre
protéines virales et cellulaires initieraient la transformation des cellules hépatiques
(Levrero, 2006). Par exemple, la protéine virale Core a largement été étudiée et interfere

avec de nombreuses voies de signalisation et notamment celles impliquées dans les

meécanismes de croissance cellulaire et d’apoptose (Stephen L Chen, 2006).
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c) Les manifestations extra-hépatiques

Lorsque l'infection par le VHC persiste, elle peut s'accompagner de symptémes
extra-hépatiques plus ou moins séveres, qui touchent de nombreux organes en dehors
du foie : peau, yeux, cerveauy, reins, thyroide... (Craxi et al., 2008; Galossi et al., 2007). Le
VHC présente un tropisme préférentiel pour les cellules hépatiques, mais d’autres
cellules de I'organisme pourraient avoir un réle de réservoir pour le virus. Notamment,
plusieurs études présentent la possibilité pour le VHC d’infecter les tissus cérébraux
(Fletcher & McKeating, 2012) et les cellules lymphocytaires (Ito et al, 2011). D’ailleurs,
des désordres cérébraux peuvent étre observés chez les patients atteints d’hépatite C et
la manifestation extra-hépatique la plus fréquente est la cryoglobulinémie, une maladie
ayant pour origine un désordre de prolifération des cellules B lymphocytaires. Elle est
retrouvée chez 20 a 50% des patients et se caractérise par la production de
cryoglobulines, des immunoglobulines (Ig) anormales qui précipitent a une température
inférieure a 37°C. Cette maladie est une vascularite systémique, c’est-a-dire qu’elle
touche tous les vaisseaux de l'organisme et peut entrainer des complications
systémiques, le plus souvent articulaires, cutanées et neurologiques. L'interféron est
efficacement utilisé depuis plusieurs années pour traiter cette maladie, bien que dans
certains cas, les symptdmes se soient vus aggravés par la prise du traitement. Toutefois,
le bilan d’'une réunion récente d’experts du milieu médical recommande le traitement
antiviral classique (interféron pégylé et ribavirine) pour traiter les patients atteints de
cryoglobulinémie induite par le VHC, avec une surveillance stricte de 1'évolution des

symptomes extra-hépatiques (Pietrogrande et al,, 2011).

5. Les méthodes de diagnostic

\

Le diagnostic de I'hépatite C est difficile a établir puisque une majorité de
patients ne présente pas de symptome dans les premiers temps de la maladie et qu'une
fois présents, ces symptoémes peuvent étre relativement aspécifiques. C’est pourquoi le
diagnostic n’est que rarement établi durant la phase aigué et souvent posé tardivement
et de maniere fortuite. En effet, c’est souvent par hasard, lors d’'un contréle médical de
routine par exemple (palpations abdominales, biopsie hépatique, sérologie des

transaminases du foie...) que la maladie est soupconnée. Quoi qu’il en soit, afin d’établir
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le diagnostic d'une hépatite C, trois indicateurs peuvent actuellement étre recherchés :

les anticorps anti-VHC, I'antigéne de capside et I'’ARN viral.

a) Outils de diagnostic indirects

En général, le premier diagnostic s’appuie sur la recherche d’anticorps dirigés
contre le VHC dans le sérum des patients. Les tests biologiques utilisés sont basés sur
des réactions antigenes-anticorps, permises par la fixation d’antigénes viraux sur un
support accueillant ensuite 1’échantillon sérologique du patient. Ces méthodes sont
appelées EIAsl. La séroconversion a lieu environ 7 a 8 semaines apres I'exposition au
VHC et c’est donc a partir de cette période que les anticorps sont détectables par les
EIAs. Par le passé, une seconde confirmation par immunoblot était essentielle mais
depuis 'amélioration de la sensibilité des tests de nouvelle génération, ils sont devenus
obsoletes et ne sont plus nécessaires (Chevaliez & Pawlotsky, 2007).

Un test efficace et plus rapide a récemment été approuvé en Europe. Il est
également basé sur une reconnaissance antigenes viraux-anticorps mais permet
d’obtenir un résultat en 20 minutes environ, avec une lecture simplifiée du résultat a la
maniere de celui d'un test de grossesse. De plus, il s’est montré efficace dans
’établissement du diagnostic a partir de plusieurs fluides corporels: en testant des
échantillons de sang, sérum ou plasma des patients, mais aussi apres récolte de sang
suite a une simple piqure du doigt ou encore par le biais d'un prélevement de salive (Lee
etal,2011).

Puisque la séroconversion a lieu plusieurs semaines apres l'infection et afin
d’accélérer le diagnostic d’'une infection récente, de nouvelles possibilités sont étudiées.
La détection de I'antigene viral de capside couplée a la détection d’anticorps anti-VHC
semble améliorer la précocité du diagnostic (Laperche et al, 2005). L’efficacité d'un test
optimisé basé sur ce principe est démontrée dans une étude récente d’Alzahrani et
collaborateurs (Alzahrani, 2008). La protéine de capside étant détectable plus
précocement dans le sérum que les anticorps dirigés contre le virus, ce test permet

d’établir le diagnostic avant méme la séroconversion.

I Enzyme Immunoassays
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b) Outils de diagnostic directs

Le premier marqueur détectable dans le sang des patients est '’ARN viral. Afin de
le rechercher chez un patient, le sérum est prélevé et soumis a des tests de biologie
moléculaire qualitatifs, comme la RT-PCR? ou la TMA3, ou quantitatifs, tels que la PCR*
en temps réel ou la technique de bDNAS. Ces techniques permettent d’amplifier le
génome viral (techniques de PCR, TMA) ou le signal associé a la détection de I’ARN viral
(bDNA) (Pawlotsky, 2002).

Une technique récente ne nécessitant pas d’étape d’amplification de ’ARN viral a
été décrite. Ce systeme met en jeu des nanoparticules d’or et des sondes spécifiques au
génome du VHC et permet de différencier I'absence et la présence d’ARN viral dans
I’échantillon grace a une réaction colorimétrique. C’est une technique relativement
sensible et plus rapide que celles nécessitant 'amplification du génome viral (Shawky et

al, 2010).

Afin de diagnostiquer la maladie, la recherche d’anticorps puis d’ARN viral est
effectuée. Ces analyses peuvent donner différents résultats :

- absence d’anticorps anti-VHC et présence d’ARN. Le diagnostic est celui
d’'une hépatite C aigué et sera a confirmer quelques semaines plus tard avec la
séroconversion.

- présence d’anticorps et d’ARN viral. La séroconversion a eu lieu et le
génome viral est présent donc l'individu est atteint d’hépatite C. 1l est difficile de savoir
s’il s’agit d'une phase aigué avancée ou si la chronicité est déja atteinte.

- présence d’anticorps et absence d’ARN viral. Deux scénarios sont possibles
dans ce cas: soit le patient a été infecté par le VHC dans le passé et a guéri
spontanément, soit il est infecté mais '’ARN est temporairement indétectable, ce qui
arrive notamment lors de la transition vers la chronicité. Ce diagnostic nécessite donc
que le test visant a rechercher la présence d’ARN viral soit effectué une seconde fois

quelques semaines plus tard.

2 Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
3 Transcription-Mediated Amplification

4 Polymerase Chain Reaction

> branched-Deoxyribonucleic Acid

30



6. Laréponse immunitaire anti-VHC

Lorsqu'un virus pénetre dans l'organisme, ce dernier met en action des
mécanismes de défense visant a se débarrasser de I'agent infectieux. C’est donc le cas
lorsque le VHC infecte un individu. Dans un premier temps, ce sont les déterminants de
I'immunité innée qui sont mis en jeu, avec comme grands acteurs les cellules Natural
Killer (NK) et I'IFN, puis les effecteurs de I'immunité adaptative avec notamment les
lymphocytes B (LB) et les lynphocytes T (LT) dont 'activation est responsable des
immunités respectivement dites humorale et cellulaire. La qualité de la réponse
immunitaire joue un role important dans la résolution spontanée ou la persistance de

I'infection virale.

a) L'immunité innée
Les mécanismes de 'immunité innée sont mis en action une a deux semaines

apres l'exposition au VHC. Cette immunité non-spécifique passe principalement par

'activation des cellules NK et la production d’IFN de type 1.

La premiere réponse est la sécrétion d'INF-f8 par les cellules infectées. Ce
mécanisme est permis grace a I'’engagement de deux récepteurs: TLR®-3 et RIG-I". IIs
reconnaissent des composants du virus, appelés PAMPs8. Plus précisément, RIG-I est
une protéine cytosolique capable de reconnaitre des régions structurées des extrémités
5’ et 3’ non-codantes du génome viral, alors que TLR-3 est un senseur membranaire
situé au niveau des endosomes et qui reconnait ’ARN double brin. La liaison des PAMPs
aux récepteurs active des voies de signalisation intracellulaires menant a la production
d’IFN-f3. L'IFN ainsi produit génere un état antiviral non-spécifique au sein de la cellule
infectée, mais va également activer des voies de signalisation dans les cellules voisines
non encore infectées. Brievement, I'[FN est reconnu par des récepteurs spécifiques a la
surface des cellules et engage I'activation de la voie JAK/STAT®. Cela méne a I'induction

de génes impliqués dans la réponse antivirale, la réponse inflammatoire ou encore la

6 Toll-Like Receptor

7 Retinoic acid-Inducible Gene-I

8 Pathogen-Associated Molecular Patterns

? Janus Kinase / Signal Transducers and Activators of Transcription

31



dégradation des protéines (Feld & Hoofnagle, 2005; Rehermann, 2009). De maniere
intéressante, I'importance de la signalisation via I'l[FN dans le controle de l'infection est
illustrée par le fait que les cellules Huh-7, d’origine hépatique et qui permettent la
réplication du VHC, sont déficientes dans la voie de signalisation issue de TLR-3 (Li et al,
2005a). De la méme facon, les cellules de la lignée Huh-7.5, sous-clone de la lignée Huh-
7, présentent une mutation au niveau de la protéine RIG-I (Sumpter et al, 2005). En
2002, Su et collaborateurs ont analysé I'expression des genes a partir de biopsies de
chimpanzés infectés par le VHC et ont montré que les genes induits par I'I[FN sont bien
exprimés lors de l'infection, mais ne suffisent pas a éliminer le virus (Su et al., 2002).

Le VHC met en place différents mécanismes afin de contrer l'effet antiviral de
I'IFN et ce via plusieurs protéines virales (Gale & Foy, 2005; Rehermann, 2009). Ainsi
NS5A, l'une des protéines non-structurales du VHC impliquée dans la réplication du
génome, et la glycoprotéine d’enveloppe E2 ont été montrées comme capables de
perturber la réponse antivirale liée a ’ARN bicaténaire en bloquant I'activité de la PKR19.
De maniere intéressante, la protéine E2 de génotype 1 inhibe plus efficacement I'activité
de la PKR que les protéines E2 de génotypes 2 et 3, génotypes qui répondent mieux a la
thérapie IFN (Kriegs et al, 2009; Taylor et al, 1999). NS5A conduit également a la
production d’Interleukine (IL)-8, cette chimiokine pro-inflammatoire interférant avec la
réponse antivirale liée a I'I[FN (Polyak et al, 2001). Aussi, I'expression de la protéase
virale NS3/4A interfere avec les voies de signalisation médiées par RIG-I et TLR-3
(Breiman et al., 2005; Wang et al.,, 2009). Enfin, il a aussi été montré que la protéine de
capside a une action inhibitrice sur la voie JAK/STAT, avec un réle antagoniste a celui de

I'IFN-a (Bode et al., 2003).

Les cellules NK jouent aussi un role trés important dans 'immunité innée mais
également dans I'établissement de la réponse adaptative. En effet, ces cellules possedent
des fonctions cytotoxiques et produisent des cytokines, ce qui leur permet de détruire
directement les cellules infectées mais aussi de controler le virus via les molécules
antivirales produites. Une étude suggere que l'altération de l'activité des cellules NK
pourrait jouer un role dans la persistance virale : des glycoprotéines d’enveloppe E2
recombinantes du virus conduisent a 'altération du fonctionnement des cellules NK en

se liant aux molécules de CD81 présentes a leur surface (Tseng & Klimpel, 2002).

10 Protein Kinase R
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Cependant, dans une étude plus récente, les auteurs ont vérifié cette hypothese en
utilisant du virus infectieux produit en culture cellulaire et les résultats ne confirment

pas ceux de I’étude précédente (Yoon et al., 2009).

En plus de constituer une premiere ligne de défense contre le virus, le systeme
immunitaire inné établi le lien avec I'immunité adaptative, notamment via la production
rapide et massive de cytokines qui activent les cellules dendritiques et autres cellules

présentatrices d’antigenes.

b) L'immunité adaptative

L'immunité adaptative, seconde ligne de défense contre les pathogénes,
intervient plus tardivement que l'immunité innée. L’'immunité adaptative combat
I'infection par deux mécanismes : la réponse cellulaire, qui implique le développement
de LT spécifiques du VHC, et la réponse humorale, avec I'apparition d’anticorps anti-VHC
produits pas les LB. L'immunité cellulaire entre en jeu environ 4 a 8 semaines post-
infection alors que la réponse humorale devient détectable avec la séroconversion 8 a

20 semaines apres l'infection (Brenndorfer & Sallberg, 2012; Rehermann, 2009).

** La réponse cellulaire :

Deux types cellulaires sont principalement mis en jeu dans le processus
d'immunité cellulaire : les LT auxiliaires CD4+ et LT cytotoxiques CD8+. Ce sont les
cytokines produites par les effecteurs de I'immunité innée qui stimulent les cellules
présentatrices d’antigenes, dont les cellules dendritiques, et ainsi initient la mise en
action de cette immunité adaptative cellulaire. L'importance de cette réponse cellulaire
est tout d’abord illustrée par la chute de la virémie associée a I’établissement des
réponses CD4+ et CD8+ (Figure 3).

La réponse CD4+ est détectable dans le sang 3 a 4 semaines apres |'exposition au
VHC. La qualité de cette réponse est directement corrélée a la clairance du virus. En
effet, plusieurs études démontrent qu'une réponse CD4+ rapide, intense et soutenue est
associée a I’élimination du virus au cours de la phase aigiie de la maladie. A l'inverse, le

passage vers la chronicité est corrélé a une réponse CD4+ faible, retardée ou transitoire
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(Aberle et al., 2006; Gerlach et al.,, 1999; Rosen et al., 2002; Urbani et al., 2006). Il semble
aussi que la clairance soit associée a une réponse CD4+ de type TH1 (production d’IFN-y
et d’'IL-2) alors qu'un profil TH2 (sécrétion d’IL-4 et IL-10) conduirait plutdt vers la
chronicité (Tsai et al, 1997). La multi-spécificité de la réponse CD4+ est également
importante. Il a été montré que la réponse cellulaire CD4+ est dirigée principalement
contre les protéines non structurales (Hoffmann et al, 1995) et les résultats d’'une étude
de Day et collaborateurs indiquent que, chez les patients ayant éliminés le virus, la
diversité des épitopes spécifiques du VHC ciblés par les cellules T CD4+ est plus
importante par rapport aux patients chez qui l'infection devient chronique (Day et al,
2002).

Concernant la réponse médiée par les LT CD8+, il apparait la encore qu'une
réponse intense et multi-spécifique agisse en faveur de la clairance du virus (Cooper et
al, 1999; Lechner et al., 2000). La localisation des épitopes ciblés par ces cellules joue un
role important dans le devenir de l'infection (Ward et al, 2002). La sélection d’épitopes
situés dans les protéines virales NS3 et NS5B favorise d’ailleurs I’élimination du virus.
Les LT CD8+ contribuent au controle de l'infection par des mécanismes cytolytiques
visant a détruire les cellules infectées mais aussi non cytolytiques, via notamment la
sécrétion des cytokines (Thimme, 2001). La résolution de l'infection correle avec le
nombre de LT CD8+ spécifiques du VHC dans les six mois suivant l'infection (Griiner et
al, 2000). Au cours de I'établissement de la chronicité chez les patients, un contexte
d’équilibre s’établit entre la réponse CD8+ de 'hote et la réplication virale (Figure 3).

La contribution précise des cellules CD4+ et CD8+ dans le controle de l'infection
est encore mal connue. Cependant, il semble clair que ces réponses soient toutes les
deux importantes dans le devenir de l'infection (Bowen & Walker, 2005). Des études
réalisées sur des chimpanzés ayant résolu une premiere infection au VHC l'illustrent : la
déplétion en LT CD4+ ou en LT CD8+ est associée a la persistance chronique du virus
lors d’'une nouvelle infection (Grakoui et al., 2003; Shoukry et al, 2003). Egalement,
I'absence de réponse CD4+ entraine 'émergence de mutants qui échappent a la réponse
CD8+ (Grakoui et al, 2003) et des dysfonctionnements relatifs a la prolifération, la
cytotoxicité ou la capacité sécrétoire des cellules CD8+ sont associés a I'’échappement du
virus a la réponse immunitaire (Neumann-Haefelin et al, 2005). Deux réponses

cellulaires efficaces sont donc nécessaires afin d’éliminer le virus.
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Figure 3: Représentation schématique de la réponse
immunitaire cellulaire au cours de l'infection par le
VHC

(a) La virémie (courbe rouge) augmente rapidement et, bien
qu’elle diminue apres le pic initial, elle n’est jamais contrdlée.
Il s’ensuit 1’établissement d’une infection chronique avec une
virémie variable chez les différents patients. Dans ces
conditions, les réponses CD4+ et CD8+ (courbes noire et verte
respectivement) ainsi que le niveau des transaminases sériques
(courbe bleue) évoluent peu et peuvent étre faibles, voire
absentes. Les courbes pleines indiquent que les réponses
peuvent étre variables chez les différents patients.
(b) La virémie persiste pendant plusieurs semaines en absence
de réponse immunitaire cellulaire détectable. L apparition des
réponses CD4+ et CD8+ est associée a un contrdle temporaire
de la virémie ainsi qu’a des variations du niveau des
transaminases sériques. Toutefois, apres la chute de la réponse
CD4+, la virémie réapparait et devient persistante. Une réponse
CD8+ peut rester détectable malgré I’infection chronique.
(c) Bien que la virémie apparaisse rapidement et que les
réponses cellulaires apparaissent tardivement, le virus devient
indétectable dans le plasma aprés ’apparition des réponses
CD4+ et CD8+ qui coincide souvent avec un niveau de
transaminases sériques variable. Un rebond de la virémie peut
avoir lieu avant la clairance virale.

Plusieurs semaines apres l'infection, des anticorps dirigés contre les protéines

structurales et non-structurales du VHC deviennent détectables dans le sérum des

patients. Parmi eux, une faible proportion est neutralisante mais la majorité ne I'est pas.

Les études sur les anticorps neutralisants ont longtemps été freinées par la difficulté de

propager le VHC en culture cellulaire. C’est grace au développement du systeme des

particules virales pseudotypées par les glycoprotéines d’enveloppe du VHC (VHCpp)

que les recherches ont pu avancer dans ce domaine (Bartosch et al, 2003b, c; Hsu et al,

2003; Lavillette et al, 2005b). Les anticorps neutralisants ciblent les glycoprotéines

d’enveloppe exprimées a la surface du virus. Plus précisément, la région HVR111 de E2

11 Hypervariable Region 1
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est particulierement immunogéne, mais les anticorps la ciblant sont souvent spécifiques
d’'un nombre limité de quasi-especes virales (Farci et al, 1996b). Cependant, des études
décrivent des anticorps neutralisants a large spectre, c’est-a-dire ciblant d’autres
régions (Keck et al., 2007; Meunier et al, 2005). Il semblerait qu’en fait, la production
d’anticorps neutralisants cible majoritairement HVR1 dans les premiers temps de
'infection alors que les anticorps neutralisants a plus large spectre n’apparaissent que
plus tardivement dans I’établissement de la réponse immunitaire (Hahn et al., 2007).

Le role des anticorps neutralisants dans le devenir de l'infection, c’est-a-dire
guérison spontanée ou chronicité, est controversé. Plusieurs études présentent des
arguments en faveur d'un role protecteur des anticorps neutralisants contre la
persistance virale. Notamment, lors d’études menées sur des chimpanzés, les anticorps
neutralisants ont pu bloquer l'infection par le VHC (Farci et al., 1994). De plus, un travail
de vaccination de chimpanzés avec les glycoprotéines d’enveloppe du VHC met en
évidence I'importance de la séroconversion dans la clairance du VHC (Choo et al.,, 1994).
Aussi, il semble que la diversité de séquence dans la région HVR1 de E2 soit corrélée
avec la persistance de l'infection (Farci et al, 2000). Enfin, il a été montré que la
clairance du virus est associée a une induction rapide d’anticorps neutralisants dans la
phase précoce de l'infection (Lavillette et al., 2005a; Pestka et al., 2007).

Cependant, des arguments contre un effet protecteur des anticorps neutralisants
persistent. Par exemple, des cas de résolution spontanée sans séroconversion ont été
décrits, chez 'Homme et le chimpanzé (Logvinoff et al, 2004; Post et al, 2004). Aussi,
chez la majorité des patients chroniquement infectés, on retrouve des anticorps
neutralisants. Plusieurs études apportent des explications possibles de la cohabitation
du virus avec des anticorps neutralisants. Tout d’abord, le virus circule dans I'organisme
sous forme de quasi-especes virales, ce qui lui permet de se protéger contre la réponse
immunitaire humorale (Farci et al, 1996b). Aussi, les lipoprotéines de faible densité
(LDL12) associées au virus pourraient le protéger des anticorps neutralisants (Andre et
al, 2002; Maillard et al.,, 2006). Les lipoprotéines de haute densité (HDL13) peuvent aussi
contribuer a l'échappement du virus aux anticorps neutralisants et notamment en
accelérant le processus d’entrée (Voisset et al, 2006). De plus, il a été montré, grace au

systeme VHCpp mais aussi dans le contexte de particules virales produites en culture

12 Low Density Lipoprotein
13 High Density Lipoprotein
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cellulaire (VHCcc), que certains glycanes présents sur la glycoprotéine d’enveloppe E2
protege le VHC contre les anticorps neutralisants (Falkowska et al, 2007; Helle et al,
2007; 2010). Enfin, I'attachement d’anticorps non neutralisants aux particules virales
pourrait bloquer 'acces aux anticorps neutralisants et ainsi protéger le virus (Zhang et

al,, 2007).

%+ L’existence d’'une mémoire immunologique :

Une premiere hépatite C résolue semble protéger 'hdte contre la persistance
d’'une nouvelle infection par le VHC. En effet, des études menées sur des chimpanzés
guéris d’'une premiere infection montrent que, bien qu’'une virémie relativement faible
soit détectable, la durée de l'infection est raccourcie et le virus éliminé rapidement
(Lanford et al., 2004; Nascimbeni et al, 2003). Cette protection n’est pas liée a une
réponse humorale mais plutot a une réponse cellulaire CD4+ et CD8+ (Bassett, 2001;
Farci et al, 1992). D’ailleurs, au contraire des cellules T mémoires qui restent
détectables plusieurs décennies apres linfection chez les patients qui ont résolu
’hépatite C, la sérologie anti-VHC devient indétectable quelques années apres l'infection
(Takaki et al, 2000). Les cellules T CD4+ et CD8+ sont conjointement impliquées dans
cette mémoire immunologique étant donné que la déplétion de I'un ou l'autre de ces
types cellulaires induit une persistance virale chez les chimpanzés réinfectés (Grakoui et
al, 2003; Shoukry et al,, 2003). Ces études réalisées en modele animal correlent avec le
résultat d'un travail montrant que la réinfection, chez des toxicomanes ayant une
premiere fois éliminé le virus, entraine une virémie plus faible que celle détectée chez
les primo-infectés (Stephen L Chen, 2006). Cette notion de mémoire immunologique
attribuée aux cellules T reste cependant controversée, notamment aux vues des cas de
patients et de chimpanzés réinfectés par le VHC et chez qui cette nouvelle infection

persiste et devient chronique (Bukh et al,, 2008; Lai et al., 1994).

7. Les thérapies

Bien que l'ultime but pour lutter contre I'hépatite C soit la prévention, il n’existe
pour l'instant pas de vaccin pour combattre cette maladie. Cependant, un traitement

existe. La bithérapie standard mise en place depuis la fin des années 1990 a été
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améliorée au cours du temps et évolue, depuis 2011, vers une trithérapie. En effet, il y a
une grande nécessité a trouver de nouvelles molécules anti-VHC puisque que le
traitement classique basé sur I'administration d'IFN-a pégylé et de ribavirine (RBV)

présente une efficacité limitée et de nombreux effets secondaires.

a) La bithérapie

L’utilisation de I'I[FN-a dans le traitement contre 'hépatite C remonte a 1984,
c’'est-a-dire avant méme l'identification de I'agent responsable de la maladie (Hoofnagle
et al, 1986). En effet, un défaut de production d’IFN avait été identifié chez les patients
atteints d’hépatite chronique. L'IFN apporté de maniere exogene a 'organisme agit de la
méme fagon que I'IFN endogene, a savoir en diminuant la virémie, en favorisant la
cytotoxicité qui vise a détruire les cellules infectées et en établissant un état antiviral
atteignant les cellules non infectées (Feld & Hoofnagle, 2005).

Deux améliorations majeures ont permis d’augmenter 'efficacité du traitement
par 'l[FN-a : 'association a la RBV et la pégylation de la molécule.

La RBV est un analogue nucléosidique de la guanosine. Cette molécule présente
une activité antivirale sur de nombreux virus et a été associée a I'I[FN dans le traitement
contre le VHC a la fin des années 1990 (Feld & Hoofnagle, 2005). En monothérapie, elle
permet de diminuer le taux de transaminases du foie mais n’a pas d’effet sur la virémie.
Par contre, administrée en bithérapie, son effet est synergique a celui de I'l[FN-a. Le
meécanisme d’action de la RBV n’est pas clairement défini mais il semble qu’elle agisse de
maniere directe et indirecte sur le cycle viral (Lau, 2002). En effet, plusieurs roles lui
sont attribués dont l'altération de I’équilibre de la réponse CD4+ en faveur de la voie
TH1, la déplétion des stocks de GTP1#4 essentiels a une réplication efficace du virus et un
blocage de l'initiation de la traduction du génome viral (Galmozzi et al, 2012). Elle
agirait donc en couplant un effet immunomodulateur a un effet antiviral direct (Feld &
Hoofnagle, 2005).

La pégylation de I'l[FN-a a également considérablement amélioré la bithérapie. Ce
couplage de I'IFN a une molécule de polyéthylene-glycol (PEG) permet en effet de
rallonger considérablement sa demi-vie plasmatique, rendant le traitement plus

confortable avec un nombre d’injections chaque semaine qui passe de trois a un.

14 Guanosine triphosphate
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Cette bithérapie de PEG-INF-a couplée a la RBV permet d’obtenir une réponse
virologique soutenue (c’est-a-dire une virémie indétectable dans les 6 mois suivant la fin
du traitement) qui varie en fonction des génotypes. De la méme fagon, la durée du
traitement varie en fonction de la souche virale. Ainsi, les patients infectés par des
souches de génotype 2 ou 3 sont en général traités durant 6 mois et éliminent le virus
dans 80% des cas, alors que la durée du traitement dans le cas des génotypes 1,4, 5 et 6
est souvent plus proche de 12 mois avec une efficacité limitée a 40-50% des patients
((Poynard et al, 2003)). Aussi, un inconvénient majeur de cette thérapie est lié a
I'intensité, la diversité et la fréquence des effets secondaires (symptome grippal,
nausées, dépression, perte d’appétit...). Ces effets indésirables sont tels qu’ils peuvent
entrainer une contre-indication de ce traitement pour certains patients ou son arrét

chez des personnes I'ayant débuté mais ne le tolérant pas.

b) Les nouvelles molécules

Aux vues des chiffres concernant I'efficacité de la bithérapie actuelle notamment
sur les génotypes 1, 4, 5 et 6 et en conscience du nombre important d’effets secondaires
liés a ce traitement, il est urgent de trouver de nouvelles molécules thérapeutiques. Dans
cette optique, deux nouveaux agents antiviraux sont sur le marché depuis peu et

d’autres sont en phase d’étude clinique.

o Télapreévir et bocépreévir : la premiere trithérapie

Le télaprévir et le bocéprévir, deux molécules anti-VHC, ont été approuvés par la
FDA®> aux Etats-Unis en mai 2011 et quelques semaines plus tard en Europe par la
EMAT. Ils viennent en complément de la bithérapie (PEG-INF-a et RBV) dans le
traitement contre le VHC pour les patients infectés par des souches virales de génotype
1. Dans 'histoire du VHC, ces molécules sont les premiéres a étre utilisées en thérapie en
tant que composés a action antivirale directe. En effet, ils sont tous deux dirigés contre
la protéine virale NS3, bloquant son activité protéasique (Reesink et al, 2006; Poordad
et al, 2011). Le télaprévir et le bocéprévir augmentent significativement le nombre de

répondeurs au traitement, avec des chiffres passant par exemple de 40% de cas de

15 Food and Drug Administration
16 European Medicines Agency
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réponse virologique soutenue avec la bithérapie a 70% avec la trithérapie chez des
patients traités pour la premiere fois. De plus, pour environ un quart des patients,
I'efficacité de la trithérapie permet de réduire la durée du traitement.

Malgré l'avancée considérable effectuée grace a ces deux antiviraux, des
problémes subsistent. Tout d’abord, ces composés ne peuvent pas étre administrés en
monothérapie puisque des virus résistants apparaissent rapidement. C’est le cas apres
seulement 14 jours de traitement chez la majorité des patients traités avec le télaprévir
(Reesink et al.,, 2006). Cela implique I'absolue nécessité d’associer ces antiviraux a I'lFN
et la RBV, excluant du traitement les patients ne supportant déja pas la bithérapie. Aussi,
les effets secondaires associées a la trithérapie sont exacerbés et enfin, cette thérapie n’a

été approuvée que dans le cas d’une infection par une souche de génotype 1 (Salloum &

Tai, 2012).

**» Molécules en cours d’essai clinique

De nouveaux IFN :

Un premier moyen d’améliorer le traitement contre I'hépatite C est de rendre la
bithérapie actuelle plus efficace. Pour cela par exemple, I'albuféron-a (ou albinterféron-
o) a été développé et est en phase III d’étude clinique. Il s’agit d’'une molécule d'IFN-a
fusionnée a I'albumine humaine afin de la rendre plus stable que le PEG-INF-a utilisé
actuellement. Cette molécule permet d’espacer les injections tout en obtenant un
résultat similaire a celui obtenu avec le PEG-IFN-a (Zeuzem et al., 2008).

En 2009, il a été montré qu'un polymorphisme a proximité du gene IL-28B est
impliqué dans la réponse au traitement par bithérapie (Stephen L Chen, 2006). Ce gene
encode I'[FN-A, un IFN de type 3 qui, malgré sa liaison a un récepteur différent, induit
des voies de signalisation communes a celles de I'IFN-a. Cet IFN-A semble présenter
moins de toxicité que I'lFN-a couramment utilisé. D’ailleurs, une étude clinique de phase
Il indique que, en combinaison a la RBV, ce nouvel IFN présente les mémes résultats que
I'I[FN-a mais associé a des effets secondaires moindres (Schaefer & Chung, 2012).

Etant donné les effets indésirables liés a I'administration d’IFN, I'un des buts a
long terme serait de définir un protocole de traitement sans IFN. Pour cela, il faudrait

combiner des molécules antivirales inhibant plusieurs cibles, virales et/ou cellulaires.
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Les molécules antivirales directes :

Le cycle viral étant de mieux en mieux connu, des cibles thérapeutiques majeures
ont été identifiées. Parmi ces cibles intéressantes, NS3/4B, NS5B et NS5A sont les
principales. Plusieurs inhibiteurs de ces protéines virales sont actuellement en phase Il
ou III d’étude clinique (Tableau 1). Par exemple les composés TMC-435 et BI 201335,
inhibiteurs de la protéase virale NS3, sont actuellement en phase III de test clinique en
combinaison avec le PEG-IFN-a et la RBV. lIs semblent présenter une meilleure efficacité
et une toxicité moindre en comparaison de la trithérapie incluant le bocéprévir ou le
télaprévir (Dore, 2012; Schaefer & Chung, 2012). Concernant NS5B, 'ARN polymérase
ARN-dépendante du virus, plusieurs inhibiteurs sont a I'étude, a l'image de la
mericitabine actuellement en phase II d’étude clinique (Membreno & Lawitz, 2011;
Varshney et al, 2012). Enfin, et de maniere non exhaustive, il est intéressant de parler
du daclastavir, un inhibiteur de NS5A, protéine virale au réle encore mal défini mais
importante pour la réplication virale. Cette molécule, actuellement en test clinique de
phase III, présente un intérét particulier dans la recherche d’une thérapie sans IFN. En
effet, un équipe japonaise a étudié la combinaison du daclastavir avec un inhibiteur de
NS3 en phase II d’étude clinique a ce jour, I'asunaprévir. Les auteurs montrent ainsi que
I'administration de deux antiviraux, sans association a I'I[FN ou a la RBV, peut aboutir a
une réponse virologique soutenue chez des patients, en I'occurrence ici infectés par des
souches de génotype 1b et non-répondeurs a la bithérapie classique (Chayama et al,

2011).

Les molécules ciblant des facteurs cellulaires :

En tant que parasite obligatoire, le VHC sollicite de nombreuses molécules
cellulaires au cours de son cycle viral. Cibler ces molécules de 1'hote constitue une
approche alternative ou complémentaire de choix pour lutter contre I'hépatite C. En
effet, bien qu'’il faille prendre des précautions quant aux éventuels effets indésirables
liés au dysfonctionnement cellulaire, cibler les facteurs de I'h6te permettrait non
seulement de multiplier les combinaisons possibles de traitement, mais aussi de les

rendre plus efficace contre divers génotypes. Parmi les cibles les plus intéressantes se
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trouvent EGFR!7, EphA218 et NPC1L1'%, trois molécules récemment montrées comme
impliquées dans I’entrée virale ; la cyclophyline A, qui joue un réle dans réplication du
virus ; DGAT129, une enzyme impliquée dans 'assemblage des particules virales ; et miR-
122, un micro-ARN cellulaire nécessaire a la réplication du VHC (Ploss & Dubuisson,
2012; Salloum & Tai, 2012). Ces acteurs cellulaires de l'infection par le VHC sont
particulierement intéressants car des inhibiteurs connus de leurs fonctions sont déja sur
le marché dans le cadre du traitement d’autres maladies et sont donc correctement
tolérées par I'organisme. C’est le cas par exemple du dasatinib, un inhibiteur d’EphAZ2 ;
de l'erlotinib, un inhibiteur d’EGRF et de I'ezetinib, un inhibiteur de NCP1L1. En ce qui
concerne l'inhibition de la cyclophyline A, le Debio-025 ou alispovir est en phase III
d’étude clinique (Tableau 1). Une étude réalisée en 2010 montre qu’un inhibiteur de
DGAT1 bloque l'assemblage et donc la sécrétion du virus. Méme si ce traitement ne
semble pas éliminer le virus, il pourrait étre utilisé en complément de molécules a
'action antivirale plus directe. Des inhibiteurs de DGAT1 sont actuellement en étude
clinique (phase III) dans le cadre d'un traitement contre 'obésité et le diabete. Enfin, il
existe un antagoniste de miR-122, appelé le miravisen (ou SPC-3649) qui est en phase II
d’essai clinique. Il s’est montré efficace contre la réplication virale chez des chimpanzés
infectés (Lanford et al., 2010).

De petits peptides ciblant les récepteurs cellulaires du VHC sont également en
cours d’étude. C’est le cas d'ITX5061, un antagoniste du récepteur membranaire SRB121,
qui empéche le transfert des HDL (Syder et al.,, 2011). D’autres molécules de ce type sont
a l'étude, comme par exemple le composé 1TX4520, ciblant également SRB1 et

récemment sélectionné pour une étude préclinique (Mittapalli et al., 2012).

17 Epidermal Growth Factor Receptor
18 Ephrin Receptor A2

19 Niemann-Pick C1-like 1

20 Diacylglycerol Acyltransferase-1

21 Scavenger Receptor Class B Type 1
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Investigational HCV Agents (phase llb-Ill)

NS3 protease Nucleoside/tide NS5B Non-nucleoside NS5B NS5A inhibitor Cyclophilin
inhibitor polymerase inhibitor polymerase inhibitor inhibitor

Vertex VX-222 (I)
Merck MK-5172 (ll) Vaniprevir

(MK 7009) (lIlT)
Roche Danoprevir (RG 7227) (1) Mericitabine

(RG 7128) (I)

Bristol-Myers-Squibb Asunaprevir INX-189 (II) Daclatasvir

(BMS-650032) (1) (BMS-790052) (II)
Boehringer-Ingelheim  BI-201335 (Il BI-207127 (II)
Abbott ABT 450" (Il) ABT 333 (I) ABT 267 (Il)

ABT 072 (1)
Gilead GS-9256 () GS-9451 (I)  GS-7977 ()* Tegobuvir GS-5885 (1)
(GS-9180) (1)
Tibotec TMC-435 (Ill)
Idenix IDX 184 ()
Achillion ACH-1625 (II)
Anadys ANA-598 (I)
Pfizer Filibuvir (1)
MNovartis Alisporivir
(Debio 025) (1l

Sources: ClinicalTrials.gov, *Development in collaboration with Enanta. *Formerly PSI-7977 Phase of development in parentheses.

Tableau 1 : Molécules antivirales en cours d'étude clinique de phases II et III
(d’apres Wegzyn et al., 2012)

c) Les perspectives de vaccination

Le développement d’'un vaccin apparait comme l'ultime maniere de controler
I'infection par le VHC a l'’échelle mondiale. Outre le fait que le VHC présente sept
génotypes différents, la difficulté majeure dans la quéte d’'un vaccin est la haute
fréquence de mutation du génome viral qui aboutit a la production et a la coexistence de
nombreuses quasi-especes virales au sein d'un méme individu infecté. De plus, un vaccin
contre le VHC doit remplir trois conditions importantes : il doit cibler des épitopes situés
dans des régions conservées du génome afin de lutter contre la sélection de mutants
d’échappement; induire une réponse immunitaire robuste et multi-spécifique des
cellules T CD4+ et CD8+; et enfin permettre I'élimination du virus sans atteintes
hépatites. Peu de candidats remplissent ces conditions, mais plusieurs vaccins sont
toutefois en test clinique.

Des 1994, des études ont montré que l'administration de protéines E1 et E2
recombinantes a des chimpanzés induit la production d’anticorps neutralisants et
favorise une réponse des cellules T. Ce genre de vaccin prophylactique semble
permettre I'élimination du virus avant le passage vers la chronicité (Choo et al, 1994). A

ce jour, plusieurs vaccins prometteurs basés sur des protéines recombinantes de ce type
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sont a 'étude. D’autres approches vaccinales existent et notamment via 'utilisation de
vecteurs viraux, de cocktails de peptides recombinants ou encore de vaccins a base
d’ADN (Halliday et al, 2011). D’ailleurs, une avancée importante a été réalisée
récemment par des chercheurs francais. Les auteurs ont mis au point un systéme de
pseudo-particules chimériques portant a leur surface les glycoprotéines E1 et E2 du
VHC. Cette stratégie, déja décrite dans le cas d’autres virus, semble particulierement
prometteuse puisque qu’elle induit la production d’anticorps neutralisants a large
spectre chez la souris et le macaque (Garrone et al., 2011).

La notion de vaccin thérapeutique est également intéressante. Il s’agit non plus
de protéger I'hote d’une potentielle infection, mais de renforcer le systeme immunitaire
des patients contaminés. Cette approche a pour but a la fois d’améliorer la réponse au
traitement, mais aussi d’éventuellement diminuer sa durée (Ip et al, 2012). Le 1C41 est
un exemple de vaccin thérapeutique en test clinique de phase [: il combine cinq
peptides recombinants et permet de stimuler la réponse immunitaire des patients
(Klade et al, 2008). Egalement, une équipe francaise a récemment étudié un vaccin
thérapeutique nommé TG4040 et consistant en l'expression recombinante de trois
protéines du VHC dans un poxvirus atténué (Habersetzer et al, 2011). Ce vaccin a été
délivré a une cohorte de patients chroniquement infectés par le VHC et les auteurs ont

observé une activation de la réponse T cellulaire corrélée a une diminution de la

virémie.
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B. Le virus de I’hépatite C

1. Classification et variabilité génomique

Par analyse phylogénétique, le VHC a été classé dans la famille des Flaviviridae
(Choo et al,, 1991). Il appartient au genre des Hépacivirus au méme titre que le GBV-B,
un virus apparenté au VHC par identité de séquence (Tableau 2). Méme s’il partage des
points communs aux membres des deux autres genres de la méme famille, a savoir les
Flavivirus et les Pestivirus, il se distingue par exemple par l'organisation génomique de
ses protéines (Robertson et al, 1998). Récemment, un nouveau genre a été créé au sein
de la famille des Flaviviridae, le genre Pégivirus, afin d’y classer d’autres GBV (A, C et D)

(Stapleton et al, 2011).

Famille Genre Exemples de virus
virus de la Dengue
Flavivirus
virus de la fievre jaune ou YFV?22
virus de la diarrhée virale bovine
Flaviviridae Pestivirus
virus de la peste porcine classique
Hépacivirus VHC, GBV-B
Pégivirus GBV-A, GBV-C, GBV-D

Tableau 2 : Classification du VHC au sein de la famille des Flaviviridae

La réplication du VHC met en jeu la protéine NS5B, 'ARN polymérase ARN-
dépendante du virus. Cette polymérase est a l'origine d’'une grande variabilité de
séquence retrouvée au sein des différentes souches du VHC. En effet, elle ne possede pas
d’activité de correction et produit un taux d’erreurs de réplication important, estimé
entre 104 et 10-> par position nucléotidique (Pawlotsky, 2003). Associé au taux de
production quotidien de nouveaux virions (estimé a 10!2), cela entraine une
accumulation d’erreurs qui conduit a 'existence de génotypes, sous-types et quasi-
especes virales. La variabilité de séquence se trouve donc non seulement entre individus

mais également au sein d’'une méme personne infectée. Ainsi, 6 génotypes majeurs sont

22 Yellow Fever Virus
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classés et numérotés de 1 a 6. Récemment, 'existence d'un 7¢me génotype originaire
d’Afrique Centrale a été décrit (Murphy et al, 2007). Ces génotypes sont subdivisés en
sous-types représentés par des lettres minuscules. Les séquences nucléotidiques des
génotypes et les sous-types different respectivement de 31-33% et 20-25% (Kuiken &
Simmonds, 2009). Des homologies de plus de 90% sont attribuées aux quasi-especes. La
présence de quasi-especes au sein d’un patient participe a I’échappement a la réponse
immunitaire (Hahn et al, 2007). Aussi, le génotype influence la réponse au traitement
ainsi que la progression de la maladie (Zein, 2000).

La répartition géographique mondiale est différente en fonction des génotypes.
Les génotypes 1, 2 et 3 sont présents sur toute la surface du globe alors que d’autres
génotypes sont spécifiques de régions plus précises (Zein, 2000). Par exemple, le
génotype 4 est majoritairement présent en Egypte et le génotype 5 en Afrique du Sud.
En Amérique du Nord et en Europe, les infections par le VHC sont respectivement dues
en majorité a des souches de génotypes 1a et 1b (d’apres 'Organisation Mondiale de la

Santé ou OMS) (Figure 4).
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Genotype 4
Genotype 5 Figure 4 : Répartition des génotypes du VHC dans le
y monde (d’aprés ’'OMS, 2009)
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2. Laparticule virale

Les particules virales isolées de sera de patients présentent une composition et
une densité hétérogenes (Andre et al., 2002). En effet au cours de son cycle viral, le VHC
utilise la voie d’assemblage et de sécrétion des lipoprotéines. Les particules virales
acquierent ainsi des éléments leur conférant une plus faible densité durant la sécrétion
(Gastaminza et al, 2006; Huang et al, 2007). Ces particules, a la fois composées
d’éléments viraux et lipoprotéiques, sont appelées lipoviroparticules (LVP)
(Bartenschlager et al, 2011). Une autre évidence du contenu lipidique des LVP réside
dans le fait que les fractions de faible densité peuvent étre immunoprécipitées par des
anticorps anti-Apolipoprotéines (Apo) B et E, des composants des LDL et des VLDL?23
(lipoprotéines de tres faible densité) (Nielsen et al, 2006). Une relation densité-
infectiosité des particules virales est établie, puisque que les particules de plus faible
densité sont les plus infectieuses (Gastaminza et al, 2006; Vieyres et al, 2010).
L’association aux lipoprotéines peut étre un bénéfice pour le virus, d’'une part pour
échapper au systeme immunitaire et d’autre part dans le processus d’entrée puisque le
récepteur aux LDL (LDLR) est décrit comme un facteur d’attachement utilisé par le
virus. Une autre étude récente démontre également que la faible densité des particules
virales favorise leur fusogénicité (Haid et al., 2009). Les particules virales de plus haute
densité sont quant a elles moins infectieuses. Ainsi, une densité intermédiaire est
attribuée aux fractions contenant des HDL et les fractions dont la densité est la plus
élevée correspondraient a des complexes virus-Ig (Hijikata et al, 1993; Nielsen et al,

2006).

Malgré 'hétérogénéité de sa composition in vivo, la structure du VHC est établie
(Figure 5). Il s’agit d’'un virus enveloppé, de forme sphérique et d'un diametre d’environ
60 nm comme l'ont notamment révélées des études de microscopie électronique
(Gastaminza et al., 2010; Kaito et al., 1994). L’enveloppe est une bicouche lipidique issue
de la cellule hote et dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2.
A l'intérieur de cette enveloppe se trouve la nucléocapside, composée de la protéine de
capside et qui renferme un simple brin d’ARN de polarité positive constituant le génome

viral.

23 Very Low Density Lipoprotein
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// Glycoprotéines d'enveloppe E1 et E2

ARN simple brin de polarité positive
Nucléocapside

Enveloppe

Apolipoprotéine

Figure 5 : Représentation schématique de la lipoviroparticule du VHC
(D’apres Bartenschlager et al., 2011)

3. L’organisation génomique

Cadre Ouvert de Lecture

Traduction
Peptidase signal NS2/NS3 NS3
SPP
192 384 747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3011

1
I

cC | E1_| § NS4B NS5A NS5B
Capside Glycoprotéines d'enveloppe Canal Protéase a sérine Altération Phosphoprotéine  ARN polymérase
ionique Hélicase des ARN dépendante
membranes
Protéase Cofacteur de la
ARFP a cystéine protéase a sérine

Figure 6 : Organisation génomique du VHC

L’ARN génomique est constitué d'un cadre de lecture ouvert (en violet foncé) encadré de deux régions
non codantes (en turquoise). Ce cadre est traduit en une polyprotéine unique qui est clivée par la
peptidase de signal peptide (SPP) (fleche marron), des signal-peptidases cellulaires (fleches bleues) et
virales (NS2/3 (fleche verte) et le complexe NS3/4A (fleches noires)). Les protéines structurales sont
représentées en violet clair et les protéines non-structurales en bleu. Les sites de clivage indiqués
correspondent a ceux de la souche H (génotype 1a ; numéro d’accession AF009606).

Le génome du VHC est constitué par un ARN simple brin de polarité positive

d’environ 9,6 kb. Deux extrémités non codantes, une en 5’ (5’-NC) et une en 3’ (3’-NC),
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flanquent un unique cadre ouvert de lecture ou ORF?4 qui code une seule polyprotéine.
Les protéines structurales (la protéine de capside C et les glycoprotéines d’enveloppe E1
et E2) occupent la partie N-terminale de la polyprotéine tandis que les protéines non
structurales (les protéines p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) sont situées au
centre et a 'extrémité C-terminale. Enfin, une onziéme protéine, appelée protéine F ou
ARFP25, pourrait étre produite suite a un décalage du cadre de lecture au niveau de la

séquence de la protéine de capside (Figure 6).

a) Les extrémités non-codantes

% La région 5’NC joue un role important dans la réplication et l'initiation de la
traduction des ARN. Il s’agit d’'une région tres conservée, composée des 341 premiers
nucléotides du génome viral. La région 5’NC est hautement structurée et consiste en
quatre grands domaines (I a IV). Les domaines I et I], constitués des nucléotides 1 a 115,
contiennent des signaux particulierement importants pour la réplication du virus, mais
la séquence complete est nécessaire a ce processus (Friebe et al, 2001; Kim et al.,, 2002).
Les nucléotides 44 a 341, constituant les domaines II, III et IV de la région 5’NC, ainsi
que le début de la séquence de la protéine de capside contiennent un site interne
d’entrée des ribosomes (IRES). Cette région est essentielle a l'initiation de la traduction
de I'ARN via le recrutement de la sous-unité ribosomale 40S (Pestova et al,, 1998). La
région 5'NC est également la cible de miR-122, un micro-ARN qui favorise la traduction
(Niepmann, 2009).

Son haut taux de conservation et son importance au cours des processus de
réplication et de traduction font de la région 5’NC une bonne cible thérapeutique.
D’ailleurs, des ARN interférents dirigés contre cette région du génome inhibent la
traduction (Chevaliez & Pawlotsky, 2007; Kanda et al., 2007). De plus, cette région 5’NC

est largement utilisée afin de génotyper les souches virales.

“ Une seconde région NC constitue les 200 a 235 derniers nucléotides de la
séquence génomique : la région 3’NC. Cette région est globalement tres variable en

fonction du génotype et se divise en trois domaines distincts : un premier domaine peu

24 Open Reading Frame
25 Alternative Ribosomal Frameshift Protein
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conservé de 40 nucléotides environ, un deuxiéme domaine comportant un motif poly-
uracile/pyrimidine de longueur variable et enfin, un troisieme domaine trés conservé de
98 nucléotides aussi appelé X-tail (Kolykhalov et al, 2000). Cette région X-tail se
compose de trois tiges-boucles (Tanaka et al, 1996). Les éléments conservés de cette
région sont essentiels a la réplication du virus (Kolykhalov et al, 2000; Yi & Lemon,
2003). Le domaine variable, celui comportant le motif polyU/C ainsi que la troisieme
tige-boucle de la région X-tail sont impliqués sans la traduction du génome via la
stimulation de l'activité de I'IRES (Song et al, 2006). Aussi, la deuxieme tige-boucle de la
région 3'NC interagit avec une boucle de la protéine NS5B. Cette interaction est

nécessaire au processus de réplication (Friebe et al., 2005).

b) Les protéines virales

La polyprotéine du VHC est clivée de maniere co et post-traductionnelle pour
générer les 3 protéines structurales (C, E1 et E2) et les 7 protéines non-structurales (p7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B). Les clivages entre Cet E1; E1 et E2; E2 et p7; et
p7 et NS2 sont effectués par des peptidases signal cellulaires, tandis que le reste des
clivages est assuré par les protéases virales NS2 et NS3/4A (Dubuisson et al, 2002;

Moradpour et al.,, 2007) (Figures 6 et 7).

Cytosol

Figure 7 : Les protéines du VHC et leur association avec la membrane du réticulum
endoplasmique (D’apres Moradpour et al., 2007)

Les ciseaux (<) indiquent les clivages par les peptidase de peptide signal (coté cytosolique) et signal
peptidase du réticulum endoplasmique (coté luminal). La fleche cyclique (U) montre I'autoclivage par la
protéase NS2/3. Les fleches droites () indiquent les clivages par le complexe NS3/NS4A. Les structures
connues des différentes protéines sont représentées a la méme échelle que la bicouche lipidique. Les
structures non déterminées sont représentées par des spheres et des cylindres colorés avec leurs tailles
approximatives.
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** La protéine de capside

La protéine de capside, ou protéine C, est la protéine constitutive de la
nucléocapside du virus. Sa séquence, riche en acides aminés proline et basiques
(arginine et lysine), est relativement conservée entre les différents génotypes. La
production de cette protéine se fait en deux étapes: un premier clivage produit la
protéine de capside immature de 191 résidus et 23kDa, puis un deuxieme clivage
permet la maturation de la protéine, pour une protéine C mature d’environ 177 résidus
et 21kDa (Okamoto et al., 2008). Le premier clivage est effectué par une signal
peptidase et le deuxieme est réalisé par une peptidase de peptide signal (McLauchlan,
2000). Une vingtaine de résidus situés a I'extrémité C-terminale de la protéine immature
sert de peptide signal pour la protéine E1 et est impliquée dans la translocation de E1
dans la lumiere du réticulum endosplasmique (RE) (Okamoto et al.,, 2008; Santolini et al.,
1994).

La protéine mature est composée de deux domaines D1 et D2. D1, situé en N-
terminal de la protéine, couvre les résidus 1 a 118. Il est hydrophile et contient des
acides aminés basiques qui permettent I’assemblage de la nucléocapside. Ce domaine est
également impliqué dans l'interaction entre la protéine C et l'extrémité 5’ de 'ARN
génomique (Klein et al., 2005). Enfin, il favorise la formation de microtubules in vitro en
interagissant avec la tubuline (Roohvand et al., 2009). Au contraire, D2 est un domaine
hydrophobe situé dans la partie C-terminale de la protéine C mature. Il est composé de
deux hélices o séparées par une petite boucle hydrophile. Ce domaine assure la
maturation et la mise en conformation de D1 et confere a la protéine mature ses
propriétés membranaires (Boulant et al, 2006). La protéine de capside est notamment
retrouvée au niveau de membranes associées aux gouttelettes lipidiques (GLs)
(Moradpour et al,, 1996; Rouillé et al., 2006).

Une étude récente montre que des acides aminés basiques de la partie N-
terminale de la protéine de capside sont essentiels a la production de particules
infectieuses (Alsaleh et al, 2010). De plus, la protéine C a été montrée comme pouvant
réguler I'expression de genes cellulaires jouant un role dans divers processus tels que la
réponse immunitaire ou I'apoptose (Nguyen et al., 2006). Aussi, de part sa localisation
au niveau des GLs, cette protéine pourrait altérer le métabolisme des lipides. D’ailleurs,
des études in vitro ou en souris transgéniques ont montré que cette protéine a des

pouvoirs d’'induction de stéatose hépatique et de carcinome hépatocellulaire (Jackel-
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Cram et al.,, 2007; Moriya et al., 1997; 1998). Son effet carcinogene pourrait étre lié a ses
activités pro- et anti-apoptotiques (Stephen L Chen, 2006). Clairement donc, le role de la
protéine C ne se limite pas a celui de brique pour I'assemblage de la nucléocapside

virale.

% La protéine F

Une onzieme protéine virale peut étre produite suite a la traduction d'un cadre de
lecture alternatif dans la séquence de la protéine de capside. L’existence de sites
alternatifs d’initiation de la traduction a également été proposée afin d’expliquer son
existence (Branch et al, 2005). Cette protéine de 17kDa environ est appelée protéine F
ou ARFP. En fonction du génotype, la taille de sa séquence varie mais ne dépasse pas les
160 acides aminés (Boulant et al,, 2003). Il semble que cette protéine soit naturellement
exprimée lors d’'une infection par le VHC. En effet, des anticorps dirigés contre la
protéine F ont été trouvés chez des patients chroniquement infectés (Xu et al, 2001).
Concernant son role, elle ne semble pas essentielle au processus de réplication du virus
(McMullan et al, 2007; Vassilaki et al, 2008). Par contre, elle pourrait réguler la
dégradation protéique, puisqu’elle interagit avec la sous-unité a du protéasome (Yuksek
et al, 2009), ou avoir un rdéle immunomodulateur. Ainsi, des études récentes lui
attribuent un role dans la progression vers I’hépatocarcinome (Dalagiorgou et al, 2011;

Fiorucci et al., 2007).

** Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Cette partie sera abordée dans la partie I.C.1
< p7

La protéine p7 est une petite protéine hydrophobe de 63 acides aminés. Au
niveau de la polyprotéine précurseur, elle se situe entre les protéines structurales et les
protéines non-structurales et plus précisément entre E2 et NS2. Les clivages N et C-
terminaux sont effectués par une peptidase signal d’origine cellulaire. Ces clivages ne
sont pas toujours efficaces et donnent naissance a des formes E2/p7 et p7 /NS2 (Stephen
L Chen, 2006) qui ne semblent pas jouer de rdle lors de I'infection ((Jones et al, 2007)).

Cette protéine est composée de deux segments transmembranaires (TM) liés par une
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petite boucle cytoplasmique basique. Dans la cellule, p7 est localisée au niveau du RE et
des mitochondries (Carrere-Kremer et al, 2002; Griffin et al, 2005). Sa fonction est
encore mal connue mais elle est essentielle a une infection productive en culture
cellulaire et chez le chimpanzé (Jones et al, 2007; Sakai et al., 2003). Elle n’est pas
impliquée dans la réplication du virus mais il semble qu’elle joue un réle dans la
morphogénese et la sécrétion des particules virales infectieuses (Jones et al, 2007;
Steinmann et al., 2007). In vitro, des études montrent que p7 s’associe en multimeres de
maniere a former des canaux ioniques (Griffin et al, 2004; Pavlovic et al, 2003).
L’organisation de p7 ainsi que son activité de canal ionique ont été vérifiées par RMN
(Résonance Magnétique Nucléaire) et microscopie électronique (Luik et al, 2009;
Montserret et al., 2010). Son rdle dans le cycle viral et son organisation en canal ionique
en font une cible thérapeutique intéressante. Des stratégies visant a empécher
I'oligomérisation de p7 ou a bloquer l'activité du canal ionique sont par exemple

évoquées (Steinmann & Pietschmann, 2010).

< NS2

NS2 est une protéine de 23kDa codée par les résidus 810 a 1026 de la
polyprotéine du VHC. Il s’agit d'une protéine membranaire dont la topologie est
controversée. Les études structurales les plus récentes montrent que NS2 possede
probablement trois TM et un domaine protéase cytosolique (Jirasko et al., 2008; Lorenz
etal, 2006).

Le clivage entre p7 et NS2 est réalisé par une peptidase signal cellulaire (Carréere-
Kremer et al., 2002; 2004), alors que le clivage entre NS2 et NS3 s’effectue de maniere
autoprotéasique (Grakoui et al, 1993). En effet, NS2 possede une activité protéase
intrinseque qui permet le clivage entre NS2 et NS3 et ce en association avec le tiers N-
terminal de la protéine NS3 qui agit comme co-facteur (Lindenbach & Rice, 2005). La
structure du domaine protéasique de NS2 indique qu'il s’agit d'une protéase a cystéine
dimérique avec deux sites actifs (Lorenz et al., 2006). La protéine chaperone Hsp2690 est
nécessaire a son activation (Waxman et al., 2001). Le clivage NS2-NS3 est important
pour la réplication de I'’ARN viral en culture cellulaire (Jones et al, 2007; Welbourn et al.,

2005) ainsi qu’a I'infection in vivo (Kolykhalov et al., 2000).

26 Heat Shock Protein
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En plus de son role protéolytique, NS2 joue un role dans l'assemblage de la
particule virale. Notamment, il a été montré qu’'une mutation ponctuelle au sein de NS2
bloque I'assemblage a un stade tardif (Yi et al., 2009). Aussi, des études récentes mettent
en évidence le role de NS2 en tant que médiateur des différentes protéines virales au
cours du processus d’assemblage (Jirasko et al, 2010; Ma et al., 2011; Popescu et al,
2011).

Enfin, NS2 est un site préférentiel de jonction au sein de chimeres génotypiques
artificielles (Pietschmann et al.,, 2006; Yi et al., 2007) ou naturelles (Kalinina et al, 2002;

Noppornpanth et al,, 2006).

< NS3/4A

NS3 et NS4A sont des protéines de respectivement 70 et 8 kDa codées par les
résidus 1027 a 1657 et 1658 a 1711 de la polyprotéine virale.

NS3 possede deux fonctions enzymatiques : une activité de protéase a sérine est
détenue par le tiers N-terminal de la protéine tandis que les deux tiers C-terminaux
posseédent une activité hélicase/NTPase?’.

La petite protéine virale NS4A sert de co-facteur a 'activité du domaine sérine
protéase de NS3 (Failla et al, 1994). Ainsi, NS3/4A assure les clivages entre NS3 et
NS4A, NS4A et NS4B, NS4B et NS5A, NS5A et NS5B (Bartenschlager et al, 1995).
Lorsqu’elle est exprimée seule, NS3 est localisée de maniere diffuse dans la cellule. Par
contre, en association avec NS4A, NS3 est adressée au niveau de la membrane du RE
(Wolk et al, 2000). En effet, 'extrémité N-terminale hydrophobe de NS4A est
responsable de cette localisation de NS3. Comme évoqué précédemment, I'extrémité N-
terminale de NS3 sert aussi de co-facteur a NS2. En plus des clivages au sein de la
polyprotéine du VHC, NS3/4A est également capable de cliver des protéines cellulaires,
notamment TRIF?8 et MAVS?9, deux protéines impliquées dans la reconnaissance des
ARN doubles brins. De cette facon, NS3/4A interfere avec les voies de signalisation RIG-I
et TLR-3 et bloque ainsi la réponse antivirale innée de I'h6te (Cheng et al, 2006; Li et al,

2005b; Meylan et al., 2005).

27 Nucleotide Triphosphatase
28 TLR domain containing adaptor inducing IFN-f
29 Mitochondrial Antiviral Signaling
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L’activité NTPase de NS3 permet de fournir de I'énergie a I'activité hélicase de
cette méme protéine, via I'hydrolyse de I'’ATP30. Ce domaine hélicase/NTPase est
important a la fois pour la réplication in vitro et I'infection in vivo (Kolykhalov et al,
2000; Lam & Frick, 2006). Cependant, sa fonction précise n’est pas clairement définie.
Elle serait impliquée dans le déroulement des structures secondaires des brins d’ARN ou
encore la dissociation des complexes ARN-ARN. D’ailleurs, méme si la protéine NS3 sous
forme monomérique est capable de lier '’ARN, sa forme dimérique est nécessaire afin de
dérouler des duplexes d’ARN et ainsi de faciliter la réplication (Serebrov & Pyle, 2004).
Récemment, une étude structurale a montré que la conformation de NS3 varie apres la
fixation et I'hydrolyse de I'ATP, menant a un modeéle dynamique de translocation
unidirectionnelle (Gu et al, 2010). Plusieurs facteurs interviennent afin d’améliorer
I'efficacité de ce processus : le domaine protéase de NS3 (Beran et al, 2007), les ions
Mn?* (Belon & Frick, 2009) et également NS4A (Pang et al,, 2002). Enfin, NS3 pourrait
jouer un role lors de I'assemblage des particules virales. En effet, certaines mutations de
résidus conservés peuvent bloquer la production virale sans altérer |'étape de
réplication (Ma et al, 2008). Aussi, une étude récente montre que le complexe NS3/4A
pourrait réguler 1'équilibre entre réplication et production de particules virales (Chatel-
Chaix et al, 2011).

Concernant NS4A, en plus de son rdle de co-facteur a l'activité protéasique et
hélicase de NS3, un role au niveau du processus de réplication lui a été attribué, via une
régulation positive de '’hyperphosphorylation de NS5A (Koch & Bartenschlager, 1999;
Lindenbach et al, 2007).

De maniere intéressante le télaprévir et le bocéprévir, deux agents
thérapeutiques récemment approuvés dans le traitement de I"hépatite C par trithérapie,

sont des inhibiteurs de 'activité protéasique du couple NS3/4A (Salloum & Tai, 2012).

% NS4B

NS4B, protéine virale de 27 kDa, correspond aux résidus 1712 a 1972 de la
polyprotéine et est clivée par la protéase NS3/4A. C’est une protéine hydrophobe ancrée
dans la membrane du RE et possédant quatre TM. Ses extrémités N et C-terminales sont

chacune composées de deux hélices a orientées vers le cytoplasme et jouent un role

30 Adenosine-5’-Triphosphate
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dans la localisation de la protéine au niveau des membranes du RE (Elazar et al., 2004;
Gouttenoire et al, 2009a, b). Cependant, I'extrémité N-terminale peut étre transloquée
dans la lumiére du RE, induisant la formation d’un cinquieme TM (Lundin et al, 2003).
L’expression de NS4B suffit a altérer les membranes du RE et a induire la formation du
« membranous web », un réseau de membranes associé au complexe de réplication du
VHC (Egger et al, 2002). Il semble que cela passe par des interactions entre NS4B et des
protéines virales et cellulaires, de maniere dépendante de sa palmitoylation (Yu et al,
2006). En effet, il a été montré récemment que I'oligomérisation de NS4B est importante
pour la formation du « membranous web » et donc pour la réplication (Gouttenoire et al.,
2010). Cette implication de NS4B dans le processus de réplication virale est également
décrite dans d’autres études. Des mutants de l'extrémité C-terminale de NS4B sont
défectifs dans I'hyperphosphorylation de NS5A ce qui entraine une altération de la
réplication du virus (Jones et al, 2009). De plus, il a été montré que NS4B présente une
activité NTPasique au niveau de 'extrémité N-terminale et que I'’hydrolyse de I'ATP ou
du GTP via cette activité enzymatique est nécessaire a la réplication du VHC (Einav et al,
2004; Thompson et al, 2009). Outre son role au niveau de la réplication, NS4B pourrait
aussi jouer un role dans l'assemblage et la sécrétion des particules virales puisque
certains mutants de cette protéine favorisent la production de virus sans influencer
I'étape de réplication (Jones et al, 2009). NS4B interfere également avec la voie de
signalisation RIG-I (Tasaka et al.,, 2007) et ce probablement en interagissant directement
avec STING3!, un activateur de la voie de signalisation médiée par RIG-I (Nitta et al,
2012). Enfin, un role de NS4B dans la progression de l'atteinte hépatique est aussi
rapporté. En effet, NS4B est capable d’'induire la transformation des cellules a la fois in
vitro et in vivo (Einav et al, 2008). Aussi, NS4B induit I'activité des SREBPs3?, facteurs de
transcription qui activent I'expression d’enzymes du métabolisme lipidique et favorisent
I'accumulation de lipides au sein des cellules (Park et al.,, 2009).

Aux vues de l'importance du role de NS4B au cours du cycle viral et notamment
pour le bon déroulement de I'étape de réplication, I'intérét de cette protéine en tant que

cible thérapeutique est de plus en plus considéré (Rai & Deval, 2011).
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% NS5A

NS5A (résidus 1973 a 2420) est une phosphoprotéine associée a la membrane du
RE. Deux formes co-existent: une NS5A phosphorylée de 56 kDa et une forme
hyperphosphorylée de 58 kDa (Grakoui et al, 1993). NS5A est capable de lier I'’ARN viral
(Huang et al, 2005a). Les 30 premiers acides aminés de sa partie N-terminale forment
une hélice o amphipatique tres conservée et nécessaire a la localisation de NS5A ainsi
qu’a la réplication virale (Brass et al.,, 2002; Elazar et al, 2003; Penin et al., 2004). Cette
protéine est localisée au niveau du complexe de réplication associé au « membranous
web » mais également a proximité des GLs, en association avec la protéine de capside
(Miyanari et al., 2007). NS5A possede également un motif de localisation nucléaire en C-
terminal. Certaines protéines tronquées au niveau de la région d’ancrage membranaire
peuvent d’ailleurs étre retrouvées dans le noyau, suggérant un réle de cette protéine
virale dans la régulation de geénes cellulaires (Satoh et al, 2000). Entre les deux
extrémités, NS5A est organisée en trois domaines, nommés D1 a D3. Brievement, D1
contient un motif fixant un ion zinc essentiel au role de NS5A dans la réplication virale
(Tellinghuisen et al, 2004; Tellinghuisen et al., 2005). Ce domaine favorise également
'association de NS5A avec les GLs (Miyanari et al.,, 2007). Les fonctions de D2 et D3 sont
moins décrites. D2 possedent des résidus essentiels a la réplication (Tellinghuisen et al.,
2008a) et D3 joue un rdle dans le processus d’assemblage du virus (Appel et al, 2008)
notamment en interagissant avec la protéine de capside (Masaki et al, 2008). Aussi, des
études rapportent une interaction directe entre les D2 et D3 de NS5A et les
cyclophilines, protéines cellulaires impliquées dans la réplication du VHC (Hanoulle et
al., 2009 ; Verdegem et al., 2011).

La phosphorylation de NS5A est assurée par la caséine-kinase Il (Kim et al., 1999)
et, comme déja évoqué précédemment, d’autres protéines virales et notamment NS3,
NS4A et NS4B sont impliquées dans la régulation de I'’hyperphosphorylation de NS5A
(Koch & Bartenschlager, 1999). Cette hyperphosphorylation régule négativement la
réplication, via une interaction avec hVAP-A33, une protéine nécessaire a la réplication
du VHC (Evans, 2004). De plus, la phosphorylation au niveau de certains résidus de la
partie C-terminale de NS5A semble jouer un réle dans la production de particules virales

infectieuses (Appel et al, 2005; Masaki et al., 2008; Tellinghuisen et al., 2008b). NS5A
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serait donc une protéine déterminante pour la régulation de l’équilibre entre la
réplication de I’ARN du VHC et I'assemblage des particules virales.

NS5A interagit également avec des protéines cellulaires, régulant ainsi des voies
de signalisation et participant au mécanisme d’évasion au systéme immunitaire
(Macdonald & Harris, 2004). Par exemple, NS5A peut interférer avec la réponse innée de
I’hote liée a I'IFN en induisant la déphosphorylation de STAT-134 (Lan et al., 2007) ou en
favorisant la production d’IL-8, une cytokine qui interfére avec les propriétés antivirales
de I'lFN (Polyak et al,, 2001).

NS5A est donc une protéine clé du cycle viral du VHC et divers inhibiteurs de ses

fonctions sont en cours d’étude clinique (Partie 1.A.7.b).

% NS5B

NS5B est une protéine virale de 68 kDa. Elle est codée par les acides aminés 2421
a 3011 de la polyprotéine et consitue I’ARN polymérase ARN-dépendante du VHC. Elle
posseéde un motif Gly-Asp-Asp caractéristique des polymérases de cette famille (Behrens
et al.,, 1996; Grakoui et al, 1993). Les 531 premiers résidus N-terminaux constituent la
partie enzymatique de la protéine (Bressanelli et al, 1999). NS5B est ancrée dans la
membrane du RE par un TM en forme d’hélice o et composé des 21 derniers résidus C-
terminaux (Schmidt-Mende et al, 2001). Cette insertion membranaire est essentielle a la
réplication du VHC (Moradpour et al, 2004a).

La structure tridimensionnelle de NS5B révele une organisation en forme de
« main droite », constituée de trois domaines appelés « doigts », « pouce » et « paume »
(Bressanelli et al, 1999). En interagissant avec la région du « pouce », le domaine
« doigts » forme un tunnel permettant d’acheminer I’ARN jusqu’a la « paume », qui
correspond au site actif de la polymérase. De maniéere intéressante, la haute efficacité de
la souche virale JFH-135 a été corrélée a une configuration plus fermée de cette « main
droite », en raison de changements dans la séquence en acides aminés de NS5B. Aussi,
introduites dans d’autres souches virales, ces différences de séquence permettent

d’améliorer considérablement I'activité polymérase (Schmitt et al., 2011; Simister et al,
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2009). Au cours de son activité polymérase, NS5B fait de nombreuses erreurs qui
contribuent a la grande variabilité du génome du VHC.

L’activité polymérase de NS5B nécessite des interactions avec des protéines
virales et cellulaires. Par exemple, il a été montré que NS5A interagit avec NS5B et
régule son activité polymérase (Shirota et al, 2002). En ce qui concerne les protéines
cellulaires, les cyclophilines interviennent aussi dans la réplication du VHC via leur
interaction avec NS5B. En effet, elles favorisent I'interaction entre NS5B et 'ARN (Kaul
et al, 2009; Watashi et al., 2005). D’ailleurs, des inhibiteurs de cyclophilines bloquent la
réplication et le Debio-025, un inhibiteur de la cyclophiline A, est en phase 3 d’étude
clinique dans le traitement contre le VHC (Partie I.A.7.b). Egalement, la protéine kinase
PRK23¢ phosphoryle NS5B et cette phosphorylation est nécessaire au processus de
réplication (Kim et al., 2004).

4, Les modeles d’étude

Depuis le clonage du génome VHC en 1989, il a fallu attendre 16 ans avant qu’'un
systéeme permette la réplication et 'amplification de virus en culture cellulaire. En effet,
ce n'est qu'en 2005 qu’une souche virale permettant un tel progres a été découverte
chez un patient atteint d’'une hépatite fulminante et que le systéme de culture cellulaire
du VHC (VHCcc) a pu étre mis en place. Avant cela pourtant, les connaissances a propos
du VHC et notamment concernant l'organisation génomique, la maturation de la
polyprotéine, les propriétés des protéines virales ou encore les étapes de son cycle ont
pu progresser grace a différents modeles d’étude in vitro et in vivo. Ainsi, les analyses a
partir de sera de patients infectés et les infections expérimentales de chimpanzés ont été
bénéfiques afin de mieux comprendre les propriétés physiques et la pathogenése du
VHC. Aussi, les réplicons et les particules rétrovirales pseudotypées avec les
glycoprotéines d’enveloppe du VHC (VHCpp) ont par exemple permis d’étudier

respectivement les étapes de réplication et d’entrée du VHC.

3 Protein kinase C-Related Kinase 2
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a) Les modeles cellulaires

* Infection par le VHC isolé chez des patients

Dans le but d’établir un systéme cellulaire de culture du VHC, les premieres
tentatives ont été menées a partir de cellules hépatiques provenant de patients
chroniquement infectés par le VHC. Ainsi, [to et son équipe ont montré que le VHC est
répliqué et que des particules virales infectieuses sont produites au sein d’hépatocytes
primaires issus de patients infectés (Ito et al, 1996). Une autre approche a été d’infecter
des hépatocytes primaires, issus de patients ou de chimpanzés, avec du virus isolé a
partir de sera de patients infectés par le VHC. Ces systémes ont montré que les
hépatocytes primaires sont infectables dans ces conditions (Fournier et al, 1998;
Lanford et al, 1994; Molina et al, 2007; 2008; Rumin et al, 1999). En 2008, il a
également été montré qu'il est possible d’infecter et de produire des particules virales
infectieuses a partir d’hépatocytes primaires, infectés par des particules virales de
différents génotypes issues de patients (Buck, 2008).Les modeles utilisant des
hépatocytes primaires ont 'avantage de refléter au mieux le comportement naturel du
VHC in vivo. Cependant, ils présentent de nombreux inconvénients, tels que la difficulté
et le colt élevé de leur entretien ou encore les faibles taux de réplication et de
production virale. De plus, la grande variabilité dans la qualité des cellules en fonction
des patients dont sont issues les cellules mene a des problémes de reproductibilité des
expériences. Enfin, I'obtention de virus isolé de sera de patients est relativement

contraignante puisque dépendante des disponibilités cliniques.

+» Systemes d’expression hétérologue des glycoprotéines d’enveloppe

Ce systeme consiste en la transfection de plasmides, I'infection ou la transduction
de virus recombinants comme vecteurs de l'expression des protéines virales. Par
exemple, les propriétés du virus Vaccine ou du virus Sindbis (SinV) ont été exploitées
afin de permettre I'expression des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 en cellules
hépatocytaires. Ainsi, cette approche a apporté un certain nombre d’informations sur la
localisation, les propriétés et la structure de E1 et E2 (Dubuisson et al., 1994; 2000;

Patel et al, 2000). Elle a néanmoins le désavantage majeur de ne pas refléter la
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complexité des processus et ne permet d’étudier que de maniere trées limitée le cycle
viral.

Toutefois, ce systéme a notamment permis aux équipes de Pileri et Scarselli, en
1998 et 2002, d’étudier respectivement les interactions VHC-CD81 et VHC-SRB1. En
effet, c’est I'expression d’'une forme soluble de E2 (sE2) tronquée au niveau du TM qui a
permis aux auteurs de proposer ces deux protéines cellulaires comme récepteurs du
virus (Pileri et al,, 1998; Scarselli et al, 2002). Donc, méme si les SE2 ne reflétent pas
totalement les protéines E2 présentes a la surface des particules virales et notamment
en terme de conformation, elles se sont montrées trés utiles pour 'analyse de telles
interactions (Brazzoli et al.,, 2005; Cocquerel et al., 2003b; Flint et al, 2006; Owsianka et
al., 2001).

** Réplicons génomiques et sous-génomiques

Les réplicons sont des unités autonomes de réplication. On distingue les réplicons
génomiques et sous-génomiques suivant qu’ils contiennent respectivement tout le
génome ou uniquement les protéines non-structurales du VHC, en partie ou en totalité.
Typiquement, les réplicons de VHC sont des ARN bicistroniques flanqués par les
extrémités 5’ et 3’ NC du génome. IIs sont tout d’abord composés des protéines virales
sous la dépendance de I'IRES du virus de '’encéphalomyocardite (EMCV) mais également
d’'un gene de résistance a un antibiotique, généralement la néomycine, sous la
dépendance de I'IRES du VHC (Figure 8). Ces constructions sont ensuite transfectées
dans des cellules humaines d’origine hépatocytaire (les cellules Huh-7) et des clones
cellulaires présentant de haut taux réplicatifs peuvent étre isolés grace a la sélection par
la néomycine. D’ailleurs, une fois curées par un traitement IFN, certaines de ces cellules
sont devenues des outils précieux pour I'étude du VHC. En effet, les cellules Huh-7.5 et
Huh-7.5.1 (Lindenbach et al, 2005; Zhong et al, 2005), couramment utilisées pour
produire de meilleurs titres infectieux dans le contexte des VHCcc, sont issues d'un tel
traitement sur les cellules Huh-7 et Huh-7.5, respectivement.

Grace a ces réplicons du VHC, le complexe de réplication a pu étre observé
(Moradpour et al, 2004b) et l'utilisation de réplicons sous-génomiques portant les
protéines NS3 a NS5B a montré que la protéine NS2 n’est pas nécessaire a la réplication

(Lohmann et al, 1999). Aussi, apres plusieurs passages des cellules en culture cellulaire,
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des mutations d’adaptation ont été identifiées, notamment dans la séquence de NS3,
NS4B et NS5A (Bartenschlager et al, 2003). Certaines de ces mutations augmentent

considérablement I'efficacité de réplication (Blight et al, 2000; Krieger et al., 2001).

EMCV

SOpeol= 3 [¢4B] 5A [ 5B [

IRES

> R —{C B EZH 2] 3 48] A [ 8 =3

Figure 8 : Représentation schématique de réplicons du VHC

Les réplicons sont constitués d'une séquence d’ARN codant un marqueur de sélection (ici le géne de
résistance a la néomycine) sous la dépendance de I'IRES du VHC, puis d’'une séquence codant les
protéines virales, sous la dépendance de I'IRES de 'EMCV. Le tout est encadré par les régions 5’ et 3’
NC du VHC.

Le réplicon sous-génomique (en haut) ne porte que la séquence codant les protéines NS3 a NS5B,
alors que le réplicon génomique (en bas) porte la séquence codant 'ensemble des proteines du VHC.

Hormis dans le contexte de la souche virale JFH-1, les tentatives de production de
particules virales a partir de réplicons génomiques se sont avérées infructueuses
(Pietschmann et al, 2002). L’'une des explications viendrait des mutations d’adaptation
sélectionnées qui pourraient modifier les interactions avec des protéines virales et
cellulaires et ainsi bloquer le processus d’assemblage des particules virales (Blight et al,

2000; Pietschmann et al., 2002).

+» Pseudovirions et virosomes

Le premier systéeme de pseudovirions a été décrit en 1998 et appelé VLP?’. La
production de ces VLP a été réalisée en cellules d’insectes et basée sur l'utilisation de
baculovirus recombinants qui expriment ’ensemble des protéines structurales du VHC
(Baumert et al., 1998). Ces VLP ont été utilisées afin d’étudier la structure et la fonction
des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du virus, mais aussi les processus d’assemblage
des particules et d’encapsidation de I’ARN viral (Choi et al., 2004; Clayton et al, 2002;

Zhao et al,, 2003). Le fait d'utiliser des cellules d’insectes induit un biais relatif a la

37 Virus Like Particles
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glycosylation de E1 et E2. En effet, les modifications acquises dans le systéme insecte ne
sont pas les mémes que dans les cellules de mammiferes. Or, la glycosylation est
essentielle au bon repliement des glycoprotéines d’enveloppe et offre une protection vis
a vis des anticorps neutralisants (Falkowska et al, 2007; Helle et al, 2007; 2010). Un
modele correspondant au virus de la stomatite vésiculaire (VSV) pseudotypé avec E1 et
E2 a également été décrit (Buonocore et al., 2002; Lagging et al, 1998; Matsuura et al.,
2001). Dans ce systeme, la limitation majeure résidait dans le fait que les protéines du
VHC sont délétées de leur TM. Cette région est en effet essentielle a 'hétérodimérisation
E1-E2 et a I'entrée du VHC (Ciczora et al, 2005; 2007). Aussi, une étude a rapporté
l'utilisation des pseudovirions basés sur un réplicon du virus de la forét de Semliki
(SVF38) exprimant les protéines structurales du VHC. Ce systeme a permis
’établissement du processus d’assemblage mais n’a pas donné lieu a une production

efficace de particules infectieuses (Blanchard et al.,, 2002).

Afin d’étudier les phases précoces de l'entrée du VHC, les virosomes ont
également été décrits. Il s’agit de vésicules lipidiques, des liposomes, dans lesquelles ont
été incorporées les glycoprotéines d’enveloppe du VHC (Lambot et al, 2002). Ces
virosomes sont reconnus par des anticorps conformationnels et la protéine CD81, mais

leur production est difficile.

** Particules rétrovirales pseudotypées VHC

En 2003, un nouvel outil a constitué un progres majeur dans I'étude de 1'étape
d’entrée du VHC: les particules rétrovirales pseudotypées par les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 du VHC appelées VHCpp (Bartosch et al., 2003c; Drummer et al,
2003; Hsu et al, 2003). Ce systeme exploite la capacité des rétrovirus a incorporer
différentes glycoprotéines a leur surface et a délivrer une information génétique qui
sera intégrée au génome de la cellule infectée. Les VHCpp sont donc des particules
rétrovirales recombinantes qui consistent en une capside rétrovirale renfermant un
ARN codant un gene rapporteur et entourée d'une enveloppe dans laquelle sont

incorporées les glycoprotéines E1 et E2 du VHC.

38 Semliki Forest Virus
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Figure 9 : Représentation schématique de la production de VHCpp

Des cellules HEK-293T sont transfectées avec trois plasmides. Le premier code les protéines d’enveloppe
E1 et E2 du VHC. Le second exprime les protéines codées par les génes gag et pol d'un rétrovirus (MLV ou
VIH). Le dernier, qui exprime le génome rétroviral contenant un géne rapporteur (ici, la luciférase),
contient les séquences nécessaires a la transcription inverse et a I'intégration de 'ADN proviral dans le
génome de la cellule (LTR, PBS, PPT) ainsi que le signal d’encapsidation . Tous les plasmides sont sous
contrdle d’'un promoteur CMV. Les VHCpp produites sont sécrétées dans le milieu de culture. Elles sont
ensuite utilisées pour infecter des cellules d’origine hépatique. La mesure de l'expression du géne
rapporteur permet enfin de quantifier I'infection.

Afin de produire les VHCpp, trois plasmides sont transfectés dans des cellules
embryonnaires humaines, les HEK-293T (Figure 9). Le premier plasmide exprime E1 et
E2, la partie C-terminale de la protéine de capside du VHC étant ajoutée a la construction

pour servir de peptide signal a E1. Le deuxiéme exprime les protéines codées par les
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genes gag et pol du virus de la leucémie murine (MLV3?) ou du VIH, responsable de la
formation de la capside. Enfin, le troisieme plasmide exprime un génome rétroviral
recombinant contenant un gene rapporteur qui code la protéine de fluorescence verte
(GFP49) ou la luciférase. Les trois plasmides sont sous le controle d'un promoteur CMV41,
Apres la transfection des plasmides dans les cellules HEK-293T, les particules produites
sont sécrétées dans le milieu extracellulaire et permettent une bonne transduction de
cellules naives, dépendamment des glycoprotéines présentes a leur surface. De plus, le
génome reétroviral est intégré au génome cellulaire et I'infection est quantifiable grace a

la mesure de I'expression du géne rapporteur.

Les VHCpp constituent un bon outil pour I'étude de I'entrée du VHC, en terme
d’attachement et de fusion des glycoprotéines d’enveloppe, mais également pour I'étude
de la neutralisation par des anticorps. En effet, elles présentent un tropisme préférentiel
pour les cellules hépatocytaires et autres lignées cellulaires exprimant les récepteurs du
VHC (Bartosch et al., 2003c; Hsu et al,, 2003; Lavillette et al., 2005b). De plus, elles sont
sensibles a la neutralisation par des anticorps anti-E1 ou anti-E2 et par des sera de
patients infectés (Bartosch et al, 2003b, c; Hsu et al, 2003). Aussi, I'entrée des VHCpp
est dépendante du pH, ce qui suggere des changements conformationnels des
glycoprotéines d’enveloppe nécessaires au processus de fusion (Op de Beeck et al,
2004). Enfin, les glycoprotéines de tous les génotypes du VHC peuvent étre étudiées via
le systeme des VHCpp (Lavillette et al, 2005b; Owsianka et al, 2005) et méme des
combinaisons de E1 et E2 de différents génotypes (Albecka et al., 2011; Maurin et al,
2011).

Avant la mise en place d'un systeme de production du VHC en culture cellulaire,
les VHCpp ont représenté l'outil le plus proche des particules natives du virus.
Cependant, elles constituent un outil imparfait dont l'utilisation est restreinte a 1'étude
des étapes précoces du cycle viral. Notamment, dans le cas du virus natif, la production a
lieu en étroite association avec la voie d’assemblage et de sécrétion des VLDL (Huang et
al, 2007) et les particules produites sont associées aux lipoprotéines (Nielsen et al,

2006). Ce n’est pas le cas pour les VHCpp étant donné qu’elles sont produites dans une
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lignée non-hépatique qui ne possede pas cette voie d’assemblage et de sécrétion de

VLDL.

%* Production du VHC en culture cellulaire

Finalement en 2005, trois équipes ont décrit la mise au point d’'un systeme de
propagation du VHC en culture cellulaire (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005;
Zhong et al, 2005), permettant de générer des particules virales similaires aux

particules natives et ainsi d’étudier le cycle viral dans sa totalité.

Plasrmide
contenant
FADNc du VHC
proamaoteur
T7 ARN pol

& Transcription in vitro

ARMN VHC

& Electroporation

Cellules hépatocytaires
>
LA Infection
|

Cellules hépatocytaires

Figure 10 : Représentation schématique du systéme de production des VHCcc

L’ADNc du génome du VHC est porté par un plasmide sous la dépendance du promoteur T7.
L’ADN est ensuite transcrit in vitro en un simple brin d’ARN viral de polarité positive grace a la
T7 RNA polymérase. Cet ARN est ensuite électroporé dans les cellules Huh-7. Les cellules
transfectées produisent alors des particules virales infectieuses VHC. Ces VHCcc sont secrétées
dans le surnageant de culture et sont capables d’infecter des cellules naives. Il est possible
d’amplifier le stock viral par la réalisation d’infections successives.
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En 2001, un ARN fut cloné a partir d’'un isolat de génotype 2a isolé chez un
patient japonais atteint d'une hépatite fulminante (Kato et al, 2001). Cette souche a été
appelée JFH-1. Sous forme de réplicon sous-génomique, il a été montré que cette souche
se réplique dans les cellules Huh-7 sans mutation d’adaptation (Kato et al, 2003). A
partir de la, Wakita et collaborateurs ont pu générer des particules virales produites en
culture cellulaire ou VHCcc. Ils ont cloné I’ADN complémentaire (ADNc) de I'intégralité
du génome du JFH-1 en le mettant sous la dépendance du promoteur T7 afin de
permettre la transcription in vitro de I'’ARN viral. Apres cette étape de transcription et
afin de générer les VHCcc, 'ARN est électroporé dans des cellules Huh-7 (Figure 10).
Les VHCcc sont alors produites et sécrétées dans le milieu de culture et sont capables
d’infecter des cellules naives (Wakita et al., 2005). De meilleurs titres infectieux sont
obtenus avec les cellules Huh-7.5 et Huh-7.5.1, déja évoquées et décrites au cours de ce
travail (Lindenbach et al,, 2005; Zhong et al., 2005). Il a été montré que les VHCcc sont
également infectieuses sur des hépatocytes primaires humains, des chimpanzés et des
souris humanisées (Lindenbach et al, 2006). D’ailleurs, une étude de 2010 a décrit la
production de particules virales infectieuses par des hépatocytes primaires humains
préalablement infectés par des VHCcc produites en Huh-7 (Podevin et al., 2010). Aussi,
des cellules hépatocytaires naives sont infectables par le VHC issu de sera de
chimpanzés infectés par des VHCcc (Lindenbach et al., 2006; Molina et al.,, 2008). Enfin,
des sera de patients ou des anticorps anti-E2 permettent la neutralisation des VHCcc
(Lindenbach et al, 2005; Wakita et al, 2005; Zhong et al, 2005). De maniére
intéressante, de nombreuses études ont rapporté l'identification de mutations
d’adaptation des VHCcc (Boson et al, 2011; Delgrange et al., 2007; Grove et al., 2008;
Han et al, 2009; Kang et al,, 2009; Kato et al., 2008; Kaul et al,, 2007; Liu et al, 2012;
Russel et al, 2008; Saeed et al, 2011; Song et al, 2012; Tao et al, 2009). Par exemple
dans le laboratoire, afin d’améliorer l'infectiosité du JFH-1, Delgrange et collaborateurs
ont réalisé des expériences d'infections successives de Huh-7, menant a 'adaptation du
virus et permettant de sélectionner des mutations importantes pour sa propagation en
culture cellulaire. La réintroduction de ces adaptations dans I’ARN parental s’est
montrée efficace dans I'augmentation des titres viraux (Delgrange et al., 2007).

Outre le 2a, d’autres génotypes peuvent étre utilisés afin de produire des VHCcc
(kato et al, 2007; Yi & Lemon, 2009; Yi et al,, 2006). Cependant, les titres viraux sont

bien moins élevés que ceux obtenus avec le JFH-1. Aussi, des virus chimériques ont été
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générés afin de coupler I'efficacité de réplication du JFH-1 et la possibilité d’étudier
d’autres génotypes. Pour cela en général, le génome du JFH-1 est conservé des protéines
NS3 a NS5B, le reste du génome provenant d’un autre génotype (Gottwein et al., 2009;
Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et al, 2006). Ces virus chimériques sont produits
en culture cellulaire a des titres raisonnables. Par ailleurs, un géne rapporteur codant
pour la luciférase peut étre ajouté en amont de '’ADNc du JFH-1 afin de pouvoir
quantifier le niveau d’infection. Cette construction, typiquement bicistronique, est
répliquée dans les cellules Huh-7 a des niveaux inférieurs a ceux obtenus avec le souche
native, mais suffisamment pour bénéficier d’'un outil d’analyse quantitative de l'infection
(Koutsoudakis et al., 2006).

Les particules virales produites en culture cellulaire ont des propriétés
biophysiques proches de celles du virus isolé de patients ou de chimpanzés infectés. Le
diametre des VHCcc a été évalué en microscopie électronique et semble compris entre
50 et 65 nm. De plus, il a été montré que les VHCcc sont associées a des lipoprotéines
(Gastaminza et al, 2008; 2010). Cependant, des différences subsistent puisque par
exemple, le VHC produit en culture cellulaire est retrouvé dans des fractions de densité
plus élevées que le virus natif (Gastaminza et al., 2006; Lindenbach et al., 2006).

Entre autre, grace aux VHCcc, il a été possible d’étudier le phénomene de « sur-
infection », c’est-a-dire la réinfection d'une méme cellule par le virus. Différentes études
montrent que, une fois la cellule infectée par le VHC, la « sur-infection » est inhibée
(Schaller et al, 2007; Tscherne et al, 2007). Désormais et depuis 2005, les VHCcc
représentent un modele de choix afin d’étudier toutes les étapes du cycle viral et sont a

ce titre largement utilisées.

b) Les modeles animaux

** Le chimpanzé

En conditions naturelles, le VHC n’infecte que les humains. D’'un point de vue
expérimental, le chimpanzé constitue le seul modéle animal immunocompétent
infectable de maniere reproductible par le VHC. Le chimpanzé infecté par le VHC
présente une pathogenese, des mécanismes de défense immunitaire et des signes

cliniques comparables a ceux observés chez les humains. Toutefois, un certain nombre
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de différences persistent puisque la sévérité de la maladie est souvent moins importante
que chez 'Homme et la réponse immunitaire atténuée (Bassett et al., 1998; 1999). De
plus, il a été montré que I'animal infecté ne répondait pas au traitement par I'I[FN-a
(Lanford et al, 2007). Initialement, le chimpanzé a été utilisé pour I'étude des hépatites
«Non A - Non B » post-tranfusionnelles, dans des expériences d’inoculation avec des
sera de patients chroniquement infectés (Alter et al., 1978; Hollinger et al., 1978). Par la
suite, I'inoculation de I’ARN du VHC, obtenu par transcription in vitro de I’ADNc, s’est
avéré infectieux chez le chimpanzé (Kolykhalov et al., 1997; Shimizu et al, 1998; Yanagi
et al, 1997). Et plus récemment, depuis la mise en place du systeme de production des
particules virales en culture cellulaire, I'infectiosité des VHCcc a été confirmée in vivo
chez le chimpanzé (Wakita et al.,, 2005).

Ce modele animal présente un certain nombre de limitations qui restreignent son
utilisation. Notamment, c’est un modele animal rare et son entretien coute tres cher. De
plus, il s’agit d'un animal protégé dont l'utilisation pose des problémes éthiques (Koike
et al., 2010). Cependant, le chimpanzé reste un modele de choix dans I'étude in vivo du
VHC et est par exemple utilisé afin de tester de potentiels agents antiviraux ou vaccins,
mais également pour mieux comprendre les mécanismes immunitaires mis en jeu lors

de l'infection.

+» Les souris humanisées

Aux vues des inconvénients liés a 'utilisation du chimpanzé au cours des études
expérimentales, des alternatives sont étudiées afin de mettre en place un modele animal
de plus petite taille. Deux possibilités majeures s’offrent ainsi aux scientifiques : adapter

)

le virus a l'infection de cellules d’origine non-humaine ou générer de petits animaux,
plus généralement des souris, infectables par le VHC.

La premiere alternative est difficile a mettre en place. En effet, il a été suggéré
que le tropisme du VHC pourrait étre restreint non-seulement a I'étape d’entrée,
notamment par les récepteurs CD81 et Occludine (OCLN) qui doivent étre d’origine
humaine (Ploss et al.,, 2009), mais aussi a des étapes plus tardives du cycle viral par des
facteurs intracellulaires (McCaffrey et al, 2002). Bien que des études montrent la

possibilité d’adapter le VHC aux étapes d’entrée et de réplication dans des cellules

murines, les étapes d’assemblage et de sécrétion des particules virales restent bloquées
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dans ces modeles (Bitzegeio et al, 2010; Flint et al., 2006; Ploss et al., 2009; Uprichard et
al, 2006; Zhu et al.,, 2003). De plus, une étude récente a montré que I’humanisation des
récepteurs d’entrée du VHC ne suffit pas a infecter des hépatocytes murins (Hikosaka et
al, 2011).

L’autre possibilité, qui est de rendre infectables des souris par le VHC, est
devenue réalité en 2001 avec la premiere description de souris au foie humanisé
(Mercer et al, 2001). Ce modele consiste en la destruction du foie de souris
immunodéprimées (SCID#2). Pour cela, un transgene activateur d’urokinase
plasminogene (uPA#3) est surexprimé sous la dépendance du promoteur de I'albumine
qui dirige 'expression du gene dans le foie. Le foie de 'animal uPA/SCID ainsi détruit est
recolonisé par des hépatocytes humains suite a une xénogreffe. Ces souris peuvent
ensuite étre infectées par le VHC (Mercer et al, 2001; Meuleman et al, 2005;
Vanwolleghem et al, 2010). Un autre modele de souris immunodéficientes au foie
humanisé a été décrit récemment (Bissig et al, 2010). Elles sont dépourvues de trois
genes (Fah#4, 11-2ry#>, Rag246) et la recolonisation du foie par les hépatocytes humains
est plus efficace et donne lieu a un meilleur taux de chimérisme. En effet, jusqu’a 95%
des cellules du foie sont d’origine humaine chez ces animaux. Le probleme majeur de ce
type de souris humanisées immunodéficientes réside dans I'impossibilité d’étudier la
réponse immunitaire adaptative dans le cadre de l'infection par le VHC. Aussi, une
grande variabilité dans 'efficacité des xénogreffes en fonction des animaux ainsi que les
techniques pointues de chirurgie nécessaires a l'établissement de ces souris limitent
leur utilisation. Toutefois, elles permettent par exemple I'évaluation de composés
antiviraux, de stratégies thérapeutiques ou encore du potentiel de neutralisation
d’anticorps (Bukh, 2012; Ploss & Rice, 2009).

En 2011, deux modeles de souris au foie humanisé ont été rapportés et, de
maniére intéressante, ils ouvrent la voie a I'étude de 'immunité en modele murin. La
premiere étude décrit une humanisation des récepteurs nécessaires a 'entrée du VHC

dans le contexte de souris immunocompétentes (Dorner et al, 2011). Grace a un gene

42 Severe Combined Immuno Deficiency
43 urokinase-type Plasminogen Activator
4 Fumaryl acetoacetate hydrolase

45 y-chain of the receptor for IL-2

46 Recombination activating gene 2
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rapporteur, en l'occurrence la luciférase, 'entrée du virus peut étre évaluée dans ce
modele. Cependant, aucune réplication ni production virale n’a été mise en évidence. Ces
souris permettent I'étude de l'entrée du VHC, mais également des mécanismes
immunitaires et de stratégies vaccinales. Le deuxieme modele a été rapporté par
Washburn et collaborateurs (Washburn et al,, 2011). Les souris sont greffées avec des
cellules souches hématopoiétiques et des cellules progénitrices hépatocytaires. Cela
permet la recolonisation du foie des souris par les hépatocytes humains, en parallele de
la reconstitution d’'une réponse T-cellulaire. Apres inoculation des souris avec des sera
de patients infectés, I'’ARN viral est détectable dans le foie d’environ la moitié des
animausx, associé a des infiltrations de cellules immunitaires, une augmentation du taux
des enzymes du foie, et des signes d’hépatite. Certaines souris présentent méme une
fibrose hépatique. Outre le fait que le cycle viral ne semble pas se dérouler dans sa
totalité puisqu’aucune particule virale n’a pu étre détectée dans le sang des animaux,
une limitation majeure de ce modele est I'absence de cellules B fonctionnelles et donc le
manque de production d’anticorps spécifiques dirigés contre le VHC. Malgré les
limitations et inconvénients évoqués, ces modeles immunocompétents représentent une
avancée majeure pour l’étude in vivo des aspects moléculaires, thérapeutiques et

immunitaires de I'infection par le VHC.

5. Lecycleviral

Le cycle viral du VHC se compose de différentes étapes nécessaires a I'infection et
est régulé par des facteurs viraux et cellulaires (Pawlotsky et al, 2007). Brievement, le
virus est dans un premier temps concentré a la surface de la cellule via des facteurs
d’attachement non-spécifiques (Figure 11). Il interagit ensuite de maniere séquentielle
avec des récepteurs spécifiques ancrés dans la membrane plasmique de la cellule hote. Il
s’en suit 'internalisation du virus, via une voie d’endocytose dépendante de la clathrine.
Le pH acide des endosomes permet la fusion des membranes virale et cellulaire,
notamment médiée par un changement de conformation des glycoprotéines d’enveloppe
du VHC. L’ARN viral est ainsi libéré dans le cytoplasme et il est traduit en une
polyprotéine unique qui sera clivée pour donner naissance aux protéines virales
matures. Les protéines non-structurales participeront a la réplication du génome au

niveau du « membranous web ». Les particules virales sont enfin assemblées en
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association avec les GLs, et elles seront sécrétées dans le milieu extracellulaire en

suivant la voie de sécrétion des VLDL (Popescu & Dubuisson, 2010).
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Figure 11 : Cycle viral putatif du VHC

Dans un premier temps le virus se lie a la surface de la cellule cible via les facteurs d’attachement et
d’entrée. Le virion est ensuite internalisé par une voie d’endocytose dépendante de la clathrine. Une fois
dans la cellule, 'enveloppe virale fusionne avec la membrane endosomale et 'ARN viral est libéré dans le
cytoplasme. L’ARN du VHC sert alors a la synthese des protéines virales et est utilisé comme matrice pour
la réplication du génome viral, en passant par un intermédiaire brin négatif. Les protéines structurales
servent ensuite a I'assemblage de nouvelles particules virales. L’assemblage et I'encapsidation sont
associés aux gouttelettes lipidiques. Enfin les virions sont secrétés en dehors de la cellule.

a) Attachement, internalisation et fusion

La premiere étape du cycle viral est 'entrée. Pour pénétrer dans la cellule, le VHC
utilise d’abord des facteurs cellulaires d’attachement, tels que les lectines, les
glycosaminoglycanes (GAGs), les LDL-R. Ensuite, 'interaction avec des récepteurs
spécifiques mene a linternalisation de la particule virale et enfin la fusion des
membranes endosomale et virale pour libérer le génome dans le cytoplasme. Parmi les
facteurs d’entrée spécifiques, on trouve SRB1, CD81, Claudine-1 (CLDN-1) et OCLN, ainsi

que d’autres molécules plus récemment décrites.
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Puisque mon travail de these porte sur cette étape d’entrée virale, un paragraphe

séparé est spécifiquement dédié a ce sujet (Partie 1.C).

b) Syntheése des protéines virales

Apres fusion des membranes virale et cellulaire et décapsidation, le génome viral
est relargué dans le cytoplasme de la cellule infectée. L’ARN viral se comporte alors
comme un ARN messager (ARNm) et sert directement a la traduction de la polyprotéine.
Pour l'initiation de la traduction, aucun facteur viral n’est nécessaire étant donné que le
virus détourne la machinerie cellulaire. La traduction est donc initiée grace a I'IRES, qui
constitue la majeure partie de I'extrémité 5’NC de I’ARN du VHC (Tsukiyama-Kohara et
al, 1992; Wang et al, 1993). Dans un premier temps, la sous-unité 40S ribosomale se
fixe au niveau du codon initiateur AUG. Ensuite, le facteur d’initiation eIF347, 'ARN de
transfert, eIF248 et le GTP sont recrutés et la sous-unité ribosomale devient 48S. Enfin, la
sous-unité 60S du ribosome vient s’ajouter et termine la formation du complexe de
traduction complet, permettant a la traduction de débuter (Hoffman & Liu, 2011). La
traduction du peptide signal de la protéine virale E1, situé a I'extrémité C-terminale de la
protéine de capside, dirige la polyprotéine naissante au niveau du RE. La traduction a
donc lieu en étroite association avec les membranes du RE. Finalement, afin de générer
les protéines virales matures, la polyprotéine est clivée co- et post-traductionnellement

par des protéases cellulaires et virales (Figure 7).

) Réplication du génome viral

L’ARN du virus sert également de matrice au processus de réplication. Pour cela,
un brin d’ARN complémentaire a I'’ARN viral et de polarité négative est généré, via la
production d’intermédiaires de réplication, formés d’ARN doubles brins (Targett-Adams
et al., 2008). A partir de 13, de nouveaux brins positifs sont produits et peuvent servir de
matrice soit pour la synthése de nouvelles protéines virales, soit pour la réplication du
génome. Aussi, ils peuvent étre encapsidés afin de produire de nouveaux virions. Il est

intéressant de noter que la réplication est asymétrique, puisque cinq a dix fois plus de

47 eukaryotic Initiation Factor 3
48 eukaryotic Initiation Factor 2
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brins positifs sont générés (Lohmann et al, 1999). Il semble que la balance entre
traduction et réplication soit régulée par les extrémités 5’ et 3° NC ainsi que par des
facteurs cellulaires et viraux.

Les sites de réplication du VHC sont situés au niveau des « membranous web »,
structures membranaires dérivant du RE et induites par l'infection par le VHC (Gosert et
al, 2003). Le complexe de réplication comprend I'ARN viral, les protéines non-
structurales NS3 a NS5B, et des facteurs cellulaires. NS2 ne semble pas jouer de role
dans le processus de réplication puisque des réplicons dépourvus de cette protéine sont
fonctionnels. Le role de chaque protéine virale au sein du complexe de réplication n’est
pas totalement élucidé. NS5B porte 'activité réplicase et sert a la synthese des brins
négatifs et positifs d’ARN (Bartenschlager et al., 2004). NS4B est la protéine responsable
de la formation du « membranous web » (Egger et al, 2002). NS4A adresse NS3 aux
membranes cellulaires et régule son activité protéasique. NS3, possédant également une
activité hélicase, pourrait servir a désenrouler les structures secondaires et séparer les
doublets d’ARN. Enfin, le réle de NS5A reste mal connu. Cette protéine peut lier 'ARN
ainsi que d’autres protéines virales, dont NS5B, et il semble qu’elle constitue un élément
clé de la régulation du passage de la réplication a la traduction, notamment via son
niveau de phosphorylation (Appel et al, 2005; Tellinghuisen et al, 2008a). Parmi les
facteurs cellulaires capables de réguler I'activité du complexe de réplication, on peut par
exemple citer les cyclophilines (Chatterji et al.,, 2010; Kaul et al,, 2009), la PRK2 (Kim et
al., 2004) ou encore GBF14° (Goueslain et al., 2010).

d) Assemblage et sécrétion

Les étapes d’assemblage et de sécrétion des particules virales sont les moins bien
décrites mais la mise en place du systeme de production des VHCcc a permis de mieux
comprendre ces processus.

Au début de I'étape d’assemblage, la protéine de capside est concentrée au niveau
des GLs. Pour cela, elle est clivée et subit une relocalisation des membranes du RE vers
les GLs (Depla et al, 2010; McLauchlan et al, 2002). Ensuite, les brins d’ARN a
encapsider se retrouvent a proximité des GLs et donc des protéines de capside (Figure

12). L'une des hypothéses quant a ce mécanisme est la suivante: les complexes de

49 Golgi-associated Brefeldin A-resistant Factor 1
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réplication seraient transportés jusqu’au GLs, via les microtubules et via des interactions
de NS3 et NS5A avec l'actine et la tubuline (Lai et al, 2008). La deuxieme hypothése
réside dans le fait qu’a l'inverse, les GLs seraient recrutées au niveau des complexes de
réplication, via des interactions protéines de capside-microtubules (Boulant et al,
2008). Quoiqu'il en soit, il est clair que la protéine NS5A est essentielle a l'initiation de
I'assemblage des particules virales (Appel et al., 2008; Masaki et al., 2008; Miyanari et
al, 2007). D’autres protéines non-structurales jouent un rdle lors de I'assemblage.
Notamment, la protéine NS3 est également localisée au niveau des GLs lors de I'infection
par le VHC (Miyanari et al., 2007) et semble importante dans la production de particules
virales infectieuses, plus précisément pour I'étape d’encapsidation de ’ARN viral (Ma et
al, 2008; Yi et al, 2007). De plus, alors que NS2 n’apparait pas comme essentielle a la
réplication virale, elle semble importante a une étape tardive de 'assemblage (Dentzer
et al., 2009; Jirasko et al, 2008; Jones et al, 2007; Yi et al,, 2009). Il a par exemple été
montré qu'une mutation dans la séquence de NS2 qui empéche la production de
particules virales infectieuses ne bloque pas I'association de NS3, NS5A et la protéine de
capside avec les GLs, ni 'oligomérisation de la protéine de capside, ni la formation de
particules intracellulaires (Yi et al, 2009). De plus, NS2 interagit aussi bien avec des
protéines structurales que non-structurales et jouerait le role de médiateur entre ces
différentes protéines pour réguler le processus d’assemblage (Ma et al, 2011; Popescu
etal,2011;Yietal, 2009). Enfin, outre NS5A, NS3 et NS2, plusieurs études rapportent la
participation de la protéine p7 au cours des processus d’assemblage et de sécrétion
(Brohm et al, 2009; Jones et al, 2007; Steinmann et al, 2007). Son rdle précis reste
cependant inconnu, mais un modele récent propose que, entre autre, I'interaction entre
p7 et NS2 régule le processus d’assemblage (Popescu et al., 2011).

De maniere intéressante, les particules virales sécrétées en culture cellulaire ou
circulantes dans le sang des patients infectés sont sous forme de LVP, c’est-a-dire
associées a des VLDL, riches en ApoB et ApoE (Andre et al, 2002; Chang et al, 2007;
Gastaminza et al, 2006). De plus, les compartiments cellulaires associés a la réplication
et a 'assemblage du VHC montrent la présence de ApoB, ApoE et du MTP>9, un facteur
essentiel a la production des VLDL (Gastaminza et al, 2008; Huang et al, 2007). Ces
observations convergent vers un mécanisme commun d’assemblage et de sécrétion du

virus et des VLDL. Plusieurs équipes ont d’ailleurs testé le role d’ApoB, ApoE et du MTP
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dans le processus d’assemblage. Bien que controversées, certaines études montrent que
I'inhibition de la production d’ApoB et ApoE, de méme que le blocage de I'activité du
MTP, diminuent la production de particules virales infectieuses (Benga et al, 2010;
Gastaminza et al, 2008; Huang et al, 2007; Jiang & Luo, 2009). Au cours de la voie de
sécrétion, les particules virales voient leur densité diminuer ce qui semble di a la
lipidation de la partie lipoprotéique des LVP le long de la voie de sécrétion (Gastaminza
et al, 2006). Il apparait donc que la voie d’assemblage et de sécrétion de VLDL soit
importante pour la maturation intracellulaire des virions. De plus, Gastaminza et
collaborateurs proposent que les particules virales soient dégradées si la maturation (et
notamment I'ajout de lipides) n’est pas correcte (Gastaminza et al, 2008). L’ensemble de
ces études concoure a montrer 'importance de la voie d’assemblage et de sécrétion des
VLDL dans la morphogénese du VHC et apporte une explication quant a I'association des

particules virales avec des lipoprotéines in vivo.
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Figure 12 : Modéle d’assemblage des particules du VHC (d’apres Tews et al., 2010)

Les particules virales commencent a étre assemblées dans le cytosol. La protéine de capside (ici en
jaune) s’accumule au niveau des GLs (LD). Les complexes de réplication sont également recrutés au
niveau des GLs via des interactions entre la protéine de capside et les protéines non-structurales.
Ceci ameéne a I'encapsidation de I'’ARN génomique du VHC. Par la suite la nucléocapside néoformée
bourgeonne au niveau de la membrane du RE et peut ainsi acquérir son enveloppe virale (composée
de la membrane du RE dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines E1 et E2). Enfin la maturation
des particules virales se fait en association a la voie d’assemblage des VLDL.
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La figure 12 représente le modele actuel du processus d’assemblage du VHC
(Tews et al., 2010) et décrit 'enveloppement des particules virales par bourgeonnement
dans la membrane du RE, suivi par une maturation du virus le long de la voie
d’assemblage des VLDL. Les virus néoformés quitteraient finalement la cellule par

exocytose en suivant la voie de sécrétion.
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C. L’entrée du VHC

L’entrée du VHC dans les cellules est un processus complexe et séquentiel, qui
met en jeu d'une part des composants viraux, tels que les lipoprotéines et les
glycoprotéines d’enveloppe, mais également un certain nombre de facteurs cellulaires, le
role précis de chaque molécule étant encore mal connu.

Pour entrer dans la cellule, le VHC se lie d’abord de maniéere non-spécifique a la
surface cellulaire grace a des facteurs d’attachement. Apres une série d’'interactions plus
spécifiques avec les facteurs d’entrée proprements dits, le virus est internalisé via une
voie dépendante de la clathrine. Afin que le génome viral soit libéré dans le cytoplasme
de la cellule, une étape de fusion est nécessaire. Pour cela, un pH acide est essentiel et
induit le changement de conformation des glycoprotéines d’enveloppe indispensable a
ce processus. C’est 'acidité des endosomes qui permet donc aux membranes virale et
endosomale de fusionner, permettant au génome de gagner le cytosol de la cellule.

L’étape d’entrée ainsi achevée, I’ARN viral est prét a étre traduit et répliqué (Figure 13).

Figure 13 : Modéle de I'entrée du VHC (D’apres Ploss & Dubuisson, 2012)

Les LVP interagissent avec les GAGs et suivent soit une voie non-productive, soit une voie productive
pour l'entrée virale. Dans la voie non-productive, le virus interagit avec le LDL-R via sa partie
lipoprotéique, il est internalisé et dirigé vers une voie de dégradation. La voie productive est plus
complexe et implique des facteurs cellulaires tels que SRB1, CD81, CLDN-1, OCLN et EGFR. Aprés une
série séquentielle d’interactions a la surface cellulaire, le virus est internalisé par une voie dépendante de
la clathrine et la fusion des membranes dans les endosomes permet de libérer le génome viral dans le
cytoplasme de la cellule. 78



Il est important de noter que, a la maniere d’autres virus tels que le VIH (Johnson
& Hubert, 2002), le VHC utilise deux voies d’entrée pour infecter les cellules. La
premiere voie est la plus décrite et elle consiste en une infection via des particules
libres. C’est-a-dire que les particules virales sont présentes dans le milieu extracellulaire
et pénetrent la cellule en suivant le processus décrit précédemment, qui est médié par
les récepteurs spécifiques (attachement-internalisation-fusion). La deuxieme voie
d’entrée du VHC est la transmission directe de cellule a cellule, sans passer par I'étape de
particules libres sécrétées dans le milieu (Timpe et al., 2008). La prise en compte de ce
passage de cellule a cellule du virus, qui semble étre la voie majoritaire de transmission
du VHC, est notamment importante dans les études relatives aux aspects

thérapeutiques.

1. Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines d’enveloppe du VHC sont essentielles au processus d’entrée
du virus dans les cellules cibles (Cocquerel et al, 2006). Elles servent a la fois a
l'interaction avec les récepteurs de 'entrée, mais sont aussi les médiateurs de la fusion
des membranes dans les endosomes. De plus, E1 et E2 jouent un rdle lors de
I'assemblage des particules virales (Wakita et al., 2005).

Les glycoprotéines d’enveloppe font partie des protéines structurales du VHC. E1
et E2 sont respectivement codées par les résidus 192 a 383 et 384 a 746 de la
polyprotéine virale (Figure 14). Une fois matures, elles font respectivement, 31 et 70
kDa et sont hautement N-glycosylées (Grakoui et al, 1993). Ce sont des peptidases
signal cellulaires qui libéerent E1 et E2 de la polyprotéine (Dubuisson et al, 2002). Les
glycoprotéines d’enveloppe sont des protéines de type 1: elles possedent un
ectodomaine N-terminal glycosylé en plusieurs sites et, en C-terminal, un TM a un seul
passage. Au cours de la biogenese de E1 et E2, les ectodomaines sont transloqués dans la
lumiere du RE et y subissent des modifications post-traductionnelles. Egalement, E1 et
E2 s’associent dans le RE et forment a la fois des hétérodimeres non-covalents et des
complexes hétérogenes liés par des ponts disulfures. Les complexes non-covalents ont
été décrits comme étant la forme fonctionnelle pour I'entrée du virus (Bartosch et al,
2003c; Deleersnyder et al., 1997; Op de Beeck et al, 2004). Cependant, les complexes

E1E2 ont été récemment étudiés dans le contexte des VHCcc et cette étude a montré que
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les glycoprotéines incorporées dans l'enveloppe des particules virales infectieuses
forment en fait de larges complexes covalents stabilisés par des ponts disulfures
(Vieyres et al.,, 2010). Il a été montré que E1 est important pour la mise en conformation
de E2 (Brazzoli et al, 2005; Cocquerel et al, 2001; Michalak et al., 1997) et que, a un
degré moindre, E2 aide a la conformation de E1 (Cocquerel et al., 2003b). Les TM de ces
glycoprotéines sont multifonctionnels. En effet, ils servent a I'ancrage membranaire des
protéines, sont responsables de leur rétention au niveau du RE et sont impliqués dans
I’hétérodimeérisation E1E2 (Ciczora et al., 2005; Cocquerel et al, 1998; 1999; 2000). Un
motif « heptad repeat » de leucine en C-terminal de E2 pourrait également participer a
cette hétérodimérisation (Drummer & Poumbourios, 2004) (Figure 14). De plus, des
mutations dans les TM de E1 et de E2 modifient les propriétés de fusion des
glycoprotéines d’enveloppe, mettant en évidence leur implication dans le processus de
fusion (Ciczora et al., 2007).

E2 contient une région HVR1, de 27 acides aminés et située en N-terminal de la
protéine (Figures 14 et 15). Les propriétés physico-chimiques et la conformation
spatiale de cette région semblent bien conservées au travers des différents génotypes du
VHC (Penin et al,, 2001). Cependant et comme son nom l'indique, sa séquence présente
une haute variabilité au sein des génotypes mais également au sein des différentes
quasi-especes virales retrouvées chez les patients (Korenaga et al, 2001; Polyak et al,
1998). En cela, la région HVR1 participerait a la capacité du virus a échapper au systéme
immunitaire de I'hOte et jouerait également un role dans la résistance a I'I[FN (Abbate et
al, 2004; Grahovac et al., 2000; Pawlotsky et al., 1999). Cette région a aussi été montrée
comme importante pour l'interaction avec SRB1 (Bartosch et al., 2003a; Callens et al,
2005; Scarselli et al, 2002). Deux autres régions variables sont présentes dans la
séquence de E2 (Figures 14 et 15): HVR2 et IgVR>L Le réle de HVR2 est encore
inconnu mais il a été suggéré qu’en association avec HVR1, ce domaine pourrait réguler
la liaison a CD81 (Roccasecca et al, 2003). La région IgVR pourrait quant a elle jouer un
role au cours du changement de conformation nécessaire au processus de fusion dans

les endosomes (Krey et al., 2010).
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Figure 14 : Représentation schématique des glycoprotéines d'enveloppe E1 et E2 du VHC

E1 et E2 possédent un TM en C-terminal. Les sites de glycosylation sont représentés par les petits
symboles noirs au dessus des protéines. Plusieurs régions de E2 sont représentées : HVR1 (jouant un réle
dans l'interaction avec SRB1) ainsi que deux autres régions variables, HVR2 et IgVR. La région répétée est
montrée en violet et les fleches noires indiquent les résidus importants pour l'interaction avec CD81.

Les structures exactes de E1 et E2Z ne sont pas connues. Toutefois, une étude
récente propose un modele de la structure de E2 (Krey et al, 2010). En effet, les auteurs
ont généré une forme sE2 en cellules d’insectes qui semble refléter la conformation
native de la protéine puisque cette sE2 est reconnue par des anticorps conformationnels
ainsi que par CD81 et inhibe de facon efficace l'infection de cellules Huh-7.5 par les
VHCcc. Cette sE2 a été utilisée afin d’identifier les neuf ponts disulfures présents dans
E2. Cela, en association avec les études de prédiction passées, les données issues de
délétions dans E2, la prise en compte des résidus impliqués dans l'interaction avec CD81
et I'analogie avec d’autres virus, a permis de proposer un modele de la structure
tertiaire de la glycoprotéine d’enveloppe. Ce modele est présenté en figure 15. D’apres
ces travaux, 'ectodomaine est composé de trois domaines, nommés DI a DIIL. Le DI
contient la région HVR1 et huit feuillets . C’est au niveau de ce DI que sont localisées
certains déterminants de 'interaction avec CD81 (Drummer et al.,, 2006; Owsianka et al.,
2006). Le DII contient la deuxieme région hypervariable (HVR2) et un potentiel domaine
de fusion. Le DIII, au niveau duquel sont situés d’autres résidus importants dans
l'interaction avec CD81 (Yagnik et al, 2000), est séparé du DI par la troisieme région
IgVR. Enfin, en C-terminal de la protéine, on trouve une région flexible (ST>2) qui relie

I'ectodomaine a la partie transmembranaire.
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Figure 15 : Modéle de la structure de '’ectodomaine de E2 (D’apres Krey et al., 2010)

En haut: vue linéaire de I'organisation de E2. A droite: modele de la structuration des domaines de E2. A
gauche : description précise des résidus de chaque domaine et leur role dans les fonctions de E2.

Ainsi, les région variables (HVR1, HVR2 et IgVR) sont représentées en marron, D1 en rouge, D2 en jaune, D3 en
bleu et enfin la région flexible (ST) et le TM en gris. Les résidus colorés en vert correspondent aux sites de
glycosylation. Les résidus entourés de bleu jouent un role dans l'interaction avec CD81. Les résidus jaunes

représentent le peptide de fusion potentiel. Les ponts disulfures sont colorés en noirs. La numérotation est
basée sur les données de la souche H77.

Les hétérodimeres E1E2 jouent donc un role important dans I'entrée virale via
des interactions avec les récepteurs du VHC (Op de Beeck et al, 2004). Le rdle de E1
dans ce processus est moins bien connu que celui de E2, mais des anticorps dirigés
contre E1 et E2 bloquent l'entrée du virus. Concernant E2, il a été montré qu’elle
interagit avec CD81 (Cocquerel et al, 2003a; Pileri et al, 1998) et les résidus de E2
déterminants pour cette interaction ont été décrits (Flint et al, 1999; Forns et al, 2000;

Patel et al, 2000; Boo et al,, 2012; Callens et al., 2005; Dhillon et al., 2010; Drummer et
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al, 2006; Hsu et al, 2003; Keck et al, 2011; Owsianka et al, 2001; 2006; 2008;
Roccasecca et al.,, 2003; Rothwangl et al,, 2008; Yagnik et al., 2000) (Figures 14 et 15).
Des études montrent aussi que E2 interagit avec SRB1, un autre facteur d’entrée du VHC.
La région HVR1 de E2 semble jouer un role majeur dans cette interaction (Bartosch et
al, 2003a; Callens et al., 2005; Scarselli et al., 2002). En plus de leurs fonctions durant
les premieres étapes de I'entrée du VHC, un rdle des glycoprotéines d’enveloppe dans la
fusion a aussi été rapporté (Ciczora et al, 2007; Haid et al,, 2009; Lavillette et al.,, 2006;
2007; Russell et al., 2009). Les régions précises impliquées dans ce processus ne sont
pas clairement définies. Certaines études proposent la présence d'un peptide de fusion
dans la séquence de E1 (Drummer et al, 2007; Russell et al, 2009). D’autres travaux
suggerent que les déterminants de la fusion seraient présents dans E1 et E2 (Lavillette
et al, 2007). Dans le modeéle structural de Krey et collaborateurs, un peptide de fusion
candidat est situé au niveau du DII de E2, comme c’est le cas pour d’autres protéines de
fusion de classe 2 de familles virales différentes mais présentant des caractéristiques
communes. C’est par exemple le cas pour les protéines de fusion du SVF, appartenant au
genre des alphavirus et a la famille des Togaviridae, et qui partage avec le VHC une
organisation similaire de la partie structurale du génome (Krey et al., 2010).

Comme déja évoqué, les glycoprotéines d’enveloppe sont fortement N-
glycosylées. E1 et E2 contiennent respectivement 4 a 5 et 9 a 11 sites de N-glycosylation.
La grande conservation de ces sites parmi les différents génotypes du VHC témoigne de
I'importance de leur role au cours du cycle viral. D’ailleurs, plusieurs études ont été
menées afin de définir I'importance de ces glycanes dans la fonctionnalité du virus. Il a
été montré que certains d’entre eux influencent la mise en conformation de E1 et E2,
mais également l'entrée virale, la neutralisation par des anticorps et I'accessibilité de
CD81 a son site de liaison sur E2 (Falkowska et al, 2007; Goffard et al., 2005; Helle et al,,
2007). Ces travaux ont été réalisés en utilisant le modele des VHCpp, qui ne reflete pas
de maniere stricte I'état de glycosylation de E1 et E2 lorsque toutes les protéines virales
sont exprimées. En effet, dans le contexte des VHCpp, et donc en I'absence des autres
protéines du VHC, les particules virales sont assemblées dans un compartiment post-
Golgi (Sandrin et al, 2005). Par contre, il semble que I'assemblage des VHCcc ait lieu au
niveau du RE. Cette dissemblance induit des différences notables entre les VHCpp et les
VHCcc, notamment en terme d’interaction protéine-protéine mais également dans la

maturation des glycanes (Vieyres et al., 2010). C’est pourquoi plus récemment, Helle et
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collaborateurs ont étudié le réle des glycanes de E1 et E2 dans le systeme des VHCcc.
Grace a cette étude, ils ont pu confirmer leur importance durant le processus d’entrée,
mais aussi leur attribuer d’autres réles, au cours de 'assemblage et pour l'infectivité des
particules virales notamment (Helle et al, 2010). Une autre étude du laboratoire
démontre 'importance de la glycosylation des glycoprotéines d’enveloppe au cours du
cycle viral en utilisant les VHCcc. En 2007, Delgrange et collaborateurs ont en effet
montré qu'une mutation d’adaptation consistant en l'abolition du sixieme site de
glycosylation de E2 (en position 532) augmente l'infectiosité du virus (Delgrange et al,
2007).

La glycosylation de E1 et E2 joue donc un rdle majeur dans le cycle viral du VHC,
ce qui en fait une bonne cible thérapeutique. Plusieurs études ont par exemple montré
que les lectines, ligands spécifiques des glycanes présents a la surface des particules
virales, peuvent inhiber 'infection par le VHC (Bertaux et al., 2007; Helle et al., 2006;
Meuleman et al., 2011). Helle et collaborateurs ont publié une telle stratégie qui s’est
montrée efficace dans l'inhibition de l'infection par le VHC (Helle et al, 2006). Ils ont
montré qu’'une lectine issue de procaryotes, la cyanovirin-N, empéche I'infection par les
VHCpp et les VHCcc en bloquant l'interaction entre E2 et CD81. Plus récemment, une
autre lectine a été testée et présente ce méme effet d’inhibition de l'infection: la
griffithsin (Meuleman et al., 2011). Les auteurs sont toutefois allés un peu plus loin dans
la caractérisation de ce nouvel inhibiteur, puisqu’en plus de I'avoir testé in vitro dans le
contexte de cellules infectées par des VHCpp et des VHCcc, 'effet de la griffithsin a été
évalué sur l'infection de souris au foie humanisé. Bien que de maniere moins
spectaculaire qu’in vitro, ils ont montré que la griffithsin inhibe I'infection in vivo. Cette
étude montre également que cette lectine bloque la transmission de cellule a cellule du
VHC, renfor¢ant plus encore son potentiel thérapeutique. Cibler la glycosylation des
glycoprotéines d’enveloppe se révele donc efficace pour bloquer l'infection par le VHC.
Cette stratégie est d’ailleurs également probante dans le cas de l'infection par d’autres

virus, dont le VIH (Balzarini, 2007).
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2. Les acteurs cellulaires

a) Les molécules d’attachement

+* Les lectines

Les lectines L-SIGN>3 sont retrouvées a la surface des cellules endothéliales qui
bordent les capillaires sinusoides du foie et les lectines DC-SIGN>* a la surface des
cellules dendritiques et de certains macrophages. Ce sont des lectines de type C qui sont
par contre absentes de la surface des hépatocytes. D’ailleurs, il a été montré qu’elles ne
permettent pas I'entrée des VHCpp et des VHCcc (Lai et al, 2006), ne constituant donc
pas des récepteurs spécifiques du VHC. Pourtant, des interactions directes avec les
lectines L-SIGN et DC-SIGN ont été décrites pour des formes sE2, des VHCpp, ainsi que
des particules virales issues de sera de patients infectés (Gardner et al., 2003; Lozach et
al, 2004; Pohlmann et al,, 2003). Egalement, il est décrit qu’elles interagissent avec les
structures glycaniques d’autres pathogenes (Koppel et al, 2005). Récemment, ces
lectines ont été impliquées dans la transmission du VHC de cellules non-permissives (en
I'occurrence des cellules B) a des cellules permissives (des hépatocytes) (Stamataki et
al., 2009).

Les cellules exprimant les lectines L-SIGN et DC-SIGN sont retrouvées a proximité
des hépatocytes. L'interaction entre ces lectines et les structures glycaniques portées
par le virus servirait a concentrer les particules virales a proximité des hépatocytes et
pourrait ainsi contribuer a I'établissement d’une infection persistante.

En 2003, une autre lectine de type C a été proposée en tant que récepteur du
VHC : le récepteur aux asialoglycoprotéines (Saunier et al, 2003). Cette étude présente
en effet une interaction entre cette lectine, majoritairement présente a la surface des
hépatocytes, et une forme sE2 produite en cellules d’insectes. Cependant, la
confirmation de cette observation dans un autre systeme n’a jamais été montrée et
semble nécessaire puisque la production en cellules d’insectes peut induire des
différences dans le profil de glycosylation de E2 et donc biaiser la reconnaissance par les

lectines.

33 Liver/lymph node-Specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin
54 Dendritic-Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin
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% Les GAGs

Les GAGs servent de molécules d’attachement ou de récepteurs d’entrée a de
nombreux virus, dont des membres de la famille des Flaviviridae tels que les virus de la
dengue et de la fievre jaune (Chen et al, 1997; Germi et al.,, 2002b; Spillmann, 2001). IIs
comprennent plusieurs molécules aux caractéristiques structurales variables. Parmi
elles, 'héparane sulfate, présent a la surface des cellules hépatocytaires, a été montré
comme impliqué pendant le processus d’entrée du VHC. En effet, plusieurs études
décrivent que les héparanes sulfates et 'héparinase, une enzyme qui les dégrade,
bloquent I'attachement du virus aux cellules (Barth et al, 2006; Basu et al., 2007; Germi
et al, 2002a; Koutsoudakis et al., 2006). Il a également été montré que ’héparine, un
homologue des héparanes sulfates, peut lier sE2 (Barth et al, 2003; 2006). Afin de
préciser le role joué par les GAGs dans I'entrée virale, des expériences de cinétiques a 4
et 37°C ont été réalisées et ont montré qu’ils interviennent lors de I'attachement du
virus aux cellules, ne constituant pas des récepteurs d’entrée proprements dits du VHC
(Koutsoudakis et al, 2006; Zeisel et al, 2007). Récemment, une interaction entre
I’héparine et les glycoprotéines d’enveloppe de particules virales infectieuses extra et
intracellulaires a été décrite (Vieyres et al., 2010). Toutefois, les domaines précis des
glycoprotéines d’enveloppe impliqués dans cette interaction ne sont pas connus. Il a été
suggéré que la région HVR1 de E2 pourrait jouer ce role (Penin et al., 2001). Dans ce
sens, un peptide synthétique correspondant a la séquence de HVR1 présente une forte
affinité pour I’héparine et des anticorps dirigés contre le domaine HVR1 de E2 peuvent
inhiber l'interaction entre E2 et I'héparine (Barth et al, 2006; Basu et al,, 2007). Aussi,
I’ApoE est connue pour étre un ligand des GAGs. Connaissant la composition des LVP et
sachant qu'ApoE est associée aux particules virales (Chang et al., 2007), on ne peut pas
exclure que l'interaction entre le virus et les héparanes sulfates soit médiée par ApoE.
C’'est d’ailleurs ce que montre une étude récente (Jiang et al, 2012). Entre autre, des
expériences de liaison a 'héparine ont été réalisées in vitro. De maniéere intéressante,
des mutants de ApoE n’interagissant plus avec I'héparine ne permettent pas de
restaurer linfection par des VHCcc dans des cellules Huh-7.5 qui, apres ARN
interférence, n’expriment plus de ApoE endogene. Cela suggere que ApoE est le

meédiateur de I'attachement des LVP a la cellule.
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%* Le LDL-R

Comme déja évoqué, le VHC circule sous forme de LVP dans le sang des patients
infectés (Andre et al., 2002). Ainsi, par I'intermédiaire de sa partie lipoprotéique, le VHC
pourrait utiliser le LDL-R pour se fixer aux cellules. En effet, le LDL-R est exprimé a la
surface des hépatocytes et interagit avec les ApoB et APoE a la surface des lipoprotéines
afin de réguler le métabolisme des lipides. C’est en 1999 que le LDL-R a pour la premiere
fois été montré comme impliqué dans l'infection par le VHC (Agnello et al, 1999).
Depuis, de nombreuses études ont confirmé son réle dans I'attachement des particules
virales aux cellules (Germi et al., 2002a; Martin et al.,, 2008; Molina et al., 2007; Owen et
al, 2009). En effet, des anticorps anti-LDL, anti-VLDL, anti-LDL-R, anti-ApoB et anti-
ApoE bloquent I'entrée du VHC. Récemment, des expériences d’ARN interférence ont
montré que la diminution de I'expression du LDL-R inhibe I'entrée de VHCcc dans les
cellules (Albecka et al., 2012; Owen et al., 2009). Enfin, Molina et collaborateurs ont
publié en 2007 qu'’il existe une corrélation entre 'accumulation d’ARN viral dans les
cellules, 'expression du LDL-R et 'entrée des LDL (Molina et al., 2007). Le role exact du
LDL-R dans le cycle viral reste néanmoins controversé. En 2007, Andreo en
collaborateurs ont étudié I'effet de la lipoprotéine lipase sur l'infection par le VHC. Cette
enzyme hydrolyse les triglycérides des VLDL et génére des lipoprotéines de densité
intermédiaire. Leurs résultats montrent qu’en présence de cette enzyme, I'attachement
du virus aux cellules est favorisé, alors que l'infection par le VHC est inhibée (Andréo et
al, 2007). En corrélation avec ces résultats, une étude récente suggere également que
I'entrée médiée par le LDL-R conduirait a une voie non-productive (Albecka et al., 2012)
(Figure 13). Ce travail propose également un réle du LDL-R dans I'étape de réplication
du virus. Dans ce sens, une étude tres récente a montré que l'inhibition de I'expression
du LDL-R (par ARN interférence) n’affecte pas I'attachement des VHCcc a la surface des
cellules mais a un effet inhibiteur important sur I'infection, suggérant que cette molécule
serait nécessaire a une étape du cycle viral autre que celle de I'attachement (Jiang et al,

2012).
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b) Les récepteurs d’entrée du VHC

** La tétraspanine CD81

- La structure de CD81: CD81 est une protéine de 26 kDa appartenant a la famille des

tétraspanines. En tant que telle, CD81 est composée de : quatre TM, une petite (la SEL>?)
et une grande boucle extracellulaire (la LEL®®), ainsi que trois courtes régions
cytoplasmiques (Charrin et al, 2009b; Levy & Shoham, 2005b) (Figure 16 A). Dans la
LEL se trouve un motif conservé de trois résidus (CCG) engagé dans la formation de
ponts disulfures importants pour la structuration de la LEL. Les tétraspanines peuvent
étre modifiées post-traductionnellement, soit par glycosylation ou soit par
palmitoylation (Levy & Shoham, 2005b). Contrairement a d’autres membres de cette
famille, CD81 n’est pas glycosylée. Elle est par contre palmitoylée. CD81 possede en effet
huit cystéines juxtamembranaires palmitoylables. Une étude a montré que la mutation
d’au moins six de ces résidus est nécessaire a la dépalmitoylation de CD81, indiquant
ainsi que plusieurs cystéines juxtamembranaires sont modifiées (Delandre et al.,, 2009;
Zhu etal, 2012) (Figure 16A).

Une structure de la LEL de CD81 a été publiée en 2001 (Kitadokoro et al.,, 2001).
Les auteurs ont obtenu un dimere de LEL de CD81 cristallisé, au sein duquel chaque LEL
est composée de cing hélices a, notées a, b, ¢, d et e (Figure 16B). Dans ce modeéle, deux
hélices antiparalleles (a et e) en continuité avec les TM3 et 4 forment le « pied » de la
LEL, alors que les hélices b, c et d constituent sa « téte». La « téte » est stabilisée par la
présence de ponts disulfures, qui sont au nombre de deux dans CD81. La spécificité de
chaque tétraspanine réside plutot au niveau des hélices c et d, qui présentent la plus
grande variabilité de séquence (Seigneuret, 2001; Stipp et al, 2003b). Cette année, une
deuxieme étude s’est attachée a étudier la structure de la LEL de CD81, sous forme de
monomere en solution et par RMN cette fois (Rajesh et al, 2012). Dans ce travail, les
auteurs proposent que I'hélice d soit un domaine tres dynamique. Sa dynamique
structurale permettrait notamment a CD81 de lier efficacement E2 au niveau des

différentes régions de la glycoprotéine impliquées dans l'interaction. La flexibilité de

5 Small Extracellular Loop
%6 Large Extracellular Loop
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I’hélice d pourrait en effet permettre a la LEL de se mouler contre E2 de facon a obtenir

la meilleure affinité possible.

axfracelulaine

intraceluiaine

€ - )
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Figure 16 : La tétraspanine CD81

A) Représentation schématique de CD81 (d’apres Delandre et al., 2009). CD81 posséde quatre TM (TM1
a 4), une petite boucle extracellulaire (SEL) et une grande (LEL), et des queues cytoplasmiques N- et C-
terminales présentant des cystéines juxtamembranaires conservées. La LEL, formée par cinq hélices « (a
a e) (d’apres Kitadokoro et al, 2001) contient un motif CCG conservé qui forme deux ponts disulfures
avec d’autres cystéines localisées dans la LEL. C cystéine ; G = glycine. B) Structure des hélices a de la
LEL. a et e forment un « pied » coiffé par b, c et d, trois hélices qui forment la « téte » de la LEL. Le
domaine variable (hélices c et d) est représenté en rouge (d’aprés Seigneuret et al., 2001).

- L’'identification de CD81 en tant que facteur d’entrée du VHC: CD81 a pour la

premiere fois été proposée comme 'un des récepteurs d’entrée du VHC en 1998 (Pileri
et al., 1998). Pour cela, les auteurs ont utilisé une banque d’ADNc générée a partir d’'une
lignée capable de lier une forme sE2, en I'occurrence une lignée de cellules T appelée
Molt-4. Apres l'identification de CD81 en tant que molécule médiant I'interaction entre
sE2 et les cellules, les auteurs ont montré que cette interaction est spécifiquement
inhibée par des anticorps anti-CD81, mais également qu'une forme soluble de la LEL de
CD81 (sLEL) peut lier sE2. Des expériences de neutralisation de l'interaction par du
sérum de chimpanzés vaccinés avec la sE2 ont montré que les anticorps produits in vivo
chez I'animal pouvaient bloquer l'interaction entre sE2 et CD81. Plus tard, en utilisant la
sE2 ou les VHCpp, il a été confirmé que cette interaction est spécifique de CD81 en
testant la liaison de E2 a d’autres tétraspanines, notamment CD9, CD63 et CD151 (Flint
etal, 1999; Zhang et al., 2004).
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Le role de CD81 en tant que récepteur du VHC a été confirmé ensuite dans les
systemes des VHCpp et VHCcc. Ainsi, il a été montré que I'entrée du virus est inhibée en
présence d’anticorps anti-CD81 ou de sLEL (Bartosch et al., 2003c; Cormier et al, 2004;
Hsu et al, 2003; Lavillette et al, 2005b; Lindenbach et al, 2005; Wakita et al, 2005;
Zhang et al., 2004; Zhong et al., 2005). Aussi, dans des expériences d’ARN interférence
de CD81, I'étape d’entrée est également inhibée, en utilisant les VHCpp, VHCcc ou des
particules issues de sera de patients infectés (Jiang et al, 2012; Koutsoudakis et al,
2007; Molina et al., 2008; Zeisel et al, 2007; Zhang et al., 2004)). Plus récemment, dans
un modele de souris au foie humanisé, Meuleman et collaborateurs ont montré que des
anticorps anti-CD81 peuvent protéger de I'infection in vivo (Meuleman et al., 2008).

Il semble que l'affinité de sE2 pour CD81 dépende du génotype dont est issu E2
(Roccasecca et al., 2003; Shaw et al.,, 2003). Cependant, plusieurs études rapportant des
expériences en systeme VHCpp et VHCcc ont montré que CD81 est nécessaire a
'infection par tous les génotypes du VHC testés (Gottwein et al, 2009; Lavillette et al,
2005b; McKeating et al, 2004). Comme déja abordé, la mise en conformation de E2
nécessite la présence de E1 (Brazzoli et al, 2005; Cocquerel et al, 2001). Aussi, E2
exprimé seule n’est pas reconnue par un anticorps conformationnel et n’interagit que
faiblement avec CD81 (Cocquerel et al., 20033, b). Cela pourrait expliquer pourquoi les
résultats en biochimie ne refletent pas parfaitement l'interaction réelle entre CD81 et

E2.

- Les régions de E2 et CD81 impliquées dans l'interaction: les régions de E2

importantes pour l'interaction ont été identifiées (Figure 15). Plus précisément, les
résidus impliqués sont situés dans deux régions du domaine DI de E2 (Drummer et al,
2006; Owsianka et al, 2006). Une troisieme région a été suggérée et se situe au sein du
DIII de E2 (Yagnik et al., 2000). D’ailleurs, des substitutions d’alanines dans cette région
affectent I'attachement de E2 a CD81 (lacob et al, 2008). Il est intéressant de noter que,
dans le modele de l'ectodomaine de E2 de Krey et collaborateurs, ces trois régions
impliquées dans l'interaction avec CD81 se retrouvent proches les unes des autres (Krey
et al, 2010). 11 a également était rapporté un role des régions variables de EZ2.
Notamment, en association avec HVR2, la région HVR1 pourrait moduler 'interaction

entre E2 et CD81 (Roccasecca et al., 2003).
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Réciproquement, des études ont été menées afin d’identifier les résidus de CD81
importants pour l'interaction avec E2. Dés 1998 et I'identification de CD81 en tant que
récepteur du VHC, la LEL avait été identifiée comme le domaine responsable de
'interaction avec E2 (Pileri et al, 1998). Plus tard, cette observation sera confirmée
dans plusieurs études, notamment grace a l'utilisation de chimeres CD81/CD9 puisque
la LEL de CD81 dans le contexte du CD9 suffit a rendre permissive la lignée HepG2, une
lignée d’origine hépatique dépourvue de CD81 et naturellement résistante a l'infection
par le VHC (Zhang et al., 2004). Des études ont également montré que les deux ponts
disulfures de la LEL de CD81 sont nécessaires a la reconnaissance de E2 (Drummer et
al., 2002; Petracca et al,, 2000). Il est aussi rapporté que les formes dimériques de CD81
sont plus efficaces dans l'interaction avec E2 que les formes monomériques (Drummer
et al, 2002; 2005; Nakajima et al, 2005). De maniere plus précise, les acides aminés
impliqués dans la liaison de CD81 a E2 ont été étudiés. L'importance du résidu 186 a été
proposée en 2000 (Higginbottom et al, 2000). Alors que la LEL de CD81 humain
interagit avec sE2, ce n’est pas le cas pour la LEL de CD81 issu du singe vert d’Afrique.
Par comparaison de séquences puis mutagenese, les auteurs ont montré que le
remplacement de ce résidu dans la séquence de la LEL humaine abolit I'interaction LEL-
sE2. Il a été confirmé pus tard que cet acide aminé est important, tout comme trois
autres résidus également situés au niveau des boucles c et d (acides aminés 162, 182,
284) de la LEL de CD81 (Drummer et al, 2002). De maniere intéressante, dans des
expériences de compétitions avec de petits peptides mimant I'hélice d de la LEL de
CD81, l'interaction entre CD81 et sE2 a pu étre inhibée (VanCompernolle et al., 2003).
De la méme fagon que pour les formes sE2 par rapport au contexte naturel, des travaux
rapportent que l'utilisation de la LEL de CD81 ne reflete pas forcément le comportement
de la protéine entiére dans les études de liaison a E2 (Bertaux & Dragic, 2006; Drummer
et al., 2005; Flint et al, 2006). Ainsi, certaines mutations influencant l'interaction entre
CD81 et la sE2 révelent n’avoir que peu ou pas de conséquence lors de I'infection par les
VHCpp. C’est le cas pour la mutation des résidus 182, 184 et 186 de la LEL par exemple.
Concernant CD81, un exemple pouvant illustrer les différences observées quant a
l'utilisation de LEL recombinante ou de protéine entiere est celui du CD81 de souris. En
effet, la LEL du CD81 murin n’inhibe pas 'infection par les VHCpp alors que la protéine
CD81 entiere d’origine murine est capable de partiellement restaurer l'infection par les

VHCpp dans des cellules hépatiques (Flint et al, 2006; Rocha-Perugini et al., 2009).
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Outre la LEL, des études suggerent l'importance d’autres domaines de CD81 dans
I'infection par le VHC, comme par exemple la région C-terminale, certaines cystéines
palmitoylées, la SEL ou encore les TM3 et 4 (Bertaux & Dragic, 2006; Masciopinto et al.,
2001; Montpellier et al, 2011). Toutefois, la LEL semble le déterminant majeur de
'infection puisqu’une chimere constituée de la LEL de CD81 humaine dans le contexte
de la protéine CD9, naturellement incapable de médier l'infection par le VHC, confere la

susceptibilité aux VHCpp a des cellules HepG2 (Zhang et al., 2004).

- L'importance du niveau d’expression de CD81 : il semble que le niveau d’expression

de CD81 soit déterminant dans la susceptibilité des lignées cellulaires a I'infection par le
VHC. Par exemple, les lignées hépatiques HepG2 et HH29 n’expriment pas CD81 et sont
résistantes a l'infection par le virus. De maniére intéressante, il a été montré que cette
résistance a l'infection est directement corrélée a I'absence de CD81 puisque
'expression ectopique de cette tétraspanine suffit a rendre ces deux lignées susceptibles
a l'infection par les VHCpp et VHCcc ((Bartosch et al.,, 2003a; Cormier et al.,, 2004; Hsu et
al, 2003; Lavillette et al., 2005b; Lindenbach et al., 2005; Zhang et al., 2004)). En 2007,
deux études ont également correlé la résistance aux VHCpp et VHCcc de sous clones de
cellules Huh-7 a la faible, voire indetectable, expression de CD81 ((Akazawa et al., 2007;
Koutsoudakis et al., 2007). Parmi ces clones cellulaires, les Huh-7-Lunet ont par exemple
été rendues permissives a l'infection via I'expression ectopique de CD81 ((Koutsoudakis
et al., 2007)). Dans cette étude, il est méme suggéré qu’'un seuil minimal d’expression de
CD81 soit necéssaire a l'entrée du VHC. Ce seuil a ainsi été estimé a 7.10%
molécules/cellule. Plus récemment, une lignée cellulaire dépourvue de CD81 a été
générée sur la base de sa résistance a l'infection : la lignée Huh-7w7 ((Rocha-Perugini et
al, 2009)). Cette lignée confirme 'importance du niveau d’expression de CD81 pour
I'infection et s’avere trés utile dans les études de complémentation par des protéines
CD81 d’autres especes, chimeriques ou mutées ((Montpellier et al, 2011; Rocha-

Perugini et al,, 2009)).

- La place de CD81 dans la cinétique d’entrée virale : au cours du cycle viral, CD81

semble intervenir apres l'attachement des particules virales a la surface cellulaire. En
effet, des expériences de cinétique consistant en l'incubation du virus a 4°C, afin de

permettre la liaison du virus a la surface de la cellule, suivie d'un transfert a 37°C, qui
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permet I'entrée du virus, ont largement été réalisées. Ces études ont permis de montrer
que des anticorps anti-CD81 sont capables de bloquer l'entrée des VHCpp et VHCcc
lorsqu'’ils sont ajoutés apres le transfert a 37°C (Cormier et al., 2004; Evans et al,, 2007;
Koutsoudakis et al., 2006; Zeisel et al., 2007). D’ailleurs, méme ajoutés jusqu’a 1h apres
le transfert a 37°C, les anticorps dirigés contre CD81 inhibent toujours 50% de
I'infection par des VHCcc (Koutsoudakis et al, 2006), ce qui suggere que 50% des
particules virales sont entrées apres 1h d’incubation a 37°C. Les t1,2 de l'effet inhibiteur
des anticorps sur l'entrée des VHCpp et VHCcc ont également été calculés et sont
respectivement de 17 et 18 min (Bertaux & Dragic, 2006; Evans et al, 2007).
Récemment, ces données ont été confirmées dans des expériences d’ARN interférence.
En effet, selon I'étude de Jiang et collaborateurs, 1'absence d’expression de CD81 en

surface ne bloque pas I'attachement des VHCcc aux cellules (Jiang et al., 2012).

- Le role joué par CD81 au cours de l'entrée virale: CD81 est donc clairement

impliquée au cours du cycle viral. Elle interagit avec E2 et joue un role apres I'étape
d’attachement du virus a la cellule. Bien qu'une équipe ait récemment publié un role
additionnel de CD81 dans la réplication du VHC (Zhang et al, 2010), cette tétraspanine
reste trés majoritairement décrite pour son importance lors de I'étape d’entrée du virus.
Cependant, le role précis joué par cette tétraspanine doit encore étre élucidé.

En 2008, une étude a rapporté un role de CD81 dans l'activation de voies de
signalisation cellulaire (Brazzoli et al, 2008). Les auteurs ont étudié l'effet de
I’engagement de CD81, par des anticorps anti-CD81 et des formes recombinantes E2 ou
E1E2, dans I'activation des membres de la famille des Rho GTPases, ainsi que de la voie
MAPK?>7. Ainsi, ils ont pu conclure que I'engagement de CD81 par le virus induit des
réarrangements de l'actine via l'activation des Rho GTPases. Ces réarrangements
d’actine semblent nécessaires a la migration du complexe E2-récepteur jusqu’aux
jonctions serrées des cellules infectées et essentiels a ’entrée du virus. Dans cette étude,
il est également montré que I'engagement de CD81 déclenche I'activation de la voie
MAPK, qui semble nécessaire a des événements plus tardifs du cycle viral. Ainsi, a la
maniere de nombreux autres virus, il semble que via CD81, le VHC utilise les voies de

signalisation de la cellule hote a I'avantage de son cycle viral.

57 Mitogen-Activated Protein Kinase
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Il a été rapporté récemment que CD81 pourrait préparer les particules virales en
vue du processus de fusion. Comme déja évoqué, la fusion des membranes cellulaires et
virales dans les endosomes nécessite une acidification du pH. Pourtant, les particules
virales libres ne sont pas sensibles au traitement par pH acide, ce qui suggere qu’au
cours du processus d’entrée, un ou plusieurs récepteurs préparent la particule virale a
devenir sensible au pH acide afin que le changement de conformation des
glycoprotéines d’enveloppe nécessaire a la fusion ait lieu. Sharma et collaborateurs ont
montré que la LEL de CD81 est responsable de cela (Sharma et al, 2011). En effet, le pré-
traitement du virus avec de la LEL de CD81 entraine un changement de conformation de
E1 et E2 a la surface du virus et augmente l'infectivité, suggérant que CD81 confere au
virus sa susceptibilité au pH acide des endosomes.

Le role de CD81 dans l'entrée du VHC semble également lié a sa capacité a
interagir avec CLDN-1, une autre protéine nécessaire a I'entrée du VHC dans les cellules
(Harris et al., 2008; Mee et al., 2009). D’ailleurs, des mutations au sein de CLDN-1 qui
abolissent son interaction avec CD81 rendent également ce co-récepteur résistant a
I'entrée du virus. A I'inverse, des mutations qui rendent CLDN-7 capable d’interagir avec
CD81 permettent I'entrée des VHCpp, alors que la protéine CLDN-7 n’est pas active
naturellement en tant que récepteur du virus (Harris et al., 2010). Aussi, des expériences
de FRET?®8 réalisées en paralléle d’infections par des VHCcc ont montré que les anticorps
anti-CLDN-1 capables de bloquer I'entrée du VHC empéchent I'interaction entre CLDN-1
et CD81 (Krieger et al., 2010). La formation du complexe CD81-CLDN-1 semble donc
cruciale a I'établissement d'un processus d’entrée efficace.

Il a été rapporté que le VHC utilise deux voies d’entrée dans les cellules. Une voie
via les particules virales sécrétées dans le milieu extracellulaire et la voie dite de
transmission cellule a cellule (Timpe et al, 2008). L'implication de CD81 dans cette voie
de transmission du virus est controversée. En effet, certaines études montrent que le
passage du VHC de cellule a cellule est CD81-indépendant (Jones et al, 2010; Timpe et
al, 2008; Witteveldt et al, 2009), alors que d’autres travaux concluent que CD81 est un
récepteur nécessaire au deux voies d’entrée (Brimacombe et al, 2011; Russel et al,
2008). Des expériences complémentaires seront nécessaires afin de définitivement

distinguer entre ces deux résultats.

%8 Fluorescence Resonance Energy Transfert

94



- CD81 et la spécificité d’espece : CD81 ne semble pas étre le seul facteur déterminant
la restriction d’espece liée a I'infection par le VHC. En effet, les protéines CD81 issues de
diverses especes permettent de restaurer l'infectivité de cellules HepG2, méme si
certaines avaient été montrées comme n’interagissant pas avec la sE2 (Flint et al., 2006).
Ainsi, 'infection par le VHC peut, entre autres, étre médiée par des CD81 provenant du
chimpanzé, du tamarin, du singe vert d’Afrique ou encore de la souris (Flint et al., 2006;
Rocha-Perugini et al,, 2009). Récemment, un article a rapporté que le CD81 de toupaye
peut aussi servir de récepteur au VHC (Tong et al, 2011). En effet, des cellules HepG2
exprimant CD81 issue de toupaye sont infectables par les VHCpp, tout comme les
hépatocytes primaires provenant de cet animal. D’autres évidences sur le fait que CD81
ne suffit pas a définir la spécificité d’espece ont été publiées. Ainsi, la CD81 d’origine
humaine (hCD81) ne permet pas de rendre infectables des souris transgéniques
(Masciopinto et al., 2002). Aussi, les VHCpp n’infectent pas les cellules CHO%® ni des
cellules murines, telles que les NIH-3T3, exprimant la hCD81 (Bartosch et al, 2003a, c;
Cormier et al., 2004; Evans et al, 2007; Lavillette et al, 2005b). En 2009, une étude a
montré que les protéines CD81 et OCLN seraient responsables de la spécificité d’espece
lors de l'infection par le VHC, puisque qu’elles devaient nécessairement étre d’origine
humaine pour médier I'infection (Ploss et al., 2009).

Afin de contourner la spécificité liée a I'espece lors de l'infection par le VHC, une
équipe a récemment adapté le virus au CD81 murin (mCD81) (Bitzegeio et al, 2010).
Trois mutations dans la séquence des glycoprotéines d’enveloppe ont ainsi permis aux
auteurs de générer des particules virales capables d’infecter des cellules NIH-3T3

n’exprimant aucun facteur d’entrée d’origine humaine.

% Le récepteur SRB1

SRB1 est une protéine membranaire hautement glycosylée, exprimée au niveau
du foie et des tissus stéroidogéniques. Elle se compose de deux courtes queues
cytoplasmiques, deux TM et une large boucle extracellulaire (Rhainds & Brissette, 2004)
(Figure 17).

Le récepteur SRB1 est largement impliqué dans le métabolisme lipidique

puisqu’il est responsable du transfert bidirectionnel des lipides. Ses ligands
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physiologiques sont notamment les HDL, LDL, VLDL mais également des
apolipoprotéines telles que ApoE et ApoB. SRB1 a la particularité d’extraire
sélectivement le cholestérol contenu par ses substrats sans recourir a l'internalisation
des lipoprotéines entieres. De plus, le transport est bidirectionnel car SRB1 médie
également la sortie du cholestérol de la cellule vers les lipoprotéines ou d’autres tissus

(Rhainds & Brissette, 2004).

extroce ke
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Figure 17 : Structure du récepteur SRB1
(d’apreés Cocquerel et al., 2006)

Le récepteur SRB1 est composé de deux TM, deux queues cytoplasmiques et une grande boucle
extracellulaire. Cette boucle extracellulaire contient neuf sites potentiels de N-glycosylation (en vert) et
six cystéines (en violet). SRB1 est palmitoylé au niveau de deux cystéines juxtamembranaires de
I'extrémité C-terminale.

SRB1 est la deuxiéeme molécule, aprées CD81, a avoir été identifiée comme
récepteur potentiel du VHC. En effet, c’est en 2002 que Scarselli et collaborateurs ont
rapporté son interaction avec la sE2, dépendamment de la région HVR1 de la
glycoprotéine d’enveloppe (Scarselli et al, 2002). Une étude plus récente a montré
qu’'une région constituée des acides aminés 70 a 87 ainsi qu’'un résidu en position 210
sont responsables de cette interaction (Catanese et al, 2010). Le rdle joué par ce
récepteur dans I'entrée du virus a pu ensuite étre confirmé grace aux VHCpp et VHCcc.
Des anticorps anti-SRB1 ainsi que 'inhibition de son expression par ARN interférence
bloquent I'entrée des particules virales pseudotypées ou produites en culture cellulaire
(Bartosch et al,, 2003a; Catanese et al., 2007; 2010; Dreux et al., 2009; Jiang et al., 2012;
Kapadia et al.,, 2007; Lavillette et al.,, 2005b; Zeisel et al., 2007). Ainsi, il a été montré que
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'interaction entre SRB1 et les VHCpp ou du virus issu de patients infectés peut étre
bloquée par des anticorps anti-E2 (Grove et al., 2007). Ce résultat reste cependant
controversé puisque d’autres expériences, utilisant du virus provenant de sera de
patients infectés et des cellules CHO exprimant SRB1, rapportent que ni des anticorps
anti-E2 ou anti-E1 ni des anticorps anti-HVR1 n’ont la capacité de bloquer la liaison
SRB1-virus, alors que des lipoprotéines (particulierement des VLDL) peuvent empécher
cette interaction. Cela suggere que l'interaction avec SRB1 aurait plutot lieu grace a la
partie lipoprotéique des LVP (Maillard et al, 2006). Outre des expériences d’'inhibition,
la surexpression a également permis de montrer I'importance de SRB1 dans I'entrée du
VHC (Grove et al.,, 2007). En effet, la surexpression de SRB1 et de SRB2, une isoforme de
SRB1, permet d’augmenter 'infection par des VHCcc.

Des expériences de cinétiques ont montré que SRB1 intervient apres l'étape
d’attachement du virus, probablement en coopération avec CD81 (Zeisel et al, 2007).
En effet, des cinétiques d’inhibition par des anticorps anti-CD81 et anti-SRB1 présentent
des résultats tres proches, indiquant un réle presque simultané des deux co-récepteurs.
Cependant, il a été montré que les VHCcc sont capables de s’attacher a des cellules CHO
exprimant SRB1 mais pas a des cellules exprimant CD81, ce qui suggere que les
particules virales rencontrent d’abord SRB1 puis CD81 lors de 'entrée virale (Evans et
al., 2007).

Certains ligands naturels de SRB1 influencent I’entrée virale. C’est tout d’abord le
cas des HDL qui favorisent l'entrée des VHCpp et VHCcc, et ce en lien avec une
augmentation de l'activité de transfert lipidique du récepteur. Aussi, les HDL peuvent
avoir un role de protection contre les anticorps neutralisants (Bartosch et al, 2005;
Dreux et al, 2006; Voisset et al, 2005; 2006). Les LDL oxydées (LDLox), LDL modifiées
apres un stress oxydatif par exemple, sont également un ligand naturel du VHC. Mais, a
I'inverse des HDL, les LDLox diminuent I'infection par les VHCpp et VHCcc (Hahn et al,
2006). De la méme facon, l'infection peut étre inhibée par l'apolipoprotéine sérum
amyloide A (SAA) (Cai et al, 2007; Lavie et al, 2006). La SAA est produite dans le foie a
la suite de dommages tissulaires ou d’'une inflammation (Uhlar & Whitehead, 1999) et
pourrait ainsi contribuer a la protection de 'hote.

Il semble donc que SRB1 intervienne de deux maniéres au cours du processus
d’entrée virale: 1) en interagissant avec les LVP a la surface des cellules, 2) via son

activité de transfert lipidique qui influence cette étape (Dreux et al, 2009). En accord
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avec cette observation, il a été montré que les régions de SRB1 impliquées dans
I'interaction avec la particule virale sont différentes de celles engagées lors de la liaison
a ses ligands physiologiques (Catanese et al., 2010). En effet, il a été montré que des
mutants de SRB1 qui n’'interagissent plus avec sE2 et ne sont plus capables de restaurer
'infection, gardent toutefois la capacité a fixer les HDL. Dans ce sens également, I'étude
de von Hahn rapporte que les LDLox inhibent I’entrée du virus sans affecter la capacité
de SRB1 a lier sE2 (Hahn et al, 2006). Aussi, une étude trés récente a démontré que
SRB1 joue de multiples fonctions dans 'entrée du VHC: une fonction d’attachement
dépendante des lipoprotéines associées au virus qui permet de le capturer a la surface,
une fonction d’acces qui médie 'entrée des particules virales et enfin une fonction
facilitatrice de 'entrée qui est la seule qui soit dépendante de 'interaction avec E2 (Dao
Thi et al, 2012). D’ailleurs, une autre étude récente a rapporté un role de SRB1 apres
'attachement du virus a la surface cellulaire (Zahid et al., 2012). Les auteurs ont montré
que cette fonction est indépendante de la liaison a E2 et serait plutdt liée a 'activité de
transfert lipidique de SRB1.

Enfin, plusieurs études révelent que SRB1 joue un réle important au cours de la
transmission de cellule a cellule du VHC (Brimacombe et al., 2011; Meuleman et al,,
2012). Dans l'une de ces études, un anticorps monoclonal dirigé contre SRB1 a été
généré et, en plus de bloquer les deux voies d’entrée du virus, il est capable de protéger
in vivo des souris au foie humanisé (Meuleman et al,, 2012). Egalement, I’étude de Zahid
et collaborateurs suggere que le role de SRB1 au cours de la transmission de cellule a
cellule serait moins lié a sa capacité a lier E2 qu’a ses fonctions post-attachement (Zahid
et al, 2012). Ces résultats témoignent donc de l'importance du rdle joué par ce
récepteur au cours de I'entrée virale mais encourage également a considérer 'intérét de

cibler SRB1 pour de futures stratégies thérapeutiques.

+* Les claudines

Les claudines sont des protéines transmembranaires constitutives des jonctions
serrées (T]®9) (Tsukita et al, 2001). Les T] sont des structures particulieres formées par
les membranes de deux cellules adjacentes (Figure 18). Elles constituent des barrieres

paracellulaires responsables de I'étanchéité des épithéliums, en permettant le passage
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sélectif des solutés d’'un compartiment a 'autre. Egalement, les TJ limitent la diffusion
des lipides et des protéines membranaires et sont donc importantes dans le maintien de
la polarisation cellulaire. Au sein de ces structures, les protéines claudines interagissent
avec d’autres protéines membranaires telles que les occludines, mais également avec
des protéines intracellulaires qui font notamment le lien entre les T] et le cytosquelette.
Ces structures sont importantes dans les mécanismes de protection de I'h6te contre les
pathogeénes, puisqu’elles forment une barriere entre l'extérieur et l'intérieur des
organes. Ce sont aussi des sites privilégiés de certains processus cellulaires tels que
I’endocytose ou la signalisation intracellulaire (Benedicto et al, 2012). Plusieurs études
rapportent que certains pathogenes utilisent ou remanient ces T] a leur avantage afin
d’infecter les cellules hotes. C’est par exemple le cas du virus coxsackie B (CVB) ou de
certains adénovirus qui utilisent CAR®!, une protéine associée aux T], en tant que
récepteur (Gonzalez-Mariscal et al, 2009). Aussi, il a été montré que les rotavirus
pénetrent les cellules via une altération de I'étanchéité des T] (Nava et al, 2004). Au
niveau des hépatocytes, les T] assurent le maintien d'une polarisation complexe (Figure
18). En effet, ces cellules présentent plusieurs poles basolatéraux et apicaux, séparés
par les TJ. Les poles apicaux des hépatocytes adjacents font face aux canalicules biliaires
et sont impliqués dans la sécrétion de la bile, tandis que les poles basolatéraux sont en
contact avec les capillaires sinusoides (véhiculant le sang) et jouent un rdle dans la

sécrétion de différents facteurs tels que les protéines du sérum (Benedicto et al., 2012).

Figure 18 : Représentation schématique de la polarisation des hépatocytes
(d’apreés Benedicto et al., 2012)

La polarisation des hépatocytes est complexe, avec plusieurs membranes basolatérales (en noir) et
apicales (en vert), séparées par les jonctions serrées (T]) (en rouge). Les membranes apicales des
hépatocytes adjacents font face aux canalicules biliaires (CB). Les noyaux des cellules sont
représentés en gris.
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CLDN-1 est composée de deux boucles extracellulaires (EL%21 et EL2), quatre TM
et trois régions intracellulaires (Figure 19A). Particulierement exprimée dans les
hépatocytes et notamment au niveau des T] (Yang et al, 2008), CLDN-1 a été identifiée
comme récepteur impliqué dans I'entrée du VHC en 2007 (Evans et al, 2007). A la quéte
de nouveaux récepteurs du virus, les auteurs ont généré une banque d’ADNc a partir de
cellules hépatiques humaines (les Huh-7.5), qu’ils ont utilisées en transfection dans des
cellules HEK 293T puis dans des expériences d’infection par des VHCpp. Il a également
été montré qu'en plus de CLDN-1, les CLDN-6 et 9 peuvent médier I'entrée du virus.
Cependant ces deux protéines ne sont pas exprimées dans la grande majorité des lignées
cellulaires sensibles a l'infection par le VHC (Meertens et al, 2008; Zheng et al, 2007). A
ce jour, aucune interaction directe n’a été observée entre les glycoprotéines d’enveloppe
virales et CLDN-1 (Evans et al, 2007; Krieger et al., 2010). L’expression de CLDN-1 dans
la lignée HEK 293T suffit a lui conférer la susceptibilité a I'infection par le VHC (Da Costa
et al, 2012; Evans et al, 2007). Avec cette expérience, c’est d’ailleurs la premiere fois
que des cellules d’origine non-hépatique ont été rendues permissives a l'infection.
D’autres équipes ont ensuite réitéré cette expérience en exprimant les CLDN-1, 6 ou 9
dans les cellules HEK (Da Costa et al.,, 2012; Meertens et al., 2008; Zheng et al., 2007).
Alors que la surexpression de CLDN-1 dans les Huh-7.5 ne semble pas influencer le
niveau d’infection par des VHCcc, la réduction de son expression par ARN interférence
I'inhibe fortement (Evans et al, 2007). Aussi, il a été montré récemment que des
anticorps anti-CLDN-1 bloquent l'infection de lignées cellulaires mais également
d’hépatocytes primaires humains (Fofana et al,, 2010; Krieger et al., 2010).

De part des études de cinétiques d’inhibition par des anticorps et des expériences
d’ARN interférence, il apparait que CLDN-1 intervient apres I'étape d’attachement des
particules virales a la surface cellulaire (Evans et al,, 2007; Jiang et al, 2012). Il semble
aussi que CLDN-1 coopeére avec SRB1 et CD81 (Krieger et al., 2010). Le t1/2 nécessaire a
I'inhibition de l'infection par des anticorps anti-CLDN-1 est toute fois plus élevé que
pour des anticorps anti-CD81, suggérant que CLDN-1 est impliquée aprés CD81 dans le
processus d’entrée (Evans et al., 2007; Krieger et al., 2010). Plusieurs études rapportent
I'importance de la EL1 de CLDN-1 dans le processus d’entrée (Evans et al, 2007;
Meertens et al., 2008; Zheng et al., 2007).

62 Extracellular Loop
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A : CLDN-1 B : OCLN

EL1 EL1 EL2

521

Figure 19 : Représentation schématique de la structure de CLDN-1 et OCLN
(d’apres Tsukita et al., 2001)

Bien que leurs séquences en acides aminés soient trés différentes, CLDN-1 (A) et OCLN (B) ont une
organisation structurale comparable : deux boucles extracellulaies (EL1 et EL2), quatre TM et trois
domaines intracellulaires.

A la surface des cellules, CLDN-1 est associée avec plusieurs tétraspanines dont
CD9, CD151 et de maniere intéressante CD81 (Harris et al.,, 2008; Kovalenko et al,, 2007;
Mee et al, 2009). Lorsqu’elle est surexprimée, CLDN-1 interagit avec CD81 a la
membrane cellulaire mais également dans des compartiments intracellulaires, ce qui
suggere une internalisation commune des deux molécules (Yang et al., 2008). D’ailleurs,
une étude récente montre que des sE2, VHCpp et VHCcc induisent la co-endocytose de
CD81 et CLDN-1 (Farquhar et al, 2012). A la membrane, la formation d’'un complexe
CD81-CLDN-1 a été rapportée comme essentielle au processus d’entrée du VHC (Harris
et al, 2010). En effet, des mutations ponctuelles dans la EL1 de CLDN-1 au niveau des
acides aminés 32 et 48 bloquent la capacité de CLDN-1 a la fois a interagir avec CD81,
mais également a médier 'infection. Inversement, les auteurs ont muté ces résidus dans
CLDN-7, qui n’est naturellement pas un récepteur du VHC, lui conférant ainsi la capacité
d’'interagir avec CD81 et de faciliter l'infection. L'importance de la formation du
complexe CD81-CLDN-1 a également été illustrée par le fait que les anticorps anti-CLDN-
1 neutralisant l'infection abolissent l'interaction entre CLDN-1 et CD81 (Krieger et al,
2010). L’'une des hypotheses est que CLDN-1 pourrait moduler I'interaction entre CD81
et les glycoprotéines d’enveloppe. Dans ce sens, il a été montré que des anticorps anti-

CLDN-1 empéchent la liaison de protéines E2 recombinantes et de VCHcc sur des
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cellules permissives. Cela suggére que l'interaction virus-complexe de récepteurs,
nécessaire a l'internalisation des particules virales, est favorisée par I'association de
CLDN-1 a CD81 (Krieger et al., 2010). Cette année, une équipe a réalisé une étude de
prédiction des résidus de CLDN-1 et CD81 impliqués dans leur interaction mutuelle
(Davis et al, 2012). Par des analyses de modélisation et de mutagenese dirigée, ils ont
publié que les acides aminés 149, 152 et 153 de la LEL de CD81 seraient essentiels a son
interaction avec CLDN-1. Comme prédit par des études antérieures, c’est au sein de la
EL1 de CLDN-1 que se situent les résidus importants de CLDN-1. Deux régions
joueraient un role : les résidus 33 a 35 participeraient a l'interaction en stabilisant la
structure de EL1, et les acides aminés 63 et 66 interagiraient directement avec CD81.
Les auteurs ont étudié 'effet des mutations des résidus 32 et 48 dans leur modele et
proposent qu'’ils ne soient pas impliqués directement dans l'interaction avec CD81 mais
qu'ils induisent la formation de structures tertiaires la perturbant fortement.

Puisque CLDN-1 est impliquée dans I'entrée virale et étant donné la polarisation
des cellules hépatiques, la question du réle des molécules de CLDN-1 jonctionnelles dans
I'entrée du VHC a rapidement été posée. Ainsi, il a été proposé que le complexe SRB1-
CD81 puisse migrer vers les T] afin d’interagir avec CLDN-1 (Brazzoli et al, 2008).
D’autres études montrent d’ailleurs qu’il pourrait y avoir une corrélation entre la
permissivité des cellules et la présence de CLDN-1 au niveau des TJ (Liu et al, 2009;
Yang et al,, 2008). Cependant, les évidences convergent plus vers une utilisation de la
CLDN-1 non-jonctionnelle par le VHC. En effet, il a été montré qu'une CLDN-1 mutée
dans son domaine C-terminal, région impliquée dans les interactions avec des protéines
intracellulaires au sein des TJ, conserve ses compétences en tant que récepteur du virus
(Evans et al, 2007). Egalement, il a été rapporté que l'infectivité des VHCpp et des VCHcc
est augmentée lorsque la formation des TJ est inhibée (Mee et al, 2008; 2009). De plus,
des expériences de suivi de particules uniques réalisées avec du virus infectieux marqué
par des sondes fluorescentes montrent que le complexe virus-SRB1-CD81 est acheminé
vers les protéines CLDN-1 non associées aux T] (Coller et al, 2009). Des études sur
plusieurs modeles in vitro ont rapporté que l'infection par le VHC peut altérer l'intégrité
des TJ et dépolariser les cellules (Benedicto et al., 2008; Mee et al., 2010; Wilson et al,
2012). Récemment, Wilson et collaborateurs ont montré que 'endommagement des TJ
favorise une dé-différentiation des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses

non polarisées a la capacité migratoire augmentée, et ce en raison d'une baisse
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d’expression de la cadhérine E, une molécule d’adhésion (Wilson et al, 2012). De
maniere importante, les auteurs proposent que ce mécanisme puisse contribuer a la
formation des carcinomes hépatocellulaires chez les patients chroniquement infectés.
Par ailleurs, la polarisation des hépatocytes est une condition importante a la sécrétion
et ’écoulement de la bile dans les canalicules biliaires. Il est ainsi admis que l'altération
des T] est étroitement liée au développement de la cholestase, une pathologie associée a
une diminution, voire un arrét, de circulation de la bile (Trauner et al, 1998). Le
dysfonctionnement des T] post-infection par le VHC pourrait expliquer les cholestases
observés dans les cas de récidives d’hépatite C chez certains patients (Doughty et al,
1998).

Le role de CLDN-1 au cours du passage du virus de cellule a cellule a été étudié et
il semble que cette protéine soit nécessaire a cette voie de transmission (Brimacombe et
al, 2011; Timpe et al, 2008). Enfin, étant donné le role crucial joué par CLDN-1 au cours
de I'entrée virale, une équipe a étudié le potentiel thérapeutique de plusieurs peptides
mimant une partie de la séquence de CLDN-1 (Si et al.,, 2012). Cette étude a montré que
l'infection par des VHCcc peut étre inhibée par un peptide, et ce sans cytotoxicité in vitro

ni altération de la localisation de CLDN-1.

** OCLN, une autre protéine des TJ

Par une approche de screening d’'une banque d’ADNc provenant de cellules Huh-
7.5, Ploss est collaborateurs ont recherché des genes capables de rendre permissives au
VHCpp des cellules murines (NIH-3T3) exprimant les versions humaines de SRB1, CD81
et CLDN-1 (Ploss et al, 2009). De cette maniere, ils ont identifié une nouvelle protéine
cellulaire impliquée dans l'entrée du VHC: OCLN. Comme CLDN-1, il s’agit d'une
protéine des T], composée de quatre TM, deux boucles extracellulaires (EL1 et EL2) et
trois régions intracellulaires (Figure 19B).

La réduction de l'expression d’'OCLN dans des cellules permissives diminue
considérablement l'infection par des VHCpp et VHCcc, alors que la surexpression de
cette protéine dans des lignées résistantes permet d’augmenter significativement leur
infectabilité (Liu et al.,, 2009; Ploss et al.,, 2009). Des expériences d’ARN interférence ont
également montré que OCLN intervient apres l'étape d’attachement des particules

virales a la surface cellulaire et suggerent qu’elle serait impliquée a une étape tardive du
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processus d’entrée (Benedicto et al, 2009; Jiang et al, 2012). Aussi, ces expériences
montrent que 'absence d’expression de OCLN n’affecte ni le niveau d’expression ni la
localisation de CLDN-1, ce qui suggere que ces deux protéines des T] interviennent
séparément lors de I'entrée virale. Un role de OCLN au cours de la fusion a été proposé
puisque ’ARN interférence de OCLN dans des cellules Huh-7 affecte leur capacité de
fusion avec des cellules HEK 293T exprimant les glycoprotéines d’enveloppe du VHC
(Benedicto et al, 2009). A ce jour, il n’est pas clairement défini si OCLN interagit
directement avec E2. Certaines études le montrent en utilisant des cellules en culture
infectées par les VHCcc ou dans des expériences de pull-down (Benedicto et al., 2008;
Liu et al, 2009), mais des études complémentaires seront nécessaires afin de le
confirmer. Récemment par exemple, il a été montré qu'un mutant de OCLN dépourvu de
la EL2 ne médie plus I'entrée du virus et ne co-immunoprécipite plus E2. Pourtant, dans
cette méme étude, les auteurs ne mettent pas en évidence une interaction entre EL2 et
sE2 (Liu et al, 2010). Il semble que les déterminants de OCLN impliqués dans l'infection
soient situés au niveau de cette EL2 (Ploss et al, 2009). En accord avec cela, I'étude de
Liu et collaborateurs a montré que cette région est indispensable a son acitivité de co-
récepteur pour le virus (Liu et al, 2010). Egalement, il a été rapporté qu'un motif
MARVEL au sein la protéine est indispensable a son réle (Kohaar et al, 2010). Les
auteurs montrent aussi que diverses isoformes de OCLN co-existent dans les cellules
hépatiques et suggerent, par des expériences in vitro, que la diversité des isoformes de
OCLN pourrait contribuer au tropisme du VHC.

En 2009, I'’équipe de Ploss a pour la premiere fois montrer que des cellules
d’origine non-humaine, telles que NIH-3T3 murines, peuvent étre rendues permissive a
I'infection par le VHC via 'expression des quatre récepteurs humains : SRB1, CD81,
CLDN-1 et OCLN (Ploss et al, 2009). Aussi, ils ont proposé que CD81 et OCLN soient les
déterminant de la restriction d’espece du virus. En effet, alors que les protéines SRB1 et
CLDN-1 provenant de la souris sont capables de médier l'infection a des niveaux
comparables aux protéines humaines, CD81 et OCLN (plus précisément sa EL2) doivent
étre d’origine humaine afin de rendre permissives les cellules NIH-3T3. Toutefois, il a
été montré plus tard que OCLN issue de souris permet de restaurer partiellement
I'infection par des VHCcc (Ciesek et al., 2011a). De plus, la mutation de deux acides
aminés dans la EL2 de OCLN (résidus 223 et 224) suffit a rendre la protéine issue de la

souris hautement compétente et inversement, le remplacement de ces deux résidus au
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sein de la protéine humaine affecte sa capacité a médier 'entrée du virus. Enfin, il a
récemment été montré que OCLN provenant du toupaye permet de restaurer l'infection
par des VHCcc a des niveaux comparables a OCLN d’origine humaine dans des cellules
NIH-3T3 exprimant les protéines humaines SRB1, CD81 et CLDN-1, ce qui pourrait a
I'avenir faciliter la construction d’'un modele animal de petite taille et susceptible a
'infection (Tong et al, 2011).

La protéine OCLN semble nécessaire a l'infection directe mais également a la
transmission de cellule a cellule du virus. En effet, plusieurs équipes ont rapporté un
role de OCLN au cours du passage du virus de cellule a cellule (Brimacombe et al, 2011;

Ciesek et al, 2011a; Ploss et al,, 2009).

*» Les molécules récemment impliquées dans I'entrée du VHC

Ces deux dernieres années, plusieurs études ont rapporté l'importance de
nouvelles molécules dans le processus d’entrée virale. Parmi elles, la scramblase 1 (Sc1)
(Gong et al, 2011), EGFR et EphA2 (Lupberger et al, 2011) ainsi que le récepteur
NPC1L1 (Sainz et al,, 2012).

La Sc1l est une protéine membranaire impliquée dans les mouvements lipidiques
d’une couche a I'autre des membranes dépendamment de la présence d’ions calcium. Un
screening double hybride en levure réalisé dans le but de trouver des molécules
cellulaires capables d’interaction avec E1 et E2 a permis a Gong et son équipe
d’identifier Scl. Son role dans le cycle du VHC a ensuite été vérifié (Gong et al,
2011). Notamment, la réduction de son expression par ARN interférence diminue
'infection par des VHCpp et VHCcc. Les auteurs montrent aussi que la Sc1 est nécessaire
a l'attachement des particules virales a la surface des cellules et ils suggerent qu’elle
pourrait également intervenir au cours de l'étape d’endocytose dépendante de la

clathrine.

En 2011 également, Lupberger et collaborateurs ont publié 'importance des
récepteurs tyrosine kinase (RTK) dans l'infection par le VHC (Lupberger et al, 2011).
Plus précisément, ils se sont attachés a décrire I'implication de EGFR et EphA2 au cours

du cycle viral. Dans cette étude, il est montré que 'inhibition de I'expression de ces deux
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RTK par ARN interférence diminue l'infection par des VHCcc et VHCpp de différents
génotypes, sans altérer la capacité des cellules a fixer sE2. De plus, '’engagement de
EGFR et EphA2 par leurs ligands induit une augmentation de l'infection. Ces deux RTK
présentent 'avantage de pouvoir étre ciblés par des inhibiteurs de protéines kinases
(PKI) spécifiques et utilisés actuellement dans la thérapie de certains cancers. Ainsi,
I'erlotinib (inhibiteur de EGFR) et le dasatinib (inhibiteur de EphA2) diminuent
'infection par des VHCpp et VHCcc in vitro, en cellules Huh-7.5.1 et HepG2-CD81. En
hépatocytes primaires humains, ces PKI réduisent l'infection par les VHCpp et des
particules virales issues de patients infectés. L’effet de I'erlotinib a été évalué in vivo sur
I'infection de souris uPa/SCID et il a été montré qu’un traitement de 30 jours avec ce PKI
n’empéche pas l'infection mais retarde ses cinétiques. In vitro, I'erlotinib et le dasatinib
diminuent l'infection lorsqu’ils sont ajoutés apres l'étape d’attachement et des
cinétiques d’inhibition indiquent également que ces RTK jouent un rdle a une étape
tardive de l'entrée virale. Des expériences de FRET montrent d’ailleurs que les
inhibiteurs de EGFR et EphA2 bloquent la formation du complexe CD81-CLDN-1. En plus
de ce role de médiateur de I'interaction de CD81 avec CLDN-1, il est montré que ces deux
RTK pourraient étre impliqués dans la fusion des membranes dépendamment des
glycoprotéines d’enveloppe. Enfin, les auteurs mettent en évidence un réle de ces RTK

dans la transmission cellule a cellule du virus.

NPC1L1 est un récepteur impliqué dans le transport du cholestérol. Il a été
rapporté récemment qu’il joue un rdéle au cours de linfection par le VHC,
dépendamment du contenu en cholestérol des LVP (Sainz et al,, 2012). La réduction de
son expression par ARN interférence ou l'utilisation d’anticorps anti-NPC1L1 bloque
I'entrée des VHCcc a une étape post-attachement des particules virales. De maniere
intéressante, un antagoniste de NPC1L1, I'ezetimib, est approuvé en clinique dans le
traitement de I'’hypercholestérolémie. Cette étude rapporte l'effet inhibiteur de
'infection de cette molécule. De plus, il est montré que NPC1L1 agit probablement au
moment de la fusion ou juste avant cette étape. De la méme maniére que l'erlotinib,
'ezetimib a été testé chez des souris au foie humanisé. Un traitement de deux semaines
avant inoculation avec un virus de génotype 1b permet de retarder l'infection voire,

pour quelques souris, de protéger complétement I'animal.
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3. L’endocytose et la fusion

Une fois les interactions avec les récepteurs de la surface cellulaire établies, le
VHC est internalisé. Cette étape est médiée par une endocytose dépendante de la
clathrine. En effet dans plusieurs études, la réduction de I'expression de protéines
associées au processus d’endocytose clathrine-dépendant a permis de confirmer
I'importance de cette voie d’internalisation pour I'entrée du VHC (Blanchard et al., 2006;
Coller et al,, 2009; Meertens et al., 2006). Apres I'étape d’endocytose, les virus peuvent
fusionner soit au sein des endosomes précoces, soit au sein des endosomes tardifs. Dans
le cas du VHC, le virus est internalisé jusqu’aux endosomes précoces et non tardifs. Cela
a été montré dans des expériences utilisant des dominants négatifs de protéines
nécessaires a la formation des endosomes et dans des études de colocalisation de
particules virales marquées avec des protéines spécifiques des endosomes précoces
(Coller et al,, 2009; Meertens et al., 2006).

Apres l'endocytose, les particules virales se retrouvent a lintérieur des
endosomes précoces. Le virus doit ensuite fusionner avec la membrane de '’endosome
de maniere a libérer sa capside et son génome dans le cytoplasme afin que la suite du
cycle viral puisse avoir lieu. Cette fusion des membranes virale et endosomale est
dépendante de plusieurs facteurs. Tout d’abord, le pH est un élément clé de régulation
de cette étape. En effet, des expériences réalisées in vitro avec des liposomes montrent
que le pH optimum requis pour cette fusion est d’environ 5,5 pour les VHCpp et 5,0 pour
les VHCcc (Haid et al, 2009; Lavillette et al, 2006). De plus, des inhibiteurs de
'acidification des endosomes, tels que la Bafilomycine A1, la Concanamycine A ou
encore le NH4Cl, bloquent I’entrée du virus en empéchant I'étape de fusion (Blanchard et
al, 2006; Koutsoudakis et al, 2006; Meertens et al, 2006; Tscherne et al., 2006). 11 a été
montré que la température régule également ce processus, puisque la fusion est bloquée
a 4°C (Haid et al,, 2009; Lavillette et al., 2006). Il semble aussi que le cholestérol facilite
la fusion des membranes. D’ailleurs, une corrélation a été établie en systeme HCVcc
entre la faible densité des LVP et une meilleure fusogénicité (Haid et al., 2009).

Contrairement a d’autres virus enveloppés, les particules extracellulaires du VHC
ne sont pas sensibles a un traitement par pH acide, suggérant que les particules
deviennent compétentes pour la fusion aprés une (des) interaction(s) avec l'un ou
plusieurs de ses récepteurs de surface cellulaire (Meertens et al.,, 2006; Tscherne et al,

2006). La résistance des particules virales au pH acide pourrait étre liée aux
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glycoprotéines d’enveloppe qui sont présentes sous forme de complexes covalents
stabilisés par des ponts disulfures a la surface du virus (Vieyres et al, 2010). Comme
décrit précédemment, il a été proposé que CD81 pourrait étre responsable du passage
du virus de I'état de résistance a I’état de sensibilité au pH acide (Sharma et al,, 2011).
Ainsi, en interagissant avec CD81, les glycoprotéines d’enveloppe virale verraient leur
conformation modifiée, les rendant sensibles au pH acide des endosomes. De part
'acidité de ce compartiment, E1 et E2 prennent ensuite une conformation active qui
permet la fusion des membranes. Concernant les régions de E1 et E2 impliquées dans le
processus de fusion, les données restent controversées. En effet, certains décrivent que
les domaines importants sont situés a la fois dans E1 et E2 (Haid et al, 2009; Lavillette
et al, 2006). Par contre, dans le modele de Krey et collaborateurs, un peptide de fusion
est prédit au sein de E2, par analogie avec d’autres protéines de fusion de classe II. Cela
suggere que le VHC fusionne a la maniere d’autres Flavivirus pour lesquels la protéine E
induit des réarrangements membranaires apres sa réorganisation en trimeres (Fritz et
al, 2008) (Figure 20). Egalement, des mutations au niveau des TM des glycoprotéines

d’enveloppe peuvent perturber la fusion (Ciczora et al., 2007).

membrone cefluloire

s S & &

membrane vrale

Figure 20 : Représentation schématique de la fusion de la glycoprotéine E des Flavivirus
(d’apres Fritz et al., 2008)

Le code couleur est le suivant : rouge = DI, jaune = DII, bleu = DIII, orange = peptide de fusion, violet =
région ST, gris = région transmembranaire.

1) Les diméres a la surface de la particule virale. 2) A pH acide, les diméres se dissocient et un
changement de conformation des glycoprotéines d’enveloppe ameéne le peptide de fusion a interagir
avec la membrane cellulaire. 3) Les glycoprotéines s’organisent en trimeres, les régions DIII et ST sont
relocalisées. 4) La fusion a lieu, les glycoprotéines forment des triméres et le pore est ouvert.
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D. Les tétraspanines, leurs partenaires et les TEM

Les tétraspanines forment une famille de protéines membranaires conservées au
cours de I'évolution. En effet, elles sont retrouvées dans de nombreux organismes tels
que les animaux, les plantes, les champignons, les amibes, et certains protozoaires
(Huang et al., 2005b). L'identification de cette famille remonte a la fin des années 1980,
avec le clonage successif de plusieurs de ses membres: CD37 (Schwartz-Albiez et al,
1988), CD63 (Hotta et al, 1988), CD81 (Oren et al.,, 1990), CD9 (Boucheix et al., 1991) et
CD53 (Wright et al, 1993). Les séquences protéiques de ces différentes tétraspanines
présentent une forte homologie. Chez 'Homme, 33 membres des tétraspanines sont
répertoriés a ce jour (Figure 21) (Charrin et al, 2009b). Leur homologie de séquence et
la conservation de l'organisation des génes codant pour les tétraspanines suggerent
qu’elles dérivent d’'un ancétre commun lointain par une succession de duplications et de

divergences (Garcia-Espafia et al., 2008; Huang et al., 2010).

Co-029 (Tspan8)
CD81 (Tspan28)
CD9 (Tspan29)
Tspan2
CD53 (Tspan25)
Tspand (NAG-2)
Tspang (NET-5)
CD151 (Tspan24)
Tspan11
Tspan3
Tspan7 (TM43F2)
Tspant6
Tspani2 (NET-2)
CD63 (Tspan30)
SAS (Tspan31)
Tspan13 (NET-6)
Tspan10 (oculospanin)
Tspan15 (NET-7)
Tspan33
Tspani14 (DC-TM4F2)
Tspan5 (NET-4)
Tspani17
Tspan-19
CD82 (Tspan27)
CD37 (Tspan26)
Tspani (NET-1)
Tspani6
Tspani8
UP1b (Tspan20)
UP1a (Tspan21)
- Tspan 32 (Tssc6 / PHEMX)
peripherin/RDS (Tspan22)

. —— rom-1 (Tspan23)

Figure 21 : Arbre phylogénétique des tétraspanines humaines (d’aprées Charrin et al., 2009)
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Au cours de ce chapitre, nous verrons que les membres de la famille des
tétraspanines présentent une structure caractéristique conservée. Aussi, ces protéines
interagissent les unes avec les autres mais également avec d’autres protéines, appelées
partenaires, afin de former des microdomaines particuliers, les « tetraspanin webs »
encore appelés TEM®3, qui peuvent participer aux fonctions biologiques des
tétraspanines ou de leurs partenaires. Enfin, nous aborderons les différents réles joués
par les tétraspanines au cours de nombreux processus cellulaires et, plus

particulierement, au cours de I'infection par divers pathogenes.

1. Lastructure des tétraspanines

Les tétraspanines sont caractérisées par leur structure qui, comme leur nom
I'indique, implique quatre TM. Ce sont de petites protéines (de 204 a 355 acides aminés)
qui, a 'image de CD81 (Figure 16A), posseédent des extrémités N et C-terminales
cytoplasmiques et deux domaines extracellulaires de tailles inégales : une petite (la SEL)
et une grande boucle (la LEL). Elles se distinguent des autres familles a quatre TM par
deux caractéristiques structurales majeures : les tétraspanines possedent 4 a 8 résidus
cystéine extracellulaires conservés dont un motif CCG, ainsi que des acides aminés
polaires dans les régions TM. Egalement, elles peuvent présenter diverses modifications
post-traductionnelles (Boucheix & Rubinstein, 2001; Charrin et al, 2009b). En général,
les tétraspanines sont N-glycosylées au niveau de la LEL mais il existe des exceptions,
telles que CD9 qui est glycosylée dans la SEL (Boucheix et al., 1991) et CD81 qui n’est
pas glycosylée (Oren et al, 1990). Aussi, certaines tétraspanines comme par exemple
CD9, sont acylées (Seehafer et al, 1988) et d’autres ubiquitinylées ((Lineberry et al,
2008; Tsai et al, 2007)). Enfin, des cystéines intracellulaires juxtamembranaires sont
palmitoylées, cette modification jouant un role crucial dans I'établissement des TEM
(Berditchevski, 2002; Kovalenko et al, 2004; Yang et al, 2002)). Les domaines
intracellulaires et transmembranaires des tétraspanines sont plus conservés que les
domaines extracellulaires. En général, chaque domaine structural est associé a des
fonctions spécifiques (Stipp et al., 2003b). Ainsi, les boucles extracellulaires jouent un
role dans les interactions avec des ligands ou d’autres protéines membranaires, les

régions cytoplasmiques sont impliquées dans des interactions avec le cytosquelette et

63 Tetraspanin-Enriched Microdomains
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des voies de signalisation intracellulaire, et enfin les régions TM stabilisent les
tétraspanines en terme de structure et participent aux interactions entre les

tétraspanines et d’autres protéines.

a) Les boucles extracellulaires

Les tétraspanines possedent deux boucles extracellulaires: la SEL et la LEL. De
maniere générale, la SEL des tétraspanines est moins décrite. C'est une région de petite
taille (20 a 28 résidus) et sa séquence est peu conservée. Concernant ses fonctions, elles
restent peu connues pour la majorité des tétraspanines. Toutefois, il a été montré que la
SEL de CD81 pouvait participer a la stabilisation de la structure de la LEL (Masciopinto
et al, 2001; Yalaoui et al, 2008b). D’ailleurs, d'un point de vue structural, la SEL des
tétraspanines contient en général un feuillet B hydrophobe qui est prédit comme
interagissant avec des régions de la LEL (Seigneuret, 2006).

La LEL est un domaine plus large (76 a 131 acides aminés) dont la séquence est
également variable. Comme déja évoqué, la structure tridimentionnelle de la LEL de
CD81 a été décrite en 2001 et en 2012 (Kitadokoro et al, 2001; Rajesh et al, 2012). La
modélisation de la LEL d’autres tétraspanines montre une structure proche de celle de la
LEL de CD81 (Figure 16B), avec un « pied » formé par les hélices a et e et une « coiffe »
composée des hélices b, ¢ et d, ces deux dernieres correspondant a la région
hypervariable de la LEL (Bienstock & Barrett, 2001; Seigneuret, 2001). Malgré une
grande variabilité de séquence, les hélices a, b et e de la LEL présentent une structure
conservée, contrairement aux domaines c et d dont la structure varie entre les
tétraspanines. Au niveau de I'hélice b, un motif CCG (Cystéine-Cystéine-Glycine) est
conserve chez toutes les tétraspanines, de méme que deux autres cystéines, I'une au sein
de I'hélice e, 'autre dans la région hypervariable de la LEL. Ces cystéines, présentes a
distance constante de la membrane, sont engagées dans la formation de ponts disulfures
qui stabilisent la structure de la LEL. Le nombre de ponts disulfure présents dans la LEL
des tétraspanines est donc au minimum de deux et peut aller jusqu’a quatre (Seigneuret,
2001). Ainsi, la majorité des tétraspanines contiennent trois ponts disulfures (groupe 2 :
CD37, CD151, CD82, ..), d’'autres n’en possedent que deux (groupe 1: CD81, CD9,
CD53,..) et certaines en comptent quatre (groupe 3: Tspan-5..). Les hélices c et d,

constituant le domaine variable des LEL, conferent la spécificité a chaque tétraspanine.
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Comme vu précédemment, cette région semble impliquée dans l'interaction entre CD81
et E2 du VHC. Egalement, un motif SFQ situé dans cette région de CD9 est nécessaire au
cours du processus de fusion des gametes (Zhu et al,, 2002), et un autre motif dans ce
domaine de CD9 est impliqué dans la régulation de la liaison de la toxine diphtérique
(Hasuwa et al, 2001). Aussi, la liaison de CD151 avec les intégrines dépend de deux
régions situées dans ce domaine variable (Kazarov et al, 2002; Yamada et al, 2008).
Enfin, comme déja évoqué, la plupart des LEL est N-glycosylée en un ou plusieurs sites, a
I'exception de CD9, glycosylée au niveau de la SEL, et de CD81, non glycosylée (Levy &
Shoham, 2005a).

b) Les segments transmembranaires

Les TM des tétraspanines sont les régions présentant le plus d’homologie. Ces
segments, et particulierement les TM1, 3 et 4, contiennent des résidus polaires
hautement conservés (asparagine, acide glutamique, glutamine). La présence de ces
résidus polaires dans un environnement hydrophobe suggere qu’ils seraient impliqués
dans des interactions entre les tétraspanines et d’autres protéines membranaires, mais
également dans la stabilisation des tétraspanines via des liaisons TM-TM (Levy &
Shoham, 2005b). D’ailleurs, dans le modele de la structure de CD82, ces résidus sont
prédits pour étre plutot situées aux interfaces internes TM-TM (Bienstock & Barrett,
2001). Les TM jouent un role dans l'interaction des tétraspanines avec des protéines
membranaires, que ce soit d’autres tétraspanines ou des partenaires. En effet, il a été
montré que les interactions homotypiques CD151-CD151 seraient médiées par les TM
plus que par la LEL (Berditchevski, 2001). De plus, un motif riche en glycine (GXXXG)
présent au sein du TM1 de CD81 pourrait étre important pour l'interaction de cette
tétraspanine avec d’autres protéines via les TM (Russ & Engelman, 2000);
(Berditchevski & Odintsova, 2007; Shoham et al, 2006). Concernant CD81, il a
récemment été montré que les TM3 et 4 sont nécessaires pour son interaction avec les
partenaires EWI-2 et EWI-2wint (Montpellier et al, 2011). Les TM participent
également a la biogénese et 'adressage des protéines en surface. Des mutants des TM1-
2, 2-3 ou 1-2-3 de CD151 ainsi que la délétion du TM1 de CD82 entrainent la rétention
de ces deux tétraspanines dans le RE (Berditchevski, 2001; Cannon & Cresswell, 2001).

La délétion des TM2-3 de CD82 provoque également une mauvaise mise en
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conformation de sa LEL. Au niveau de CD9, des délétions de ses TM2-3 empéchent son
expression en surface (Toyo-oka et al., 1999). Enfin, les TM des tétraspanines peuvent
aussi influencer I'expression de leurs partenaires en surface. C’est le cas par exemple du
TM1 de CD81 qui est suffisant a 'adressage a la membrane de CD19, une protéine de la
famille des Ig (Shoham et al,, 2006). Les TM présentent donc diverses fonctions cruciales

en terme de biogénése, maturation, expression et interactions protéiques.

c) Les régions intracellulaires

Les tétraspanines présentent trois régions intracellulaires: deux extrémités N et
C-terminales qui, en général, font moins de 19 acides aminés, et une petite boucle de
moins de 5 résidus entre les TM2 et 3 (Boucheix & Rubinstein, 2001) (Figure 16A). Les
séquences de ces régions sont variables et peuvent étre le site de plusieurs motifs
spécifiques ou modifications post-traductionnelles. Ainsi, certaines tétraspanines telles
que CD63, CD82 ou CD151 possédent un motif potentiel d’internalisation YXX¢ (ou ¢ est
un résidu hydrophobe) en C-terminal (Stipp et al, 2003b). Via des interactions avec ces
tétraspanines, celles qui ne possedent pas ce motif pourraient étre adressées a des
compartiments intracellulaires, ce qui expliquerait la présence de nombreuses
tétraspanines au niveau des endosomes et lysosomes, mais également au sein des
exosomes (Escola et al., 1998; Zéller, 2009). Aussi, le domaine N-terminal de certaines
tétraspanines contient des lysines qui peuvent étre ubiquitinylées en vue de leur
dégradation (Lineberry et al., 2008). C’est par exemple le cas pour CD81 et CD151. Les
régions intracellulaires des tétraspanines peuvent réguler les interactions latérales
entre les tétraspanines et d’autres molécules, mais aussi le transport, la liaison au
cytosquelette et la localisation subcellulaire de ces protéines (Levy & Shoham, 2005b;
Stipp et al, 2003b). Par exemple, les segments intracytoplasmiques de CD82 pourraient
meédier son interaction avec le cytosquelette (Lagaudriere-Gesbert et al, 1998).
Egalement, 'extrémité N-terminale de CD81 est importante pour la glycosylation de
CD19 dans les cellules B et intervient au cours de la maturation de CD19 dans le Golgi
(Shoham et al,, 2006).

De maniére importante, les régions intracytoplasmiques des tétraspanines
possédent des cystéines palmitoylées. Cette modification consiste en l'ajout de

palmitates sur des résidus cystéines, ce qui rend les protéines plus hydrophobes et peut
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influencer leurs fonctions. Il a été montré par exemple que I'état de palmitoylation de
CD81 module son interaction avec une isoforme de la protéine intracellulaire 14-3-3, qui
régule divers processus de signalisation (Clark, 2004). Aussi, des mutations qui
abolissent la palmitoylation de CD9 et CD151 altérent leur capacité a s’associer a
d’autres protéines, dont CD81 et d’autres tétraspanines, suggérant une importance de
cette modification post-traductionnelle dans la formation des TEM (Berditchevski, 2002;
Charrin et al, 2002; Yang et al, 2002). Concernant CD81, il a été montré que six
cystéines doivent étre mutées pour une inhibition maximale de la palmitoylation : cinq
résidus juxtamembranaires et un sixieme situé au niveau du TM2, a 'interface entre la
membrane et la partie intracellulaire (Delandre et al., 2009). Cette dépalmitoylation de
CD81 n'’influence pas son interaction avec EWI-2/EWI-2wint (Montpellier et al., 2011).
Cependant, associées a d’autres substitutions de cystéines du TM3, il semble que ces
mutations peuvent altérer I'association de CD81 avec CD9, CD151 et EWI-2 (Delandre et
al., 2009; Zhu et al,, 2012).

2. L’expression tissulaire et la localisation subcellulaire
des tétraspanines

Chez les mammiferes, il semble que la plupart des cellules exprime une ou
plusieurs tétraspanines. Il y a quelques années, aucune tétraspanine n’avait été
retrouvée dans les deux types cellulaires suivants : les érythrocytes et les
spermatozoides (Boucheix & Rubinstein, 2001). Mais des études plus récentes ont
montré que CD9 et CD151 sont respectivement présentes au niveau de l'acrosome des
spermatozoides et dans les érythrocytes (Ito et al, 2010; Karamatic Crew et al., 2004).
Egalement en 2007, une nouvelle tétraspanine, nommeée Penumbra, a été identifiée dans
les érythroblastes, complétant ainsi le nombre de lignées hématopoiétiques exprimant
cette famille de protéines (Heikens et al, 2007). Sans étre ubiquitaires, certaines
tétraspanines telles que CD9, CD81, CD63, CD82 ou CD151 sont largement distribuées
au niveau tissulaire. A l'inverse, d’autres présentent un profil d’expression plus
restreint. C'est le cas notamment des tétraspanines associées a des structures
spécialisées telles que les uroplakines au niveau des plaques urothéliales ou les

tétraspanines Péripherine/RDS et Rom-1 au niveau de la rétine. Egalement, CD53 et

CD37 sont spécifiquement tres exprimées dans les leucocytes et les lymphocytes B
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respectivement (Boucheix & Rubinstein, 2001). Concernant CD81, elle est exprimée tot
au cours de I'embryogeneése comme en témoigne sa présence dans les ovocytes et les
ceufs fécondés chez la souris, jusqu’aux premieres divisions embryonnaires (Andria et
al, 1992). La tétraspanine CD81 est exprimée dans environ tous les tissus: cellules
épithéliales, endothéliales et immunitaires, fibroblastes et un certain nombre de cellules
sanguines et hématopoiétiques (Boucheix & Rubinstein, 2001; Levy & Shoham, 2005b).
Au niveau cellulaire, la plupart des tépraspanines sont localisées a la surface.
Comme déja évoqué, leurs TM jouent un role dans leur adressage a la membrane
plasmique. Toutefois, certaines tétraspanines sont retrouvées dans des compartiments
intracellulaires (endosomes, lysosomes, corps multivésiculaires) (Berditchevski &
Odintsova, 2007). La plus décrite des tétraspanines localisées de maniere intracellulaire
est CD63, qui constitue d’ailleurs un marqueur des endosomes tardifs et des lysosomes
(Rous et al,, 2002). Cependant d’autres tétraspanines, dont CD37, CD82, CD151 Tspan-1,
Tspan-3 et Tspan-6 possedent également le motif d'internalisation YXX¢ (Stipp et al,
2003b). D’ailleurs, CD37, CD82 et CD151 sont adressées au niveau des exosomes
(Berditchevski & Odintsova, 2007), qui sont de petites vésicules libérées dans le milieu
extracellulaire apres la fusion des corps multivésiculaires avec la membrane plasmique.
Dans ce sens, de nombreux types cellulaires produisent des exosomes riches en
tétraspanines (Escola et al, 1998; Zoéller, 2009) qui pourraient jouer un role dans la
communication intercellulaire (Rana & Zoller, 2011; van Niel et al, 2006). Il a par
exemple été montré que l'activation des cellules T entraine une diminution de
I'expression de CD81 en surface, en corrélation avec la libération d’exosomes contenant
CD81. Ces derniers permettent le transfert des molécules de CD81 vers des cellules
voisines ne l'exprimant pas (Fritzsching et al, 2002). D’autres tétraspanines ne
possédant pas ce motif d’internalisation peuvent aussi étre retrouvées dans des
compartiments intracellulaires, potentiellement via des interactions avec la dizaine de
tétraspanines présentant le motif YXX¢ en C-terminal (Berditchevski & Odintsova,

2007).
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3. Les microdomaines enrichis en tétraspanines (TEM)

a) Caractérisation des TEM

- Le tetraspanin web: Les protéines de la famille des tétraspanines ont la

caractéristique de s’associer entre elles mais également avec d’autres molécules,
appelées alors « partenaires ». Ces interactions participent a la formation de complexes
multi-moléculaires a la surface des cellules: le réseau de tétraspanines (tetraspanin

web) ou TEM (Boucheix & Rubinstein, 2001).

A B C
Brij97 Ca>*Mg?* Brij97 EDTA Triton X-100 +/- EDTA

Figure 22 : Effet de différentes conditions de détergent sur I'organisation du tetraspanin web

A) Le tetraspanin web reste intact lorsque les cellules sont lysées dans une solution contenant 1% de
Brij97 et des ions divalents. B) Dans une solution contenant 1% de Brij97 et 2mM EDTA, les
interactions tétraspanine-tétraspanine sont dissociées et les complexes primaires préservés. C) En
condition de détergent dur (1% Triton X-100 avec ou sans EDTA) toutes les interactions au sein du
tetraspanin web sont dissociées.

Ce réseau de tétraspanines a majoritairement été étudié dans des expériences de
co-immunoprécipitation apres lyse des cellules dans différents détergents, plus ou
moins stringents. Apres lyse en condition de détergent doux (CHAPS, Brij96, Brij97¢4...),
le profil de co-précipitation est identique d’'une tétraspanine a une autre au sein d’un
méme type cellulaire. En effet, ces détergents conservent intactes les interactions au

sein du réseau de tétraspanines (Figure 22A). Au contraire, aprés une lyse avec des

64 encore appelé Brij010
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détergents plus durs tels que le Triton X-100 ou le NP40, les interactions au sein du
réseau sont rompues (Figure 22C) (Rubinstein et al,, 1996; Serru et al., 1999). L’ajout
d’EDTA aux détergents doux permet de conserver les interactions entre les
tétraspanines et leur(s) partenaire(s) moléculaire(s), mais dissocie les liaisons
tétraspanines-tétraspanines (Figure 22B) (Charrin et al, 2002). Ainsi, cette condition
permet l'observation des complexes primaires, c’est-a-dire l'association entre une
tétraspanine et un nombre limité de partenaires. Afin de constituer le réseau de
tétraspanines, ces complexes primaires s’associent entre eux via des interactions
tétraspanine-tétraspanine pour former des complexes de second ordre (Figure 22A).
Différents types d’expériences ont permis de mettre en évidence des interactions
directes entre les tétraspanines (Charrin et al, 2009b). Par exemple, Yang et
collaborateurs ont décrit un anticorps anti-CD9 de faible affinité, le C9BB, dont la
reconnaissance est favorisée par 'arrangement en homoclusters de CD9, mettant ainsi
en évidence la présence d’interactions CD9-CD9 a la surface des cellules (Yang et al,
2006). De la méme maniere, Silvie et collaborateurs ont généré un anticorps anti-mCD81
qui reconnait les molécules de mCD81 associées a d’autres tétraspanines (Silvie et al,
2006a). De maniere plus directe et évidente, des pontages covalents ont permis de
mettre en évidence des homodimeres (CD9, CD81 et CD151) et des hétérodimeres (CD9-
CD81, CD151- CD9, CD81-CD151) de tétraspanines (Kovalenko et al., 2004). Diverses
applications de microscopie ont également fourni de nouvelles évidences quant a
'association directe des tétraspanines entre elles. Par exemple, la technique de FRET a
été utilisée afin de confirmer des interactions homo et hétérotypiques entre
tétraspanines (Barreiro et al., 2008) et le suivi de particules uniques a permis d’observer
les interactions CD9-CD9 et CD9 avec des zones enrichies en tétraspanines a la surface

cellulaire (Espenel et al., 2008).

- L'importance de la palmitoylation: la palmitoylation joue un réle crucial dans

’établissement des interactions de second ordre des tetraspanin webs. En effet comme
déja évoqué, il a par exemple été montré que la dépalmitoylation de CD9 ou CD151
altere leur capacité a interagir avec d’autres tétraspanines (Berditchevski, 2002; Charrin
et al, 2002; Yang et al, 2002). Aussi, un mutant de palmitoylation de l'intégrine (4
n’affecte pas la formation du complexe primaire a6f4-CD151, mais dissocie les

interactions secondaires, entre ce complexe primaire et d’autres tétraspanines (Yang et
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al, 2004). De maniére intéressante également, il apparait que les intégrines qui
participent au tetraspanin web soient les plus palmitoylées. Plus récemment, des travaux
de suivi de molécules uniques ont comparé la dynamique de CD9 avec un mutant de
palmitoylation a la surface de cellules de carcinome prostatique (les cellules PC3). Les
auteurs ont ainsi montré que la palmitoylation de CD9 favorise sa liaison avec des zones
enrichies en tétraspanines ainsi que les interactions CD9-CD9 en dehors de ces régions
particulieres (Espenel et al, 2008). Enfin, Yang et son équipe ont montré que,
contrairement au CD9 sauvage qui s’organise en multimeres aux zones de contact entre
les cellules, le CD9 dépalmitoylé est moins bien reconnu par un anticorps de faible
affinité (le C9BB) et présente une répartition diffuse a la surface cellulaire. De plus, la
dépalmitoyaltion de CD9 favorise 'association de CD9 a son partenaire EWI-2, soit en
déstabilisant les homoclusters ou parce que la palmitoylation masque le domaine

d’interaction entre CD9 et EWI-2 (Yang et al.,, 2006).

- L’environnement lipidigue et la notion de TEM: les interactions entre les

tétraspanines et avec leurs partenaires se font dans un environnement lipidique
particulier, riche en cholestérol et en sphingolipides notamment. Plusieurs études
rapportent que les tétraspanines colocalisent avec les gangliosides (Claas et al, 2001;
Delaguillaumie et al, 2004; Odintsova et al, 2003). Aussi, il a été montré que les
gangliosides jouent un rdle important dans le maintien de l'intégrité des complexes
riches en CD82 (Odintsova et al,, 2006). De plus, une association directe entre CD9 et le
ganglioside GM3 a été décrite (Ono et al, 2001). Egalement, Charrin et collaborateurs
ont montré que des tétraspanines, en 'occurrence CD9, CD81 et CD82, interagissent
avec le cholestérol membranaire (Charrin et al, 2003c). Apres centrifugation en
gradient de sucrose, les tétraspanines sont d’ailleurs partiellement retrouvées dans les
fractions de densités légeres et riches en lipides, surtout apres la lyse des cellules dans
des conditions de détergents qui préservent le tetraspanin web (Charrin et al., 2003b;
Claas et al.,, 2001; Delaguillaumie et al.,, 2004). Il existe donc une relation étroite entre les
complexes a tétraspanines et les lipides membranaires et ce sont ces évidences qui ont
menées au concept de microdomaines enrichis en tétraspanines ou TEM. D’autres
observations appuient le role des lipides dans la composition des TEM. Tout d’abord, la
digitonine, qui précipite le cholestérol, a la capacité de précipiter les TEM (Claas et al,

2001). La méthyl-B-cyclodextrine (MBCD), une drogue qui extrait le cholestérol des
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membranes, dissocie la plupart des interactions tétraspanine-tétraspanine lorsqu’elle
est ajoutée au moment de la lyse des cellules avec un détergent doux (Charrin et al,
2003c). 11 a également été montré que I'enrichissement de la membrane en cholestérol
augmente le marquage par I'anticorps MT81w, un anti-mCD81 qui reconnait le mCD81
lorsqu'’il est associé a d’autres tétraspanines (Rocha-Perugini et al, 2009; Silvie et al,
2006a). Enfin, les céramides pourraient également jouer un role dans I'organisation des
TEM puisque 'enrichissement en céramides de la membrane par un traitement avec la
sphingomyélinase (Smase) favorise aussi la reconnaissance par l'anticorps MT81w

(Rocha-Perugini et al., 2009).

- Les TEM et les radeaux lipidiques: des points communs existent donc entre la

notion de TEM et les radeaux lipidiques, ces microdomaines de la membrane également
enrichis en lipides et localisés dans les fractions de faibles densités apres centrifugation
en gradient de sucrose. Toutefois, un certain nombre de différences distinguent les TEM
des radeaux lipidiques. Notamment, il semble que les TEM soient plus résistants a la
déplétion en cholestérol (Claas et al., 2001; Rocha-Perugini et al, 2009), méme si une
sensibilité partielle peut étre observée (Charrin et al, 2003c; Silvie et al., 2006a). Aussi,
la sensibilité aux détergents est différente. A l'inverse des radeaux lipidiques, les TEM
sont dissociés a 4°C en présence de Triton TX-100, mais résistants a 37°C en présence de
Brij97 (Charrin et al.,, 2003b; Claas et al., 2001). En terme de composition protéique, ces
deux types de microdomaines sont trés distincts, puisque les protéines typiques des
radeaux lipidiques ne sont pas associées aux TEM et inversement, aucune tétraspanine
n’a été identifiée au sein des radeaux lipidiques (Hemler, 2005). Enfin, une étude de
suivi de particules uniques a récemment comparé la dynamique membranaire d'une
tétraspanine (CD9) et d’'une molécule résidente des radeaux lipidiques (CD55) (Espenel
et al, 2008). Les auteurs ont montré que CD55 n’est jamais confinée dans les zones
enrichies en CD9 et que les deux molécules ne co-diffusent pas, ce qui renforce les
preuves que les radeaux lipidiques et les TEM sont deux types de microdomaines

différents.

- La variabilité des TEM en fonction des cellules : enfin, il est important de noter que
les TEM varient en terme de composition et de taille d'un type cellulaire a un autre. Au

niveau des cellules de I'urothélium par exemple, ’'association des tétraspanines UPIa et
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UPIb avec leurs partenaires (UPII et UPIIl) donne lieu a la formation de structures
hexagonales de 16 nm constitutives des plaques urothéliales (Min et al, 2006). A
I'extréme inverse, des études de microscopie électronique ou de microscopie TIRF®>
dans d’autres types cellulaires ont montré que la taille des TEM peut atteindre 200 a 400

nm? en moyenne (Barreiro et al., 2008; Espenel et al, 2008; Nydegger et al., 2006).

b) Les partenaires des tétraspanines

Les tétraspanines établissent des interactions directes avec un nombre limité de
protéines, appelées partenaires. Ces associations établissent les complexes primaires
des TEM. De nombreuses protéines sont retrouvées associées avec des tétraspanines :
des molécules d’adhésion (intégrines ...), de signalisation intracellulaire (PKC, PI4K ..),

des enzymes (métalloprotéases ...), des membres de la famille des Ig (EWI-2, EWI-F) ...

Tétraspanine Partenaire(s)
UPIa UPII
UPIb UPIII

EWI-2 ; EWI-F ; CLDN-1;

CDh9
ICAM-1 ; ProHB-EGF
CD63 H*/K* ATPase
EWI-2 ; EWI-F; 041 ;
CD81
CLDN-1;CD19
CD151 a3pl; ab6fl; a6p4; VCAM-1

Tableau 3: Exemples de partenaires moléculaires connus de tétraspanines

UP = uroplakines ; HB-EGF = heparin binding EGF-like growth factor

65 Total Internal Reflexion Fluorescence
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L’interaction entre une tétraspanine et son partenaire est hautement spécifique.
Par exemple, les intégrines a3p1 et a6f1 ne s’associent qu'avec CD151 (Serru et al,
1999). D’ailleurs, les complexes primaires les mieux caractérisés sont ceux mettant en
jeu des tétraspanines et des intégrines. D’autres exemples d’associations tétraspanine-
partenaire peuvent étre cités et notamment l'interaction entre CD81 et CD19 sur les
cellules B, entre CD81 et CD4 sur les LT ou encore les interactions entres les
tétraspanines UPIa et UPIb et les uroplakines UPII et UPIII (Shoham et al., 2006; Tu et al.,
2002). Aussi, CD9 et CD81 ont été montrées comme interagissant directement avec
CLDN-1, dans des expériences de pontage chimique ou de FRET (Harris et al, 2008;
2010; Kovalenko et al, 2007) (Tableau 3). Egalement, deux membres de la famille EWI,
EWI-2 et EWI-F/CD9P-1%¢, sont des partenaires majeurs de CD9 et CD81 dans différents
types cellulaires (Charrin et al, 2001; 2003a; Clark et al, 2001; Stipp et al, 2001a, b).
Une autre protéine de la famille EWI s’associe également avec CD81 et CD9, il s’agit de
EWI-2wint un produit de clivage de EWI-2 qui sera décrit dans la partie L.E.2.d (Rocha-
Perugini et al., 2008).

c) La dynamique des tétraspanines

Ces dernieres années, I'étude de la dynamique membranaire des tétraspanines a
été particulierement riche. Notamment, en plus du FRET, les techniques de FRAP®7 et de
suivi de molécules uniques (ou SMT®8) en TIRF ont été bénéfiques a cet égard.

Le FRET permet la visualisation de I'interaction entre deux molécules marquées,
ou tout au moins de leur grande proximité. La technique repose sur un transfert
d’énergie fournie apres 'excitation d'un fluorochome donneur couplé a une protéine A
vers un fluorochrome accepteur couplé a une protéine B (Figure 23). Les fluorochromes
sont donc choisis de telle maniere a ce que la longueur d’onde d’émission du donneur
corresponde a la longueur d’onde d’excitation de I'accepteur. Ainsi apres I'excitation du
donneur, si les deux protéines A et B sont en interaction, il y a transfert d’énergie vers

'accepteur qui est a son tour excité de maniere quantifiable.

66 CD9-Partner 1
67 Fluorescence Recovery After Photobleaching
68 Single-Molecule Tracking
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Le recouvrement de fluorescence apres photoblanchiment ou FRAP consiste en
I'illumination breve et intense d’'une zone de la membrane marquée, puis en I'analyse du
retour du signal fluorescent dans cette méme zone (Figure 24) (Lippincott-Schwartz et
al, 2003). La réapparition du signal est dépendante de la mobilité des molécules
environnantes. Cette technique permet de définir le coefficient de diffusion d'une

protéine, mais également de définir la proportion de molécules mobiles et immobiles.

FRET

Excitation o
Emission

Protéine A
+

Fluorochrome
DONMEUR

Figure 23 : Représentation schématique de la technique de FRET

La longueur d’onde d’émission du fluorochrome donneur correspond a la longueur d’onde
d’excitation du fluorochrome accepteur. De ce fait, aprés I'excitation du donneur, si les protéines
A et B interagissent il y a un transfert d’énergie de I'accepteur vers le donneur, qui émet alors une
fluorescence caractéristique. La distance minimale requise pour qu’il y ait transfert d’énergie est
dépendante des fluorochromes utilisés et souvent comprise entre 1 et 10nm.

Photoblanchiment Recouvrement du signal

B ‘ Photoblanchiment Recouvrement du signal

SRS | N ——

|
|
: Fraction
: mobile

Intensite de
fluorescence (%)

Temps

Figure 24 : Représentation schématique de la technique de FRAP (d’aprés Carman, 2011)

A) Le photoblanchiment d’'une région définie (cercle blanc) éteint le signal membranaire. Les
molécules environnantes marquées se redistribuent alors et la fluorescence augmente.

B) L’intensité de fluorescence maximale correspond a la fluorescence avant photoblanchiment. La
courbe du recouvrement de la fluorescence en fonction du temps permet de calculer le coefficient de
diffusion des molécules marquées. La fraction mobile correspond a la proportion de signal recouvré
par rapport a la fluorescence de départ.
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A T'échelle de la molécule unique, une technique émergente est le SMT en TIRF.
Brievement, le TIRF est un dispositif de microscopie qui utilise les ondes évanescentes
d’un laser afin d’illuminer un échantillon, en I'occurrence des cellules vivantes marquées
par un fluorophore (Figure 25). Grace a ce systeme, une fine épaisseur (100-300nm) de
la partie basale des cellules est illuminée, ce qui permet une observation relativement
précise de la membrane basale. Associé a cela, le SMT permet un suivi précis de
molécules uniques marquées en général de maniere monovalente avec des Fab
d’anticorps couplés a un fluorophore. Un systeme de localisation spatial et temporel de
chaque particule marquée permet de reconstituer la trajectoire de chacune des
protéines. Ensuite, grace a I'analyse d’'un grand nombre de trajectoires, les propriétés
diffusives d’'une molécule peuvent étre déterminées (types de trajectoires, coefficient de
diffusion, temps de confinement ...). Cette technique présente I'avantage de permettre
I'observation de populations dynamiques hétérogenes, puisque chacune est mise en

lumiere sans qu'une moyenne globale ne la masque.

Ondes evanescentes
d = 100-300nm
sondes fluorescentes

— support en verre

Lentille de I'objectif

Laser incident

Figure 25 : Représentation schématique de la microscopie TIRF

Les ondes évanescentes issues du laser illuminent la membrane basale de la cellule sur une épaisseur
d’environ 100 a 300nm.

Ces techniques ont été appliquées a I'étude des tétraspanines dans divers travaux
(Barreiro et al.,, 2008; Espenel et al., 2008; Harris et al., 2012; Krementsov et al., 2010).
Ainsi, les tétraspanines diffusent selon trois types de trajectoires a la surface des
cellules : browniennes, confinées ou mixtes, une combinaison des deux premieres

(Figure 26).
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Figure 26 : Représentation schématique d’une trajectoire Brownienne (B), une trajectoire
confinée (C) et une traiectoire mixte (M)

Comme montré dans le cas de CD9, il apparait que la majorité des confinements
sont superposables a des zones enrichies en tétraspanines, parfois appelées TEAs®®
(Espenel et al, 2008). Ces confinements sont transitoires et dépendants de la
palmitoylation puisque leur nombre diminue lorsqu’'un mutant de palmitoylation de
CD9 est utilisé. Cette étude a également testé le réole du cholestérol dans la dynamique
de CD9. Le traitement par la MBCD induit une diminution du coefficient de diffusion
moyen des molécules de CD9, mais également de CD55, une protéine des radeaux
lipidiques, et CD46, une protéine indépendante des TEM et des radeaux lipidiques. Cela
confirme que le cholestérol joue un rdéle dans la fluidité globale de la membrane
plasmique. Par contre, de fagon spécifique aux TEM, alors que le traitement MBCD ne
modifie pas la proportion de trajectoires confinées pures de CD9 associées a des zones
enrichies en CD9 et diminue le nombre de confinements transitoires (trajectoires
mixtes), 'enrichissement en cholestérol la favorise. Ces résultats suggerent que le
cholestérol accessible a la MBCD ne contribue pas a la maintenance des TEM, mais
pourrait faciliter I'interaction initiale de CD9 avec les TEAs et favoriser les interactions
transitoires en dehors des TEAs. Le fait que les tétraspanines interagissent en dehors
des TEAs a également été montré dans une autre étude par des expériences de FRET
(Barreiro et al, 2008). En SMT, I'observation de la co-diffusion de deux molécules de
CD9 a indiqué clairement que les tétraspanines ont la capacité de diffuser dans la
membrane plasmique, de s’associer et de se dissocier de maniére dynamique (Espenel et
al, 2008). Ces rencontres entre deux molécules de CD9 se font sans diminution du
coefficient de diffusion, ce qui exclu qu’il s’agisse de deux molécules isolées. Cela

implique plutdét qu’elles diffusent sous forme de petits complexes (tétraspanines-

69 Tetraspanin-Enriched Areas
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partenaires-lipides) capables de co-diffuser et d’opérer des échanges moléculaires
(Charrin et al, 2009b). D’ailleurs, un mutant de palmitoylation de CD9 diffuse plus
rapidement que la protéine sauvage. Il se peut donc que la palmitoylation soit nécessaire
a la formation ou au maintien de ces clusters dynamiques et que 'augmentation de la
vitesse de diffusion soit corrélée a la plus petite taille de complexe diffusant. En effet, il
est admis qu’au sein de la membrane plasmique, la taille d'un complexe est inversement
corrélée a sa dynamique (Gambin et al., 2006). Pour résumer, 'ensemble des études de
dynamique montre que les tétraspanines diffusent dans la membrane, peuvent co-
diffuser en dehors des zones enrichies en tétraspanines et sont transitoirement
confinées au sein de ces zones qui sont échange permanent avec le reste de la
membrane. De plus, l'environnement lipidique régule les interactions et les

confinements au sein des zones enrichies en tétraspanines.

Figure 27 : Vue dynamique de I'organisation du tetraspanin web
(d'apres Charrin et al.,, 2009)

P = partenaire moléculaire ; T = tétraspanines ; Jaune = zone de confinement enrichie en lipides

A gauche : deux complexes primaires (I'un bleu, I'autre rouge) sont intégrés a des complexes dynamiques
qui diffusent, co-diffusent et peuvent échanger certains de leurs constituants.

A droite : de maniere transitoire, des confinements plus stables ont lieu dans des zones particulieres de la
membrane plasmique.
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Récemment, Charrin et collaborateurs ont proposé un nouveau modele du
tetraspanin web, en considérant les données accumulées jusqu’a ce jour et la notion de
dynamique (Figure 27) : les tétraspanines et leurs partenaires se déplacent sous forme
de petits complexes qui co-diffusent et sont capables d’échanger certains de leur
constituants. En parallele, des zones plus larges et enrichies en lipides peuvent confiner

de maniére transitoire ces petits complexes préformés (Charrin et al., 2009b).

4. Les fonctions des tétraspanines

Diverses techniques ont permis d’étudier les fonctions des tétraspanines. Parmi
elles, l'utilisation d’anticorps, la surexpression, 'ARN interférence et I'inactivation de
genes chez la souris ont été tres utiles. Ainsi, une multitude de fonctions leurs sont
attribuées, dans des processus cellulaires aussi divers que I'adhésion, la migration, la

fusion ou la signalisation cellulaire (Levy & Shoham, 2005b).

a) Une famille multifonctionnelle

La tétraspanine CD81 est un bon exemple de la multifonctionnalité des
tétraspanines. Décrite pour la premiere fois dans une étude de 1990, CD81 a été
identifiée comme impliquée dans la prolifération des cellules B puisque dans ces
cellules, elle est la cible d’anticorps anti-prolifératifs (Oren et al, 1990). Par la suite,
CD81 a été retrouvée dans de nombreuses lignées cellulaires et diverses fonctions dans
différents processus cellulaires lui ont été attribuées. Elle joue par exemple un role au
sein du systeme immunitaire, notamment en tant que molécule de co-stimulation a la
membrane des cellules T ou en participant a 'activation des cellules B (Levy & Shoham,
2005b; van Spriel, 2011). Enfin, de maniére non exhaustive, CD81 joue un role majeur au
cours des processus de fusion. Ainsi, cette tétraspanine est impliquée dans la fusion
spermatozoide-ovocyte lors de la fécondation, mais aussi dans la mise en place des
syncytia de myoblastes nécessaires a la formation des myotubes et donc des muscles
(Boucheix & Rubinstein, 2001; Charrin et al., 2009b).

D’autres évidences peuvent illustrer I'importance de différentes tétraspanines
dans des processus cellulaires. Par exemple, la surexpression de CD9 régule

négativement la migration cellulaire (Powner et al., 2011). Egalement, CD82 joue un role
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inhibiteur de la migration cellulaire, dépendamment de l'internalisation de I'EGFR
(Odintsova et al., 2000). Comme déja évoqué, CD151 s’associe avec des intégrines. En
conséquence, CD151 module aussi I'adhésion et la migration des cellules (Liu et al,
2007; Winterwood et al, 2006). Ces modulations de I'adhésion et de la migration
cellulaire peuvent avoir des conséquences directes in vivo, comme par exemple au cours
du processus de métastase dans la cancérisation (Sala-Valdés et al, 2012). Outre CD81,
CD9 joue aussi un role majeur dans le processus de fusion des gametes, notamment en
régulant la distribution membranaire des intégrines a6p1 (Le Naour et al., 2000) ; (Kaji
et al, 2000; Miyado et al, 2000; Ziyyat et al, 2006). Egalement, les tétraspanines
peuvent interagir avec des protéases et influencer leurs fonctions. Par exemple, la
meétalloprotéase ADAM10 fait partie du tetraspanin web et il a été montré que
I'engagement de différentes tétraspanines (CD9, CD81 et (CD82) par des anticorps
module la capacité de ADAM10 a cliver ses substrats (Arduise et al., 2008). Les auteurs
proposent que les tétraspanines régulent la compartimentation de ADAM10, influencant
négativement son activité protéasique. Récemment, des interactions directes entre
ADAM10 et des tétraspanines possédant huit cystéines au niveau de la LEL (Tspan-C8)
ont été rapportées. Il semble que ces Tspan-C8 régulent le transport intracellulaire et
I'expression de la métalloprotéase a la surface des cellules (Haining et al, 2012)
(Rubinstein E., septembre 2012, 5th European Conference on Tetraspanins, Nijmegen,

Pays-Bas).

b) Les tétraspanines et l'infection

De maniere intéressante, les tétraspanines participent a divers processus
d’infection par différents pathogenes. En effet, plusieurs études rapportent que les
tétraspanines pourraient étre impliquées dans l'infection par des bactéries et des virus.
Par exemple, il a été publié récemment que CD81 joue un role dans le processus d’entrée
de la bactérie Listeria monocytogenes (Tham et al, 2010)). Parmi les pathogenes viraux,
il est établi que CD81 participe a I'entrée du VHC (Pileri et al.,, 1998) mais également a la
formation des syncytia induits lors de l'infection par le virus T-lymphotrophique humain
de type 1 (HTLV-179) (Imai & Yoshie, 1993) et le VIH (Gordén-Alonso et al., 2006). Le

cycle viral de ces deux derniers virus met également en jeu plusieurs autres

70 Human T-lymphotropic virus type 1
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tétraspanines (Monk & Partridge, 2012). Il a aussi été montré que des anticorps anti-
CD63, CD81 et CD151 peuvent bloquer I'entrée du papillomavirus humain de type 16
(Spoden et al., 2008). Enfin, un certain nombre de virus incorporent dans leur enveloppe
des tétraspanines au moment de la sécrétion virale, parmi lesquels le virus influenza
(CD9 et CD81), le virus Moloney de la leucémie murine (CD9, CD63 et CD81), le virus
Vaccine (CD81) ou encore le cytomégalovirus (CD63) (Fraile-Ramos et al, 2007; Krauss
etal, 2002; Segura et al., 2008; Shaw et al., 2008). En parallele des bactéries et des virus,
I'entrée du parasite Plasmodium est aussi dépendante de tétraspanines et plus
précisément de CD81 (Silvie et al.,, 2003).

A titre d’exemple et étant donné le sujet de mon travail de these, les fonctions des
tétraspanines dans l'infection par le VIH et par Plasmodium vont étre plus précisément
abordées. Le role de CD81 dans I'entrée du VHC est développé séparément (Parties

L.C2BetLE)

** Les tétraspanines et le VIH

Le VIH est un lentivirus de la famille des rétrovirus qui infecte les LT CD4+ ainsi
que d’autres cellules présentatrices d’antigénes qui expriment CD4, telles que les
macrophages. L’entrée du virus dans les cellules requiert tout d’abord une phase
d’attachement a la cellule, médiée par des molécules de surface cellulaire telles que les
lectines ou les GAGs. Le virus porte a sa surface deux glycoprotéines d’enveloppe
organisées en trimeres d’hétérodimeres, gp120 et gp41, qui sont les acteurs viraux de
I'entrée. Dans un premier temps, gp120 interagit avec son récepteur, CD4, ce qui induit
un changement de conformation de la glycoprotéine et permet sa liaison au(x) co-
récepteur(s), les plus fréquemment utilisés étant CXCR4 et/ou CCR5. La liaison au
récepteur puis au(x) co-récepteur(s) entraine un nouveau changement de conformation
des glycoprotéines d’enveloppe qui, cette fois, démasque le peptide de fusion porté par
gp41. Ensuite, via 'insertion du peptide de fusion dans la membrane de la cellule hote,
les membranes cellulaire et virale fusionnent. La protéine gp41 fait donc le lien entre les
deux membranes (Didigu & Doms, 2012). Il est a noter que, méme si une grande
majorité des études décrit une fusion directe et ph-indépendante du virus a la
membrane plasmique (McClure et al, 1988), des études récentes ont rapporté que le

VIH pourrait également entrer par endocytose clathrine-dépendante (Bosch et al.,, 2008;
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Daecke et al., 2005; Miyauchi et al, 2009). Quoiqu'il en soit, apres I'étape de fusion, la
capside est libérée dans le cytoplasme de la cellule. Le génome est ensuite décapsidé,
rétrotranscrit et transporté jusqu'au noyau de la cellule ou aura lieu son intégration au
génome de I'hOte ainsi que la transcription. Les ARNm sont ensuite exportés hors du
noyau et traduits dans le cytoplasme. Apres |'étape d’assemblage, les virions
nouvellement formés sont sécrétés selon deux mécanismes qui semblent type cellulaire-
dépendants: par bourgeonnement de la membrane plasmique (cellules T) ou via
I'exocytose de corps multivésiculaires intracellulaires (macrophages) (Didigu & Doms,
2012).

Les tétraspanines interviennent a plusieurs étapes du cycle viral du VIH.
Concernant l'entrée, des LEL recombinantes de diverses tétraspanines (CD9, CD63,
CD81 et CD151) sont capables de bloquer I'entrée du VIH dans les macrophages (Ho et
al, 2006). Récemment, une équipe a cherché a préciser le role de CD63 au cours de
I'infection par le VIH et les auteurs ont montré que ce n’est pas I'étape d’entrée qui
implique CD63, mais plutot une étape précoce des événements post-entrée, telle que
I'initiation de la transcription inverse du génome viral (Chen et al,, 2008; Li et al, 2011).
A la surface cellulaire lors de l'infection, la dimérisation de CD4 est nécessaire a la
réplication du virus (Bourgeois et al, 2006) et il a été rapporté que ces dimeres
interagissent avec CD81, suggérant que la dimérisation du récepteur puisse avoir lieu
dans des zones enrichies en tétraspanines et distinctes des radeaux lipidiques (Fournier
et al, 2010). Enfin, quelque soit la cellule infectée, plusieurs travaux montrent que le
virus s’accumule a l'intérieur de la cellule dans des vésicules riches en tétraspanines
(Deneka et al., 2007; Garcia et al., 2008).

L’évidence la plus marquante du role des tétraspanines au cours du cycle du VIH
réside probablement dans l'observation du processus de libération des virions
néoformés. En effet, il semble que les TEM soient utilisés lors de I'assemblage, le
bourgeonnement, mais également la transmission de cellule a cellule du virus (Jolly &
Sattentau, 2007). Tout d’abord, le VIH incorpore dans son enveloppe un certain nombre
de composants cellulaires, dont les tétraspanines CD9, CD63, CD81 et CD82 (Chertova et
al, 2006; Sato et al., 2008), ce qui suggere que le bourgeonnement ait lieu au niveau de
zones enrichies en tétraspanines a la membrane plasmique. Aussi, les tétraspanines sont
recrutées au niveau des synapses virologiques, ces zones de contact entre une cellule

infectée donneuse et une cellule non infectée réceptrice. D’ailleurs, il a été montré que
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les tétraspanines jouent un role important lors de la transmission du virus de cellule a
cellule, notamment en tant que répresseurs de la fusion des deux cellules (Gordon-
Alonso et al,, 2012; 2006; Krementsov et al., 2009; Weng et al., 2009). L’assemblage des
particules virales semble avoir lieu au niveau des TEM puisque, entre autre, la protéine
de capside Gag du virus colocalise avec des tétraspanines (Nydegger et al, 2006). De
maniere intéressante, une étude récente a chercher a savoir si le virus utilise des
microdomaines préformés lors de son assemblage ou si ce processus induit la formation
de ces zones spécifiques riches en tétraspanines (Krementsov et al, 2010). Pour
répondre a cette question, les auteurs ont étudié la dynamique membranaire de CD9
dans le contexte de la multimérisation de Gag. Il apparait que la tétraspanine CD9 est
recrutée aux sites d’assemblage du VIH dépendamment de la multimérisation de Gag. La
colocalisation entre CD9 et Gag augmente au cours du temps, c’est-a-dire au fur et a
mesure que I'assemblage s’établit. A partir de 13, diverses expériences de microscopie a
haute résolution ont été réalisées afin de comprendre le processus dynamique menant a
cette observation. Des études de FRAP et de SMT ont ainsi révélé que Gag induit un
ralentissement de la dynamique de CD9 en corrélation avec une augmentation de son
confinement, ce qui indique que CD9 est piégée au site d’assemblage. L’ensemble de ces
résultats a permis aux auteurs de proposer que l'assemblage du VIH n’ait pas lieu au
niveau de microdomaines pré-existants, mais plutét que les composants viraux

induisent la mise en place de ces plateformes d’assemblage utilisées par le virus.

** Les tétraspanines et Plasmodium

Les parasites du genre Plasmodium sont des protozoaires dont le cycle inclut
deux hotes : un moustique femelle du genre Anopheles et un hote vertébré. La principale
espece pathogéne pour I'Homme est Plasmodium falciparum (P. falciparum),
responsable du paludisme. Chez I'h6te vertébré, I'invasion par Plasmodium requiert
deux étapes successives. Tout d’abord, le parasite au stade sporozoite infecte les
hépatocytes puis, dans un deuxiéme temps, le stade mérozoite infecte les érythrocytes
(globules rouges) (Figure 28). Plus précisément, les sporozoites sont les formes
parasitaires transmises par le moustique lors d’'une piqure. Une fois dans le sang, ces
parasites gagnent le foie et infectent les hépatocytes via la formation d'une vacuole

parasitophore. Le sporozoite est également capable in vitro et in vivo de pénétrer dans
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des hépatocytes par effraction membranaire, ce qui lui permet de migrer a travers
plusieurs cellules avant d’'infecter un hépatocyte par formation d’'une vacuole (Mota et
al, 2001). Dans les hépatocytes, le parasite se différencie en schizontes hépatiques en
quelques jours. Ces schizontes liberent ensuite dans la circulation sanguine des milliers
de mérozoites qui vont infecter les érythrocytes, s’y multiplier et pouvoir ainsi infecter
de nouveaux érythrocytes. C’est cette phase de multiplication érythrocytaire qui est
responsable des symptomes. Les schizontes peuvent également se différencier en
gamétocytes. Ces formes sexuées peuvent ensuite étre ingérées par un moustique, au

sein duquel aura lieu la multiplication sexuée qui aboutit a la formation des sporozoites

transmissibles a un nouvel hote vertébré.
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Figure 28 : Le cycle de vie de Plasmodium falciparum (d'aprés Silvie et al., 2003)

En 2003, Silvie et collaborateurs ont pour la premiere fois montré que la
présence de la tétraspanine CD81 a la surface des hépatocytes est nécessaire a
'infection par P. falciparum chez 'Homme et P. Yoelii chez la souris (Silvie et al., 2003).
En effet, contrairement a des souris exprimant CD81, des souris dépourvues de CD81

sont résistantes a l'infection par P. Yoelii. Ce blocage de I'infection est spécifique a CD81
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puisque des souris déficientes en CD9 sont, a l'inverse, infectables par le parasite. En
montrant la susceptibilité de souris CD81-/- a l'inoculation avec des érythrocytes
infectés, les auteurs ont également montré que CD81 n’est impliquée qu’au cours de la
phase hépatique. In vitro, cette étude rapporte également que des anticorps anti-CD81,
mais pas anti-CD9, bloquent l'invasion de cellules hépatiques murines par P. Yoelii
lorsque les anticorps sont ajoutés avant ou pendant l'infection. La dépendance a CD81
lors de 'invasion par les sporozoites n’est observée que dans le cas de la voie d’entrée
avec formation de la vacuole parasitophore, CD81 n’étant donc pas impliquée dans
I'entrée par effraction membranaire évoquée précédemment. Le role de CD81 lors de
I'infection par P. Yoelii a aussi été testé dans le contexte de la lignée hépatique murine
Hepal-6 et il a été montré que des anti-CD81 ou des siRNA dirigés contre CD81 bloquent
I'entrée des sporozoites (Silvie et al, 2006a, b). Concernant P. falciparum, des
expériences d’ARN interférence contre CD81 ou d’inhibition par des anticorps ont
démontré que CD81 est également nécessaire a linfection d’hépatocytes primaires
humain par ce parasite (Silvie et al, 2003).

L’infection d’hépatocytes murins ou humains avec P. Yoelii ou P falciparum révele
que P. Yoelii est capable d’infecter les cellules humaines, alors que P. falciparum n’infecte
pas les cellules murines (Silvie et al, 2006b). Egalement, les cellules HepG2 sont
résistantes a l'infection par ces deux parasites mais I'expression de CD81 dans ces
cellules suffit a les rendre permissive a linfection par P. Yoelii mais pas par P.
Falciparum, ce qui suggere que d’autres facteurs entrent en jeu pour l'infection par ce
dernier (Silvie et al., 2006b).

Un autre parasite du genre Plasmodium est P. berghei. Il s’agit d’'un parasite de
rongeur qui présente la particularité d’'infecter les cellules HepG2 aussi bien que les
HepG2-CD81. En effet, il a été montré que, dépendamment du type cellulaire, les
sporozoites de ce parasite peuvent pénétrer dans les cellules a la fois dépendamment et
indépendamment de CD81 (Silvie et al., 2003; 2006a; 2007; Yalaoui et al., 2008a).

L’entrée des sporozoites dans les hépatocytes requiert plusieurs étapes dont
I'attachement du parasite a la cellule, son internalisation, la formation puis
I'individualisation de la vacuole parasitophore. L’étape a laquelle CD81 intervient au
cours de la pénétration du parasite est inconnue. Egalement, aucune preuve de
'interaction directe entre CD81 et le sporozoite n’a été décrite. De plus, des formes

solubles des LEL de CD81 d’origine humaine ou murine ne bloquent pas l'infection par
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P. falciparum et P. yoelii (Silvie et al., 2003). Une autre évidence de cela provient d’une
étude des résidus de CD81 déterminants pour l'infection par Plasmodium (Yalaoui et al.,
2008b). Les auteurs ont montré qu'une chimere contenant 21 acides aminés provenant
de la LEL CD81 dans le contexte du CD9 restaure I'entrée du parasite. Des expériences
de mutagénese dirigée leur ont permis d’affiner ce résultat et de proposer que le résidu
en position 137 de la LEL de CD81 ainsi que les acides aminés I'encadrant sont cruciaux
pour le role de CD81 dans l'infection. Or, un anticorps dont la reconnaissance dépend de
la présence de cette région n’est pas capable d’empécher la pénétration des parasites
dans les hépatocytes. L’ensemble de ces résultats suggere donc que CD81 n’est pas un
récepteur proprement dit de Plasmodium, mais agit plutot de maniére indirecte lors de
I'infection (Silvie et al, 2003; Yalaoui et al, 2008b). Toutefois, 'importance du niveau
d’expression de CD81 a la surface des cellules pour l'infection par Plasmodium a été
confirmée. En effet, I'inhibition de I'infection observée apres la déplétion des cellules en
SRB1 par Yalaoui et collaborateurs est corrélée, au moins partiellement, a une baisse de
I'expression de CD81 en surface (Yalaoui et al., 2008a).

En 2006, deux anticorps ciblant le mCD81 de maniére dépendante de sa
compartimentation membranaire ont été générés (Silvie et al, 2006a). Le premier, le
MT81, reconnait 'ensemble des molécules de mCD81 tandis que le deuxiéme, le MT81w,
reconnait le mCD81 associé a d’autres tétraspanines. Grace a ces outils, le role du
mCD81 associé aux TEM a pu étre étudié et les résultats obtenus sont en faveur de
I'utilisation du CD81 associé aux TEM par Plasmodium. Notamment, il a été montré que
le MT81w bloque 70% de l'infection par P. yoelii dans les cellules Hepal-6. Aussi, les
auteurs ont rapporté que la MBCD diminuent la reconnaissance par le MT81w, mais
également l'infection par P. falciparum et P. yoelii d’hépatocytes humains et murins
respectivement. Un lien étroit semble exister entre la teneur en cholestérol de la
membrane et CD81 puisque, dans le cas de l'infection par P. berghei, la MBCD inhibe
uniquement la voie d’entrée CD81-dépendante (Silvie et al.,, 2006a; 2007).

Enfin, une étude rapporte que EWI-F/CD9P-1, un partenaire de CD81, peut
influencer l'infection par P. yoelii (Charrin et al, 2009a). En effet, la surexpression de
EWI-F dans les cellules Hepal-6 inhibe I'infection par P. yoelii tandis que la réduction de
son expression par ARN interférence dans les Hepal-6 et les HepG2-CD81 augmente
'infection. En parallele, I'effet ’EWI-2, un autre partenaire majeur de CD81, a été testé

et les résultats indiquent que seul EWI-F est capable de moduler I’entrée des sporozoites

133



dans les cellules. Dans ce travail, les auteurs ont montré aussi que l'effet inhibiteur
exercé par EWI-F est dépendant de son interaction avec CD81 et indépendant d’'un
éventuel lien avec des protéines intracellulaires. De plus, EWI-F n’abolit pas l'infection
CD81-indépendante de P. berghei ce qui confirme que cette protéine influence les
fonctions de CD81. La reconnaissance par le MT81w est inchangée en présence ou en
absence de EWI-F, ce qui suggere que cette protéine ne modifie par la répartition
membranaire de CD81. Une hypothése majeure quand a l'effet inhibiteur de ce
partenaire repose sur la formation d’'un complexe entre CD81, EWI-F et une ou plusieurs
molécules non encore identifiées dont les fonctions pourraient étre altérées en présence

d’EWI-F.
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E. Influence des TEM et des protéines EWI sur I’entrée du VHC

1. Le role des TEM dans I'entrée

a) Les lipides et I'’entrée du VHC

Les lipides jouent un réle majeur dans I'organisation des membranes cellulaires
et peuvent influencer les processus infectieux, comme vu précédemment pour l'entrée
du parasite Plasmodium (Partie 1.D.4.b). Concernant l'infection par le VHC, il a été
montré que le cholestérol influence notamment I'étape d’entrée (Kapadia et al, 2007;
Lavillette et al., 2006; Rocha-Perugini et al,, 2009). En effet,  afin d’étudier le réle de ce
lipide, plusieurs équipes ont utilisé la MBCD (Kapadia et al.,, 2007; Rocha-Perugini et al.,
2009). Ainsi, il a été montré que ce traitement inhibe l'infection par le VHC, en
diminuant I'expression de CD81 a la surface cellulaire. La restauration des niveaux de
cholestérol membranaire permet d’ailleurs de restaurer, totalement ou partiellement en
fonction des études, le niveau d’expression de CD81 et 'infection par le VHC. Le contenu
de la membrane en sphingolipides module également l'infection virale. En effet la Smase,
une drogue qui convertit les sphingomyélines en céramides, inhibe I'entrée du VHC dans
les cellules en induisant l'internalisation de CD81, diminuant ainsi sa présence a la

surface des cellules (Rocha-Perugini et al.,, 2009; Voisset et al., 2008).

b) Les TEM et I'entrée du VHC

CD81 est donc une tétraspanine qui, en tant que telle, interagit avec des protéines
partenaires ainsi que d’autres tétraspanines au sein de microdomaines particuliers de la
membrane et enrichis en lipides : les TEM. Dans une étude du laboratoire, a laquelle j’ai
participé, le role joué par les molécules de CD81 associées aux TEM a été analysé
((Rocha-Perugini et al, 2009) voir Annexe n°1). Dans ce but, une lignée cellulaire Huh-
7w7 (n’exprimant plus de maniere endogene hCD81) exprimant mCD81 (Huh-
7w7/mCD81) a été générée. En comparaison aux cellules Huh-7 classiques, I'infection
peut étre restaurée a hauteur d’environ 30% dans ces cellules. Grace a cet outil
cellulaire, les anticorps anti-mCD81 décrits par Silvie et collaborateurs ont pu étre
utilisés afin d’étudier spécifiquement le role des molécules de CD81 associées aux TEM

dans l'entrée virale. Comme déja évoqué (Partie 1.D.4.b), le MT81 et le MT81w
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reconnaissent différemment le mCD81 s’il est associé ou non a d’autres tétraspanines
(Silvie et al, 2006a). En effet, des expériences d'immunoprécipitation dans différentes
conditions de détergent ainsi que de déplétion en CD9 ont permis a Silvie et
collaborateurs de montrer que le MT81 reconnait la population totale de mCD81 tandis
que le MT81w semble ne reconnaitre que le mCD81 engagé dans des interactions
tétraspanine-tétraspanine. Il est a noter que de tels outils n’existent pas dans le contexte
du CD81 d’'origine humaine. Tirant profit de ces anticorps et de la lignée Huh-
7w7/mCD81, le laboratoire a montré que les molécules de CD81 associées aux TEM ne
sont pas utilisées de maniere préférentielle par le VHC (Rocha-Perugini et al.,, 2009). Des
expériences de neutralisation de 'infection par des VHCpp et VHCcc avec les anticorps
anti-mCD81 ont montré que le MT81 neutralise l'infection avec une efficacité
considérablement plus forte que le MT81w, qui inhibe a peine 50% de I'infection méme
a trés grande concentration. Aussi, comme évoqué précédemment, la MBCD et la Smase
diminuent l'infection par le VHC notamment en diminuant 'expression de CD81 en
surface. Des expériences de cytométrie en flux ont montré que la reconnaissance par le
MT81 est considérablement diminuée par ces deux drogues, ce qui correlent avec les
observations faites dans d’autres études (Kapadia et al, 2007; Voisset et al, 2008). Au
contraire, le marquage par l'anticorps MT81w est inchangé en présence de MBCD et il
est méme augmenté lors d'un traitement par la Smase. Ce résultat, associé aux autres
expériences, indique donc que le VHC n’utilise pas le CD81 associé aux TEM pour entrer

dans ses cellules cibles (Rocha-Perugini et al., 2009).

2. Lesprotéines EWI

a) Les protéines EWI et les tétraspanines

EWI-2 (encore appelée PGRL, IGSF8 ou CD316) appartient, avec les protéines
EWI-F (encore appelée CD9P-1, FPRP ou CD315), EWI-101 (encore appelée CD101 ou
V7) et EWI-3 (encore appelée IgSF3) a la famille des protéines EWI, classée dans la
superfamille des Ig (Figure 29) (Clark et al., 2001; Stipp et al, 2001a). Toutes les quatre
se situent sur le chromosome humain 1 (Stipp et al, 2001a; Zhang et al, 2003). La
grande homologie de séquence et leur localisation génomique adjacente suggere une
évolution a partir d’'un ancétre commun, par duplication génique (Zhang et al., 2003).

Les protéines EWI présentent en effet une grande similarité de séquence, entre 23 et
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35%, les deux premiers domaines Ig étant les plus proches avec une similarité de 24 a
57% (Figure 29). EWI-3 et EWI-101 sont plus proches entre elles, comme le sont EWI-2
et EWI-F (Stipp et al.,, 2001a).

La caractéristique principale de ces protéines est la présence d’'un motif Glu-Trp-
[le (EWI) présent dans leur domaine extracellulaire. En plus de cette caractéristique, les
ectodomaines de toutes les protéines EWI sont composés exclusivement de domaines Ig
de type V, ce qui est rare dans la famille des Ig en général (Stipp et al,, 2001a; Zhang et
al, 2003). Ces protéines présentent un large domaine extracellulaire, un segment
transmembranaire et une queue cytoplasmique courte et hautement chargée. De plus,
les deux domaines Ig les plus distaux des protéines EWI sont les régions présentant le

plus d’homologie avec les autres protéines de la superfamille des Ig (Stipp et al., 2001a).

EWI-2

2 F |[101| 3

2 — | 27%)| 30%| 30%
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F |37%| — |24%|23% s .
sequence entiére

101 | 43%|34%| — |35%

3 | 44%|36%| 57%| —

% d’identité sur la
séquence des deux
premiers domaines Ig

Figure 29: Les protéines de la famille EWI (d’apres Stipp et al., 2001)

A) Les domaines Ig les plus proches sont indiqués par des lignes pointillées.

B) Les relations des protéines de cette famille ont été mesurées par le calcul du
pourcentage d’identité sur 'alignement de la séquence entiére (en gris) ou sur les deux
premiers domaines Ig (en noir).
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Comme déja évoqué précédemment, deux partenaires majeurs de CD81 et CD9
sont EWI-F et EWI-2, deux protéines de la famille EWI (Charrin et al., 2003a; Clark et al.,
2001; Stipp et al,, 2001a). EWI-F possede six domaines Ig extracellulaire pour un poids
moléculaire d’environ 120 kDa. Quant a EWI-2, sa partie extracellulaire est composée de
quatre domaines Ig numérotés de 1 a 4, I'lg 1 étant le domaine le plus distal. Cette
protéine fait environ 70 kDa et est glycosylée au niveau des Igl, 3 et 4 (Figures 29 et
30).

EWI-2 et EWI-F sont les seules protéines de la famille EWI qui interagissent avec
les tétraspanines CD9 et CD81 (Charrin et al, 2001; Stipp et al, 20014, b; Charrin et al,
2003a; Clark et al, 2001). Aucune interaction entre EWI-F et CD82 n’a été décrite
(Charrin et al,, 2001) et l'interaction entre EWI-2 et CD82 est controversée. En effet,
alors que Zhang et collaborateurs rapporte une telle interaction dans la lignée
lymphocytaire Jurkat, deux autres études ne présentent aucune interaction entre ces
deux protéines de surface dans d’autres lignées cellulaires (Charrin et al, 2003a;
Montpellier et al, 2011). Comme EWI-2 interagit avec CD81, il est possible que
I'interaction observée dans l'étude de Zhang soit médiée par CD81. Egalement,
I'influence du type cellulaire et des détergents utilisés ne peut pas étre exclue.

Etant donné le réle central d’EWI-2 dans mon travail de these, les paragraphes
suivants vont principalement consister en la description de I'expression, la localisation

et les fonctions de cette protéine.

b) Expression tissulaire et localisation subcellulaire des
protéines EWI-2 et EWI-F

Dans un premier temps, I'étude de la distribution tissulaire de EWI-2 a été basée
sur la détection de '’ARNm de cette protéine dans différents organes. Ainsi, il a été
montré que EWI-2 est exprimée dans de nombreux tissus et particulierement au niveau
des reins, des testicules, du placenta, de cerveau et du foie (Clark et al, 2001;
Kolesnikova et al, 2004; Stipp et al, 2001a; Zhang et al, 2003). Aussi, I'utilisation
d’anticorps ciblant EWI-2 ont permis de démontrer sa présence dans certaines cellules
sanguines, telles que les LB, LT ou les cellules NK (Charrin et al, 2003a; Vidal-Laliena et
al, 2005). Egalement, EWI-2 est détectée dans les cellules dendritiques (Kettner et al,
2007; Sala-Valdes et al., 2006).
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De maniere intéressante, la distribution cellulaire d’EWI-2 dans les cellules de
I'immunité est identique a celle de CD81 et ces deux protéines colocalisent dans les
hépatocytes humains (Charrin et al, 2003a). Comme EWI-F, EWI-2 est une protéine de
la surface cellulaire qui colocalise et interagit avec les protéines intracellulaires Ezrine,
Radixine et Moésine (ERM) via la queue cytoplasmique de la protéine EWI et le domaine
N-terminal des ERM (Sala-Valdes et al, 2006). Les ERM sont localisées au niveau de
stuctures riches en actine et sont impliquées dans la liaison entre la membrane et le
cytosquelette. Dans I’étude de Sala-Valdés et collaborateurs, il apparait d’ailleurs que les
ERM jouent un réle dans la localisation subcellulaire de EWI-2 (Sala-Valdes et al., 2006).
En effet, I'utilisation de dominants négatifs de la Moésine (correspondants au domaine
N-terminal de la protéine et donc incapables d’interagir avec le cytosquelette) induisent
la délocalisation d’EWI-2 par rapport a la condition sauvage. Cette étude a aussi montré
que CD81 peut interagir avec les ERM, via son domaine C-terminal. Etant donné qu'un
mutant de EWI-2 tronqué au niveau de la queue cytoplasmique colocalise toujours avec
les ERM, il semble que, dans ce contexte, l'interaction entre EWI-2 et les ERM soit
meédiée par une autre protéine transmembranaire telle que CD81. Enfin, il a été
récemment montré que EWI-2 est capable d’interagir avec 'a-actinine, une protéine de
liaison a I'actine, dans les LT (Gorddn-Alonso et al, 2012). Ces deux études établissent

donc un lien étroit entre EWI-2 et le cytosquelette.

EWI-F est également retrouvée dans de nombreux types cellulaires: LB et LT,
certaines cellules myéloides, kératinocytes, cellules des glandes salivaires, ovocytes,
cellules hépatiques ou encore pulmonaires ... (Charrin et al, 2001; 2009a; Guilmain et
al, 2011; Runge et al., 2007; Vidal-Laliena et al, 2005). Il est intéressant de noter que
cette protéine est surexprimée dans de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses
(Charrin et al, 2001), ce qui suggere un (des) role(s) de EWI-F dans les processus
tumoraux. Concernant sa localisation subcellulaire, EWI-F est localisée en intracellulaire
au niveau du RE et du trans-Golgi ainsi qu’a la surface cellulaire, souvent en association
avec CD9 (Orlicky, 1996; Singethan & Schneider-Schaulies, 2008). Aussi, comme déja
évoqué, EWI-F interagit avec les ERM et constitue un lien entre la membrane et le

cytosquelette (Sala-Valdes et al., 2006).
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c) Les fonctions de EWI-2 et EWI-F

Plusieurs études rapportent un role de EWI-2 dans la migration cellulaire. En
effet, dans plusieurs types cellulaires, il a été montré que la surexpression de cette
protéine induit une diminution de la migration sur différents substrats (Kolesnikova et
al, 2004; 2009; Stipp et al, 2003a; Zhang et al, 2003). Ces effets de EWI-2 sur la
migration des cellules seraient en lien avec sa capacité a interagir a la fois avec les
tétraspanines et les intégrines. D’ailleurs, dans plusieurs lignées cellulaires, I'association
entre EWI-2 et les intégrines (particulierement les intégrines a3p1 et a4f1) se fait par
I'intermédiaire de tétraspanines (Kolesnikova et al., 2004; Stipp et al., 2003a). Chez les
patients atteints de gliome, une tumeur touchant les cellules de soutien du tissu
cérébral, la sous-expression de EWI-2 dans les cellules tumorales est corrélée a un
mauvais pronostic de survie. En 2009 et a partir de cette observation, Kolesnikova et
collaborateurs ont étudié I'effet de la surexpression de EWI-2 non seulement in vitro sur
des cellules de gliome, mais également in vivo via l'injection de ces cellules tumorales
chez la souris (Kolesnikova et al, 2009). IIs ont montré in vivo que le développement
tumoral est inhibé lorsque les cellules surexpriment EWI-2, en corrélation avec
I'observation in vitro que la surexpression de EWI-2 diminue la migration des cellules.
De plus, ils ont démontré que I'augmentation du niveau d’expression de EWI-2 a la
surface cellulaire entraine une réorganisation des tétraspanines et de leurs partenaires,
en I'occurrence CD81, CD9 et des métalloprotéases. De ce fait, les auteurs suggerent que
le phénotype anti-tumoral observé in vitro et in vivo est en lien avec un changement
d’organisation des interactions protéiques a la surface des cellules lorsque EWI-2 est
surexprimée. Toujours dans le sens d’'un réle de EWI-2 dans la migration cellulaire, un
autre travail a rapporté une augmentation de la migration, et également de la
polarisation, de cellules lymphoides lorsque l'expression de EWI-2 est diminuée par
ARN interférence (Sala-Valdes et al, 2006). En parallele de I'effet sur la migration, les
auteurs ont aussi montré une augmentation de la phosphorylation des ERM, ce qui
suggere que l'interaction entre EWI-2 et les ERM est impliquée dans la régulation de la
migration cellulaire et de la polarisation dans les lymphocytes, en établissant un lien
entre la membrane plasmique et le cytosquelette.

EWI-2 a aussi été identifié comme un marqueur précoce de l'activation des
cellules dendritiques (Kettner et al, 2007). Dans cette étude, les auteurs montrent

également que EWI-2 peut avoir une activité de récepteur, plus spécifiquement en liant
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la protéine de choc thermique HspA8. D’ailleurs, I'engagement d’EWI-2 avec la HspA8 ou
avec un anticorps anti-EWI-2 module difféeremment la capacité de présentation
d’antigene et la migration des cellules dendritiques: la stimulation d’antigeénes est
réduite, la migration favorisée. Ainsi, en étant exprimé tot apres l'activation des cellules
dendritiques et en interagissant avec la HspA8, EWI-2 pourrait contribuer a la
maturation de ces cellules et a la mise en place de la réponse immunitaire adaptative.
Plusieurs équipes ont également étudié le role des molécules EWI-2 et EWI-F a la
membrane des ovocytes. En 2007, une étude a montré qu’a la surface de ces cellules,
EWI-F et EWI-2 forment des complexes avec la tétraspanine CD9 (Runge et al., 2007). De
plus, les auteurs proposent que, en lien avec les ERM et le cytosquelette, ces complexes
pourraient réguler la morphologie et le fonctionnement des microvilli, structures
nécessaires a une fusion efficace entre I'ovocyte et le spermatozoide. EWI-2 pourrait
également avoir un réle dans l'interaction entre I'ovocyte et le spermatozoide (Glazar &
Evans, 2009; He et al, 2009). Par exemple, une étude a montré que des formes solubles
de EWI-2 ont la capacité de se lier a des spermatozoides ayant accompli la réaction
acrosomique, une étape indispensable a la fusion des membranes (He et al, 2009). Cette
méme étude a aussi montré que les ovocytes dépourvus de CD9 présentent une
réduction drastique du niveau d’expression d’EWI-2 a leur surface. Ainsi, le défaut de
fusion observé dans les ovocytes CD9-/- pourrait étre lié a la sous-expression de EWI-2.
EWI-2 affecte aussi la multimérisation de CD9. En effet, deux études
indépendantes, 'une réalisée dans une lignée cellulaire de mélanome humain, I'autre
dans des cellules de gliomes, rapportent que la surexpression de EWI-2 provoque une
diminution de la reconnaissance par l'anticorps C9BB, un anticorps qui reconnait
préférentiellement les homoclusters de CD9 (Kolesnikova et al., 2009; Yang et al., 2006).
Enfin, trés récemment, une étude a décrit un role de EWI-2 au sein des synapses
immunologiques et virales (Gorddn-Alonso et al., 2012). Dans le cadre de la réponse
immunitaire, les cellules T interagissent avec les cellules présentatrices d’antigenes et il
en résulte la formation de structures polarisées spécifiques appelées synapses
immunologiques, qui correspondent aux zones de contact entre les deux cellules. En
conditions pathologiques, et notamment lors d’une infection par le VIH, la transmission
virale peut se faire directement d’une cellule infectée vers une cellules non infectée, via
la formation d’'une synapse dite virologique. Dans leur étude, Gordon-Alonso et

collaborateurs ont montré qu’'une interaction transitoire entre EWI-2 et l'a-actinine
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(une protéine liant 'actine) a lieu au sein des cellules T et que la dissociation de cette
liaison est nécessaire a la formation des synapses immunologiques et virales. En effet,
un réarrangement du cytosquelette est nécessaire a la mise en place de I'architecture de

ces deux types de synapses.

Concernant EWI-F, certaines fonctions lui sont attribuées dans le contexte
humain. Brievement, dans I'’étude de Yang et collaborateurs, la surexpression de EWI-F
de diminuait la reconnaissance de CD9 par I'anticorps C9BB. Cela indique que, comme
EWI-2, EWI-F peut influencer la multimérisation d'une tétraspanine dont il est
partenaire (Yang et al, 2006). Dans ce méme travail, il a été montré qu’une lignée
tumorale est moins reconnue par le C9BB. Cela suggere que I'organisation membranaire
de CD9 est modifiée, possiblement par des modifications d’'interaction avec ses
partenaires, ce qui pourrait influencer le phénotype migratoire et morphologique des
cellules tumorales. D’ailleurs, une étude récente a rapporté que l'augmentation ou la
baisse d’expression de EWI-F dans les cellules HEK-293 influence I'agrégation et la
migration cellulaire, dépendamment du substrat (Chambrion & Le Naour, 2010). Par
exemple, lorsque les cellules surexpriment EWI-F, la migration est diminuée sur
laminine-5 mais favorisée sur collagéne-1. Les auteurs ont aussi montré que le segment
transmembranaire et la queue cytosolique de EWI-F étaient nécessaires a son role dans
la migration cellulaire. Enfin, cette étude a mis en évidence l'importance de la
compartimentation membranaire des protéines dans la migration cellulaire puisqu’il
apparait que EWI-F influence ce processus lorsqu’il est localisé en dehors des TEM. En
effet, la surexpression de CD9 et CD81 en parallele de EWI-F inverse les effets de ce
partenaire sur la migration, en augmentant le nombre d’interactions entre les
tétraspanines et EWI-F.

Egalement, EWI-F a été décrite comme un marqueur de surface dans une lignée
cellulaire de cancer du sein (Goenaga et al, 2007). Dans un effort d’identification
d’antigénes tumoraux spécifiques, les auteurs ont utilisé une bibliotheque d’anticorps
présentés sur phages et les ont sélectionnés sur la base d’'une internalisation rapide par
les cellules. Un anticorps ciblant EWI-F ayant été sélectionné, cette technique a permis
de montrer que EWI-F est surexprimée dans ces cellules cancéreuses. Bien que
I'engagement de EWI-F par I'anticorps identifié dans cette étude ne présente aucun effet

anti-prolifératif, les auteurs suggerent qu’il pourrait étre utilisé pour délivrer
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spécifiquement des composés cytotoxiques aux cellules tumorales aux vues de son
internalisation tres rapide par les cellules.

De maniere intéressante, EWI-F a aussi été décrite comme pouvant interférer
avec des processus pathologiques. Comme déja évoqué, Charrin et collaborateurs ont
mis en évidence un effet inhibiteur de EWI-F sur I'infection par Plasmodium (Charrin et
al, 2009a). En effet, sa surexpression ou la réduction de son expression dans les cellules
hépatiques murines induisent respectivement une inhibition et une augmentation de
'infection par des sporozoites du genre Plasmodium Yoelii (Partie 1.D.4.b). De plus tres
récemment, une équipe francaise a généré une forme tronquée de EWI-F correspondant
a une portion du domaine extracellulaire proche de la membrane plasmique et appelée
GS-168AT2 (Guilmain et al, 2011). Il a été montré, dans des cellules de cancer du
poumon, que l'expression de EWI-F est inversement proportionnelle au niveau
d’expression de CD9 et corrélée au pouvoir métastatique des cellules. Dans une
deuxieme étude, ils ont étudié le role du GS-168AT2 au cours de l'angiogeneése, un
processus de développement des vaisseaux sanguins souvent favorisé dans le contexte
tumoral (Colin et al, 2011). Les auteurs ont ainsi montré que cette forme tronquée
soluble est capable d’inhiber I'angiogenese in vitro, mais également de bloquer le
développement tumoral in vivo chez la souris, probablement en diminuant I'expression

des tétraspanines CD9 et CD151 a la surface cellulaire.

d) EWI-2wint

En 2008, le laboratoire a identifié un nouveau partenaire de CD81 : une forme
tronquée de la protéine EWI-2, précédemment décrite (Rocha-Perugini et al., 2008). En
effet, cette protéine correspond a la séquence d’EWI-2 dépourvue de son premier
domaine Ig, a 'extrémité N-terminale de la protéine (Figure 30). Pour cela, elle a été
nommée EWI-2wint’., Le clivage a lieu au niveau d’un site RGR'QAP, probablement au
niveau du Golgi ou tout au moins dans un compartiment post-RE, car il a lieu apres la
maturation des N-glycanes (Montpellier et al, 2011). La protéase impliquée dans ce
clivage reste non-identifiée a ce jour. Le laboratoire, a 'origine de la découverte de cette
protéine, a observé que l'expression directe d’EWI-2wint dans les cellules n’est pas

stable. Pour outrepasser ce probléme, une stratégie basée sur I'utilisation d'une protéine

71 EWI-2 Without Its N-Terminus
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EWI-2 constitutivement clivée, appelée EWI-2fur 3 été développée. En effet, I'ajout d’'un
résidu arginine au niveau du site de clivage (RGR') permet de reconstituer un site de
clivage (RGRR') reconnu par I'endoprotéase furine qui est présente dans quasiment
toutes les cellules de mammiferes. La surexpression de EWI-2fur permet ainsi d’exprimer
EWI-2 mais également de produire de maniere constitutive EWI-2wint. Grace a cette
construction, il a été montré que, contrairement a la surexpression de la protéine
parentale, 'expression ectopique d’EWI-2wint bloque I'entrée du VHC dans des cellules
naturellement permissives au virus telles que les cellules Huh-7. De maniere
intéressante, il a été montré que EWI-2wint est présente dans plusieurs lignées
cellulaires mais absente dans les cellules d’origine hépatique. Cela indique qu’en plus de
la présence de facteurs cellulaires spécifiques, I'hépatotropisme du VHC pourrait étre di

al'absence d'un facteur inhibiteur de I'’entrée du virus.
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g Figure 30 : Représentation schématique de

EWI-2 et EWI-2wint

extraceliulaire

EWI-2wint (a droite) correspond a la séquence
de EWI-2 (a gauche) dépourvue du domaine Ig1.

Intraceliulaire

A\ \
EWI-2 EWI-2wint

Dans une étude récente du laboratoire a laquelle j'ai participé, les régions de
CD81 et EWI-2/EWI-2wint importantes pour leur interaction ont été identifiées
((Montpellier et al.,, 2011) voir Annexe n°2).

Tout d’abord, concernant, EWI-2/EWI-2wint, différents mutants ont été générés
a partir de la construction EWI-2fur, Ces mutants ont ensuite été utilisés dans des
expériences de co-immunoprécipitation apres lyse des cellules dans une solution

contenant 1% de Brij97 et 2ZmM d’EDTA, condition préservant I'interaction entre EWI-
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2/EWI-2wint et CD81. Dans un premier temps, les domaines Ig extracellulaires ont été
tronqués un par un et il a été observé que le domaine Ig4 est le seul domaine
extracellulaire qui soit nécessaire a l'interaction avec CD81. De maniére intéressante,
I'interaction entre CD9 et EWI-2/EWI-2wint est conservée méme lorsque ce domaine est
tronqué, ce qui indique que les déterminants de I'interaction entre EWI-2/EWI-2wint et
CD81 ou CD9 sont différents. Afin de tester le role du TM et de la queue cytosolique de
EWI-2/EWI-2wint, des chimeéres ont été générées. Pour cela, le TM (chimere TM), la
queue cytosolique (chimére Q) ou ces deux régions (chimere TMQ) ont été remplacées
par les régions correspondantes de la protéine MHC?? de classe II dans le contexte de la
construction EWI-2fur, Les résultats de co-immunoprécipitations ont montré que les
trois chimeres TM, Q et TMQ perdent la capacité a interagir avec CD81, indiquant que le
TM et le segment cytoplasmique jouent un role dans l'interaction avec CD81. EWI-
2/EWI-2wint posseéde deux cystéines juxtamembranaires au niveau de la queue
cytoplasmique et notre étude a montré que ces cystéines sont palmitoylées. Comme déja
évoqué, la palmitoylation joue un réle important dans les interactions protéine-protéine,
c’est pourquoi nous avons cherché a savoir si ces cystéines palmitoylées étaient
impliquées dans l'interaction avec CD81. Pour cela, ces deux résidus cystéines du
domaine cytoplasmique de la chimere Q ont été restaurés afin de générer la chimere
appelée Qcc qui, contrairement a la Q, est palmitoylée. Les co-immunoprécipitations ont
montré que la palmitoylation permet de restaurer I'interaction avec CD81. D’ailleurs, les
chimeres non-palmitoylables de EWI-2/EWI-2wint (TMQ, Q) n’interagissent plus avec
CD81 ni avec CD9, ce qui démontre l'importance de cette modification post-
traductionnelle dans l'interaction avec les tétraspanines. Un mutant de la construction
EWI-2fur dans laquelle les deux cystéines juxtamembranaires ont été remplacées par des
alanines (EWI-2/EWI-2wintP!m-) a permis de confirmer cette observation. Au sein du TM
de EWI-2/EWI-2wint, un motif glycine zipper (GXXXAXXXG) et un motif simple riche en
glycine (AXXXG) sont présents. Ce type de motifs pouvant étre impliqué dans les
interactions TM-TM, les résidus glycine/alanine ont été remplacés par des leucines dans
le motif glycine zipper afin de générer les mutants LAG, GAL ou LAL, et également dans
le motif simple (mutant LG). Ainsi, il a été mis en évidence un réle du motif GXXXAXXXG
du TM de EWI-2/EWI-2wint dans l'interaction avec CD81. En effet, alors que le mutant

LG garde la capacité a interagir avec CD81, ce n’est pas le cas pour les mutants LAG et

72 Major Histocompatibility Complex
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GAL et plus encore pour le mutant LAL. En résumé, le domaine Ig4, le motif glycine
zipper du TM et la palmitoylation de la queue cytosolique de EWI-2/EWI-2wint sont

nécessaires pour l'interaction avec CD81 (Figure 31).

Figure 31 : Les régions de CD81 et
EWI-2/EWI-2wint impliquées dans leur
interaction

Les régions importantes de CD81 (a
gauche) et EWI-2/EWI-2wint (a droite)
sont colorées en vert.

Etant donné la mise en évidence de I'importance de la palmitoylation de EWI-
2/EWI-2wint dans linteraction avec CD81, un mutant de palmitoylation de CD81
(CD81rIm-) 3 été utilisé dans un test de co-immunoprécipitation. Les résultats ont montré
que le mutant CD81rIm- conserve la capacité a lier EWI-2/EWI-2wint, montrant que la
palmitoylation de la tétraspanine n’est pas impliquée dans l'interaction avec ces
partenaires. Ensuite, afin de préciser les régions de CD81 importantes pour l'interaction
avec EWI-2/EWI-2wint, des chimeres ont été générées entre CD81 et CD82, une
tétraspanine qui n’interagit pas avec EWI-2/EWI-2wint dans nos conditions. Ainsi, les
TM, la SEL ou la LEL de CD81 ont été remplacés par les domaines correspondant de
CD82 et l'interaction avec EWI-2/EWI-2wint a été testée. Ces expériences ont montré
que le remplacement des TM1 et TM2 de CD81 par ceux de CD82 n’affecte pas sa liaison
a EWI-2/EWI-2wint. Concernant la SEL, une diminution de l'interaction a aussi été
observée mais il semble que la conformation de cette chimere soit altérée. Un réle de la
SEL de CD81 dans la stabilisation de la LEL a d’ailleurs déja été décrit (Yalaoui et al,
2008b). Par contre, les résultats ont révélé I'importance des TM3, TM4 et LEL de CD81
pour son interaction avec ces partenaires. Des motifs glycine zipper étant présents dans
les TM1, TM2 et TM3 de CD81, des mutations simples ou combinées de ces motifs ont
été réalisées afin de vérifier leur implication dans l'interaction avec EWI-2/EWI-2wint.

Néanmoins, tous les mutants interagissaient avec EWI-2/EWI-2wint, indiquant que ces
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motifs glycine zipper ne jouent pas de role dans l'interaction entre CD81 et EWI-2/EWI-
2wint. En résumé, les régions importantes de CD81 pour la liaison a EWI-2/EWI-2wint
sont les TM3, TM4 et LEL (Figure 31).

Dans le but de déterminer si les mutations de EWI-2/EWI-2wint qui influencent
I'interaction avec CD81 affectent également la capacité de EWI-2Zwint a inhiber
'infection, des lignées Huh-7 exprimant de maniere stable les différentes constructions
EWI-2/EWI-2wintrm-, TM, Q, TMQ, Qcc et LAL ont été générées. Ces lignées ont été
utilisées dans des expériences d’'infections avec des VHCcc. Ainsi, il a été observé que les
mutants n’interagissant plus avec CD81 (EWI-2/EWI-2wintPim-, TM, Q, TMQ, et LAL)
perdent leur pouvoir inhibiteur de l'infection par le VHC. A 'inverse, le mutant Qcc, qui
interagit toujours avec CD81, bloque I'infection a un niveau équivalent a la construction
EWI-2fur sauvage. Il existe donc une corrélation entre la capacité de EWI-2wint a
interagir avec CD81 et son role inhibiteur de I'infection.

De la méme facon, des expériences d’infections ont été effectuées dans des
lignées cellulaires Huh-7w7 exprimant de maniere stable la protéine CD81 sauvage ou
les chimeres CD81/CD82 (TM1, TM2, TM3, TM4 ou SEL). La LEL de CD81 jouant un role
majeur dans la reconnaissance du VHC, la chimere possédant la LEL de CD82 n’a pas été
utilisée puisque ce domaine doit nécessairement provenir de CD81 pour médier
'infection. Les résultats ont montré que, de la méme fagon que l'interaction avec EWI-
2/EWI-2wint, la restauration de l'infection est affectée dans le cas des chimeres TM3,
TM4 et SEL, tandis que les chimeéres TM1 et TM2 rendent les Huh-7w7 permissives a
I'infection par les VHCcc. Cela indique que les TM3 et 4 ainsi que les boucles
extracellulaires de CD81 sont essentiels a son activité de récepteur. Egalement, ce
résultat montre que l'activité de CD81 en tant que récepteur viral est corrélée a sa
capacité a interagir avec ses partenaires. Il a été montré que la protéine EWI-2 n’est pas
impliquée lors de l'infection par le VHC (Rocha-Perugini et al, 2008). Toutefois, il est
possible que le remplacement de certaines régions de CD81 affecte son interaction avec
d’autres partenaires impliqués dans I’entrée virale, comme par exemple CLDN-1.

Au cours de cette étude nous avons donc, entre autre, montré que l'interaction
entre EWI-2wint et CD81 est indispensable a I'effet inhibiteur exercé par EWI-2wint.
Toutefois, et méme si des expériences in vitro suggerent que cet effet inhibiteur soit la
conséquence d’'un blocage de I'interaction de CD81 avec E2 (Rocha-Perugini et al., 2008),

le mécanisme précis responsable de I'inhibition de I'entrée du virus reste inconnu.
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2) CONTEXTE ET
OBIECTIFS DES TRAVAUX
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Article 1:

Etude du mécanisme par lequel EWI-2wint bloque I'’entrée du VHC

Comme décrit au cours de l'introduction, I'entrée du VHC dans ses cellules cibles
est un mécanisme séquentiel et complexe mettant en jeu un grand nombre de molécules
virales et cellulaires. La découverte de EWI-2wint, une protéine présente dans de
nombreuses lignées cellulaires mais absente dans les lignées d’origine hépatique, a
mené au concept selon lequel 'hépatotropisme du VHC serait non seulement lié a la
présence de facteurs spécifiques, mais également a I'absence d’un inhibiteur spécifique
(Rocha-Perugini et al, 2008). En effet, 'expression ectopique de EWI-2wint dans les
cellules Huh-7 bloque I'étape d’entrée du VHC. Dans cette méme étude, le laboratoire a
proposé, par des expériences in vitro, que la présence de EWI-2wint a la surface des
cellules pourrait bloquer l'interaction entre la particule virale et CD81. Cependant, afin
d’aller plus loin dans la caractérisation de cet inhibiteur naturel de I'entrée du VHC, nous
avons chercher a mieux comprendre comment cette molécule peut moduler I'étape de
I'entrée virale. Etant donné que nous avons montré que le VHC n’utilise pas les
molécules de CD81 associées aux TEM pour pénétrer dans les cellules (Rocha-Perugini
et al, 2009), nous avons émis I'’hypothese suivante: EWI-2wint pourrait moduler la
compartimentation membranaire de CD81 a la surface des cellules et favoriser son
association avec les TEM, diminuant ainsi le nombre de molécules de CD81 compétentes
pour 'entrée du VHC.

Afin de vérifier cela, deux approches majeures ont été utilisées. Dans un premier
temps, nous avons exploité le fait que les cellules Huh-7w7/CD81m sont permissives a
'infection (Rocha-Perugini et al, 2009), en association avec l'utilisation des anticorps
MT81 et MT81w décrits précédemment (Silvie et al., 2006a). Notre deuxieme approche
a consisté en l'utilisation de la technique du SMT afin de tester si la dynamique
membranaire de CD81 est modifiée en présence de EWI-2wint dans les cellules Huh-7.
Cette technique permet en effet de mettre en lumiére des aspects intéressants de la
dynamique tels que les types de trajectoires, les coefficients de diffusion ou encore les
temps de confinement des protéines marquées. Pour réaliser ce travail, nous avons
collaboré avec le Dr Pierre-Emmanuel Milhiet ainsi que Patrice Rassam du Centre de

Biochimie Structurale de Montpellier. Dans cette étude de la dynamique de CD81, nous
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avons utilisé deux mutants de EWI-2/EWI-2wint, le Qcc et le LAL, en paralléle de la
construction EWI-2fur sauvage. De cette facon, nous avons pu tester l'influence de
I'interaction avec CD81 et de la queue cytosolique de EWI-2/EWI-2wint sur le
comportement de CD81 a la membrane.

Dans ce travail, nous avons également cherché a mieux caractériser I'anticorps
MT81w. Bien qu'il ait été décrit comme reconnaissant les molécules de CD81 associées
aux TEM (et donc a différentes tétraspanines) (Silvie et al., 2006a), un doute persistait
dans la communauté scientifique étudiant les tétraspanines quant a I’éventualité qu’il
soit un anticorps de faible affinité reconnaissant préférentiellement des homo-
oligomeres de CD81.

L'importance de l'interaction entre CD81 et CLDN-1 nous a aussi menés a
explorer l'effet d’EWI-2wint sur la colocalisation entre ces deux protéines dans des
expériences de microscopie confocale.

Enfin, puisque de plus en plus d’évidences correlent avec un rdéle majeur de la

transmission virale de cellule a cellule lors de l'infection par le VHC, nous avons

investigué I'effet de EWI-2/EWI-2wint sur cette voie d’entrée.

Le travail concernant ces résultats est actuellement en révision dans Cellular

Microbiology et est disponible dans la partie 1 des résultats :

EWI-2wint promotes CD81 clustering that abrogates Hepatitis C Virus entry.

Julie Potel, Patrice Rassam, Claire Montpellier, Laura Kaestner, Elisabeth Werkmeister,
Birke A. Tews, Cyril Couturier, Costin-loan Popescu, Thomas F. Baumert, Eric
Rubinstein, Jean Dubuisson, Pierre-Emmanuel Milhiet and Laurence Cocquerel. 2012

Cellular Microbiology (en révision).
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Article 2 :

Etude de I'effet de la Monensine sur l'infection par le VHC

La Monensine est un composé isolé a partir de la bactérie Streptomyces
cinnamonensis qui perturbe la perméabilité membranaire (Haney & Hoehn, 1967). En
effet, il s’agit d’'un ionophore sélectif responsable de I'échange entre des protons (H*) et
des cations monovalents (préférentiellement le Na*). Ainsi, en traversant les membranes
cellulaires, la Monensine provoque un influx de Na* dans la cellule induisant un efflux de
protons et une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca?* ayant pour
conséquences une augmentation du pH notamment au niveau de I'appareil de Golgi, des
endosomes et des lysosomes (Mollenhauer et al., 1990). Sa structure a été décrite en
1967 (Agtarap & Chamberlin, 1967) (Figure 32) et a partir de 13, ses effets ont été tres

étudiés.

Figure 32 : La Monensine
d’aprés Chapman etel.,, 2010
p p

En haut, la structure de la Monensine (C3sHs2011)-
En bas, la conformation de la Monensine complexée a un ion Na+.
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Notamment, en 1982, Maxfield et collaborateurs ont montré qu’'une solution de
Monensine a 6uM entraine une augmentation du pH de 5.0 a 6.0 des compartiments
endocytiques de fibroblastes murins (Maxfield, 1982). Ils ont rapporté également que
I'augmentation de pH est rapide puisque qu’'un plateau est atteint aprés environ deux
minutes de traitement, mais aussi réversible en une a deux minutes apres lavage des
cellules. D’autres études confirment cette observation et notamment dans des cellules
hépatocytaires humaines (Tycko et al, 1983). Aussi, 'endocytose et 'exocytose ont été
montrées comme altérées lorsque des hépatocytes de rat sont traités par la Monensine
(Rustan et al., 1985). De plus, plusieurs travaux ont montré que cette drogue bloque le
recyclage de protéines membranaires (Basu et al., 1981; Berg et al., 1983; Harford et al,
1983; Iglesias-Bartolome et al., 2006; Pohlmann et al, 1984; Stein et al, 1984) et la
dégradation protéique (Gil-Falgon et al, 1992; Grinde, 1983; Harford et al, 1983;
Whittaker et al, 1986). Concernant I'’endocytose, il semble que 1'étape d’internalisation
ne soit pas affectée par la Monensine. Par exemple, il a été montré qu’un tel traitement
affecte la sensibilité des cellules a la toxine diphtérique, une exotoxine protéique issue
d’'une bactérie (Marnell et al., 1982; Muroi et al, 1996). L’effet cytotoxique de cette
toxine est en effet bloqué en présence de Monensine et il a été rapporté que cette
observation est la conséquence du piégeage de la toxine dans les vésicules endocytiques
dont 'acidification est inhibée par la Monensine (Marnell et al., 1982).

La Monensine est tres utilisée dans l'industrie agroalimentaire, notamment en
tant que complément alimentaire au sein des élevages bovins ou de volailles. Ce
composé permet notamment de prévenir les coccidioses ou encore de favoriser la
croissance des animaux. Les coccidioses sont des maladies causées par des parasites
intracellulaires du genre Emeiria et qui touchent différents types d’animaux (bovins,
poulets, lapins ...). L'utilisation de la Monensine au sein des élevages est justifiée par
plusieurs études rapportant un effet inhibiteur de cette drogue sur l'infection par les
parasites Emeiria (Chapman et al, 2010). Différents autres pathogenes ont aussi été
montrés comme sensibles a cette drogue, et notamment les parasites du genre
Toxoplasma (Couzinet et al, 2000; Lavine & Arrizabalaga, 2011; 2012), de méme que

Plasmodium et certains virus.
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Concernant l'inhibition de linfection par des virus, de nombreuses études
rapportent un effet de la Monensine sur différents virus dont, entre autres, le VIH, le
virus simien 40 (SV4073), le virus de I'herpes (HSV74) et le SVF (Clayson et al, 2003;
Dewar et al, 1989; Ghosh-Choudhury et al., 1987; Johnson & Spear, 1982; Marsh et al,
1982). La Monensine peut influencer le cycle de ces virus en différentes étapes. Par
exemple, un traitement par la Monensine bloque I'entrée du SVF (Marsh et al., 1982),
alors qu’elle altére des phases plus tardives telles que la sécrétion pour d’autres virus

comme le HSV ou le SV40 (Clayson et al., 2003; Ghosh-Choudhury et al., 1987).

De maniére intéressante, Plasmodium est sensible au traitement par la
Monensine. Ce composé est capable de bloquer la phase érythrocytaire du cycle de vie
du parasite (Adovelande & Schrével, 1996; Gibot et al, 1999; Gumila et al,, 1996; 1997),
mais également la phase hépatocytaire (Leitao & Rodriguez, 2010; Mahmoudi et al,
2008). Notamment, une étude de prédiction basée sur des comparaisons structurales de
composés a récemment permis d’identifier la Monensine comme inhibiteur de I'infection
par les sporozoites du genre Plasmodium (Mahmoudi et al, 2008). Les auteurs ont
vérifié in vitro cette prédiction et ont montré que la Monensine bloque l'infection
d’hépatocytes humains et murins par les sporozoites des genres P. falciparum et P. yoelii,
respectivement. Aussi, un autre travail récent confirme cette observation (Leitao &
Rodriguez, 2010). En effet, les auteurs ont montré une inhibition in vitro de l'infection
par les sporozoites de P. yoelii et P. berghei lorsque les cellules Hepal-6 sont traitées
avant et pendant l'infection par une solution contenant de la Monensine a une
concentration de l'ordre du nM (Leitao & Rodriguez, 2010). Des expériences
complémentaires ont été réalisées afin de préciser l'effet de ce composé au cours de
'infection et les résultats ont indiqué que la Monensine agit plutot sur la cellule hote que
sur le parasite. En effet, un pré-traitement des cellules avec 10 ou 100 nM de Monensine
suivi par des lavages et une incubation avec P. berghei entraine une inhibition de
I'infection similaire a celle observée lors d'un traitement pendant toute la durée de
I'expérience. Un léger effet sur l'infectivité du parasite est observé lorsque la drogue est
incubée avec les sporozoites avant l'infection, mais uniquement a la concentration de

1uM. Ensuite, des expériences de cinétique et des tests d’'invasion ont révélé que la

73 Simian Virus 40
74 Herpes Simplex Virus
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Monensine bloque l'étape de l'entrée des parasites dans les cellules. D’ailleurs,
contrairement a l’absence de traitement, la Monensine entraine une diminution
drastique de la présence de vacuoles parasitophores dans les cellules. Enfin, dans le but
de tester le pouvoir protecteur de la Monensine in vivo, les auteurs ont injecté une dose
unique de Monensine (10mg/kg) a des souris 1h avant l'infection par P. berghei. Ainsi,
sur cinq souris traitées dans ces conditions, trois ont été totalement protégées et
'infection des deux autres a été décalée de deux jours, ce qui suggere une parasitémie

moindre. Les auteurs ont donc conclu a un roéle inhibiteur de la Monensine sur 'infection

par Plasmodium in vivo.

Certaines similitudes entre l'infection par le VHC et l'infection par Plasmodium
ont déja été démontrées dans l'introduction, comme par exemple le ciblage des cellules
hépatiques pour la réplication, le rdle des lipides, 'importance de CD81 et SRB1 dans
I'entrée de ces deux pathogénes ou encore le fait que des protéines EWI peuvent
interférer avec ce processus. Aux vues de l'effet anti-malarial de la Monensine, nous
avons décidé de tester si la Monensine posséde une activité antivirale sur l'infection par le
VHC.

Puisque nous avons observé une diminution de I'infection par le VHC en présence
de Monensine, nous avons réaliser différentes expériences afin de préciser I'étape du
cycle viral bloquée par la Monensine, de tester son effet sur d’autres virus, d’étudier
son action en combinaison avec I'IFN ou encore de définir si elle posséde ou non un

potentiel inhibiteur sur la transmission du VHC de cellule a cellule.

Les résultats de ce travail font 'objet d'un article en préparation présenté dans la

partie 2 des résultats :

Monensin inhibits a late step of Hepatitis C Virus entry.

Julie Potel, Catherine Francgois, Noémie Calland, Thibaut Vausselin, Famara Sané, Yves
Rouillé, Sandrine Belouzard, Veronique Descamps, Thomas Baumert, Gilles Duverlie,

Didier Hober, Jean Dubuisson and Laurence Cocquerel. 2012. En préparation.
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ABSTRACT

Three percent of the world’s population is chronically infected with hepatitis C virus
(HCV) and at risk of developing liver cancer. Although several cell surface proteins have
been identified as entry factors for this virus, precise mechanisms regulating HCV entry into
hepatic cells are still unknown. In our study, we characterized the effect on the HCV life cycle
of Monensin A, an ionophore that raises the intracellular pH. We showed that Monensin
inhibits HCV infection in a dose-dependent manner. It is highly effective at nanomolar
concentrations. Interestingly, it abrogates cell-to-cell transmission and leads to an
additive effect when combined with IFN. We demonstrated that Monensin blocks HCV
entry without affecting post-entry steps of HCV life cycle. Furthermore, we found that
Monensin likely inhibits the fusion step between viral and cellular membranes, by

inducing an alkalinization of intracellular organelles.
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INTRODUCTION

Hepatitis C Virus (HCV) infection is a global public health problem affecting over
130 million individuals worldwide. Its symptoms include chronic hepatitis, liver
cirrhosis, and hepatocellular carcinoma (Lemon et al. 2007). No vaccine is available and
current antiviral treatment is limited by drug resistance, toxicity and high costs (Tai and
Chung, 2009). Very recently, new direct-acting antivirals (DAAs) have been added to the
standard-of-care therapy, leading to highly sustained virological response in patients
with HCV genotype 1 (reviewed in (Asselah and Marcellin, 2011)). However, due to the
high genetic heterogeneity of HCV and its rapid replication, DAAs, which target viral
replication, have the propensity to induce the selection of resistant variants. Therefore,
combinations of drugs targeting different steps of the viral lifecycle, including virus
entry, would likely improve viral response rates and therapeutic success.

HCV is a small enveloped single-strand RNA virus that belongs to the Hepacivirus
genus in the Flaviviridae family (Lindenbach et al. 2007). During the past 15 years, due
to the lack of a cell culture system supporting production of infectious virus particles,
several surrogate models have been developed to facilitate the analysis of the HCV life
cycle. Among these models, pseudoparticles (HCVpp), consisting of native HCV envelope
glycoproteins assembled onto retroviral core particles have been useful in investigating
HCV entry process (Hsu et al,, 2003; Bartosch et al., 2003a). In 2005, production of
infectious HCV particles in cell culture (HCVcc) has finally become possible (Lindenbach
etal.,, 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005). This powerful system is based on the
transfection of the human hepatoma cell line Huh-7 with the cloned JFH-1 genome that
replicates and produces infectious particles. Although the use of these models have
greatly advanced the knowledge of HCV lifecycle, the exact sequence of events leading
from HCV-interaction with host factors on the plasma membrane to internalization and
viral fusion still remains elusive. After attachment to the target cell, the hepatocyte, a
complex process occurs in which the virion interacts with a series of cellular entry
factors, including the tetraspanin CD81 (Pileri et al,, 1998) and the scavenger receptor
type B classe I (SRB1) (Scarselli et al., 2002). After trafficking at the cell surface, the
virions are internalized by clathrin-mediated endocytosis (Blanchard et al, 2006;
Meertens et al., 2006) and transported to Rab5a positive early endosomes along actin

stress fibers, where fusion seems to take place (Meertens et al., 2006; Coller et al., 2009).
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Strikingly, HCV shares several common features with another major pathogen,
Plasmodium, the Malaria agent. Both pathogens selectively infect hepatocytes for
replication. They both use liver glycosaminoglycans as docking sites in the liver (Frevert
et al.,, 1993; Germi et al., 2002; Barth et al,, 2003), and both critically depend on CD81
and SRB1 to enter hepatocytes (Pileri et al., 1998; Scarselli et al., 2002; Silvie et al., 2003;
Bartosch et al., 2003b; Zeisel et al., 2007; Rodrigues et al., 2008; Yalaoui et al., 2008).
Finally, HCV and Plasmodium entry depend on membrane cholesterol contents (Silvie et
al, 2006; Kapadia et al.,, 2007) and can be inhibited by EWI family members (Rocha-
Perugini et al., 2008; Charrin et al., 2009). Interestingly, it has been demonstrated that
Plasmodium infection could be inhibited by Monensin A, a Na+ ionophore (Adovelande
and Schrével, 1996; Gumila et al., 1996; 1997; Leitao and Rodriguez, 2010; Surolia et al.,
2012). This molecule is a well-known polyether antibiotic isolated from Streptomyces
cinnamonensis (Haney and Hoehn, 1967) for which the structure has been described
(Agtarap et al., 1967). It exchanges specifically Na+ for H+, resulting in elevated cytosolic
Na+ concentration and pH (Mollenhauer et al., 1990). Monensin is used extensively in
the beef and dairy industries to prevent coccidiosis, enhance growth or prevent bloat
(Goodrich et al., 1984; Meinert et al,, 1992; Zinn et al., 1994; Haberkorn, 1996). In our

study, we evaluated the anti-viral potential of Monensin against HCV infection.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals and cell culture. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Opti-MEM,
phosphate-buffered saline (PBS), Glutamax-I, non-essential amino acids (NEAA), goat
and fetal bovine serum (FBS) were from Invitrogen. 4’6-Diamidino-2-phenylindole
(DAPI) was purchased from Molecular Probes (Invitrogen). Monensin and Mowiol 3-88
were from Calbiochem. Monensin was resuspended in ethanol at 100mM. Other
Chemicals were from Sigma.

Huh-7 and HEp-2 cells were from ATCC. Huh-7-Lunet-CD81-Fluc-BLR cells (Gentzsch et
al,, 2011) were kindly provided by T. Pietschmann (Twincore, Hanover, Germany). HEp-

2 cells were from BioWhittaker.

Antibodies. Mouse anti-HCV E1 (A4, (Dubuisson et al., 1994)) and anti-Yellow Fever
Virus (YFV) envelope (2D12, ATCC CRL-1689, (Schlesinger et al., 1983)) monoclonal
antibodies (mAb) were produced in vitro by using a MiniPerm apparatus (Heraeus), as
recommended by the manufacturer. The 3/11 (anti-HCV E2) hybridoma was kindly
provided by ]J. McKeating (University of Birmingham, UK). Anti-CD81 (5A6) was kindly
provided by S. Levy (Stanford University, USA). Anti-CD151 (TS151) was kindly
provided by E. Rubinstein (Inserm, Villejuif, France). Anti-CLDN1 mAb has been
previously described (Fofana et al, 2010). Anti-SRB1 was from BD Biosciences
Pharmingen. Anti-EGFR (cocktail R19/48) and anti-OCLN were from Invitrogen.

HCVcc infection assays. HCVcc used in this study were based on the JFH1 strain
(Wakita et al, 2005) and contained cell culture-adaptive CS, N6 and A4 mutations
(Delgrange et al., 2007; Goueslain et al., 2010).

HCVcc (JFH1/CSN6A4/5'C19Rluc2AUbi) expressing Renilla luciferase were produced as
described (Delgrange et al., 2007; Rocha-Perugini et al., 2008). HCVcc were added to
Huh-7 cells (m.o.i.=1) seeded the day before in 24-well plates and incubated for 2 h at
37°C. The supernatants were then removed and the cells were incubated in DMEM 10%
FBS at 37°C. At 24 or 48 h post-infection, Renilla luciferase assays were performed as

indicated by the manufacturer (Promega).

HCVpp and infection assays. HCVpp were produced as described previously (Bartosch
et al,, 2003a; Op De Beeck et al., 2004) with plasmids kindly provided by B. Bartosch and
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F.L. Cosset (INSERM U758, Lyon, France). A plasmid encoding the feline endogenous
virus RD114 glycoprotein (Sandrin et al, 2002) was used for the production of
RD114pp. Pseudotypes particles were inoculated on Huh-7 cells for 2h at 37°C. At 24 or
48 h post-infection, Firefly luciferase assays were performed as indicated by the

manufacturer (Promega).

Other viruses. We used the YFV strain 17D and a Sindbis virus expressing the Firefly
luciferase (SinV, Toto1101/Luc, (Bick et al., 2003), kindly provided by M. MacDonald,
Rockefeller University, NY, USA). The recombinant adenovirus expressing the GFP (AdV)
was produced as described (Goueslain et al., 2010). These viruses were inoculated on
Huh-7 cells for 2h at 37°C and cultured for 24h at 37°C. YFV infections were scored by
indirect immunofluorescence, SinV and AdV infections were scored by luminometry and
flow cytometry, respectively.

The diabetogenic Coxsackievirus B4 (CVB4) E2 strain (provided by Ji-Won Yoon, Julia
McFarlane Diabetes Research Center, Calgary, Alberta, Canada) was produced in HEp-2
cells, as described (Chehadeh et al.,, 2000). CVB4 infections were scored by evaluating
the cytopathic effect at 48h post-infection. It has to be noted that no cytotoxicity of HEp-

2 cells was induced by Monensin at 0.1uM or 1uM.

Indirect immunofluorescence microscopy. Cells grown onto glass coverslips were
infected and processed for immunofluorescence detection of viral proteins as previously

described (Rocha-Perugini et al., 2008).

Viability assay. Huh-7 and Huh-7-Lunet-CD81 cells were grown in 96-well plates and
treated with increasing Monensin concentrations diluted in culture medium. The day
after, an MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2H-
tetrazolium) based viability assay was done as recommended by the manufacturer

(CellTiter 96 aqueous nonradioactive cell proliferation assay, Promega).

Entry assay. Cells seeded in 24-well plates were infected with JFH1-Luc for 1h at 4°C
(attachment/binding period). Virus was removed, cells were washed with serum free
medium and incubated again for 1h at 4°C (post-attachment/binding period). Then cells

were washed and incubated for 1h at 37°C (endocytosis/fusion period). Finally, cells
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were washed and incubated in 10% FBS culture medium for 21h. Infection levels were

monitored by measuring luciferase activities.

HCVcc cell-to-cell transmission assay. Huh-7 cells were seeded on coverslips and
infected with HCVcc for 2h at 37°C. Cells were then washed and cultured for 48h at 37°C
in culture medium containing or not the 3/11 mAb (50ug/ml) in presence or in absence
of Monensin. Then, cells were fixed with formalin solution (formaldehyde 4%, Sigma),

and foci detected using indirect immunofluorescence.

Replication and secretion assays. To control replication and secretion levels, Huh-7-
Lunet-CD81 cells were electroporated with a JFH1-Rluc RNA deleted for HCV envelope
glycoproteins (JFH1-AE1E2 RNA) in Opti-MEM using the Gene Pulser apparatus (Bio-
Rad). Cells were next seeded in complete medium for 5h at 37h. Finally, increasing
concentrations of Monensin were added to the cells. At 24, 48 and 72h post-infection,
cells were lysed and tested for replication using a luciferase based assay (Dual
Luciferase Assay, Promega). Cell viability was determined by measuring Fluc levels

during the Dual luciferase assay.

Test of infectivity. To test the ability of cells to produce infectious HCV particles, Huh-7
cells seeded onto 6-wells plates were infected with HCVcc for 2h at 37°C. Then, virus
was removed and cells cultured with increasing concentrations of Monensin. Thirty
hours later, supernatants were collected and infectivity titers were determined by

indirect immunofluorescence.

Flow cytometry. For CD81, SRB1, CLDN-1, CD151 and EGFR staining, cells were
cultured with or without Monensin, labeled with TS81, Clal, anti-CLDN-1, TS151 or anti-
EGFR antibodies, respectively for 1h at 4°C. Cells were washed and incubated 45
minutes at 4°C with PE-labeled secondary antibodies, rinsed again, and fixed with

formalin solution. Labeled cells were analyzed using a BD FACSCalibur cytometer.

Detection of OCLN. Huh-7 cells were cultured with or without Monensin, and lysed in
PBS containing 1% TX-100 and protease inhibitors (Complete, Roche Applied Science).

Twenty-four hours later, non-reducing Laemmli buffer was added and lysates were
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resolved by SDS-PAGE, transferred to a nitrocellulose membrane (GE Healthcare) and
immunoblotted with anti-OCLN antibody followed by peroxidase-conjugated secondary

antibody.

Monensin / Interferon assay. Huh-7 cells seeded on 24-well plates were incubated for
2h at 37°C in medium contaning Monensin (0.04 uM), Interferon (1 U/ml) or both. Cells
were then infected for 2h at 37°C with HCVcc-Gluc in the presence of the drugs. After
infection, cells were incubated again in complete medium supplemented with Monensin,
Interferon or both drugs. Twenty-four hours post-infection, cells were lysed and

luciferase activities were quantified.

Acridine orange stainings. Huh-7 cells seeded on labteck wells were either left
untreated or treated for 2h or 24h with medium containing Monensin (0.1 or 1uM) or
Bafilomycin A1 (25nM). Cells were then incubated for 20 min at 37°C with complete
medium supplemented with 5ug/ml Acridine Orange and stainings were analyzed

immediately by confocal microscopy.
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RESULTS

Monensin inhibits HCV infection

To determine the effect of Monensin on HCV infectivity, we first tested the capacity of
JFH1-based Renilla luciferase (R-Luc) reporter HCVcc (HCVcc-Luc) (Rocha-Perugini et
al., 2008) to infect Huh-7 cells in the presence of increasing amounts of Monensin. As
shown in Fig.14, infection levels decreased in a dose-dependent manner in the presence
of Monensin, indicating that Monensin inhibits HCVcc infectivity. Although some toxicity
began to be observed at 10 uM, the concentrations of 0.1 and 1 uM had no toxic effect, as
measured by an MTS assay (Fig.1B). We therefore used the 0.1 and 1 uM concentrations
of Monensin in the further assays. The inhibition of HCV infection in Monensin-treated
cells was confirmed with non-recombinant, cell culture adapted JFH-1 viruses (data not
shown). However, due to its greater technical ease, HCVcc-Luc was used in the further
assays. Importantly, Monensin was active at nanomolar concentrations since the half-
maximal inhibitory concentration (IC50) was estimated to 25-45 nM (Fig.1C). In
addition, the combination of Monensin with IFN, a known HCV inhibitor, led to an

additive effect in inhibition of HCV infection (Fig. 1D).

Monensin abrogates HCV cell-to-cell transmission

In addition to cell-free infection, HCV can also be transmitted via cell-to-cell contact for
which the mechanism needs to be elucidated (Timpe et al., 2008; Witteveldt et al., 2009;
Brimacombe et al.,, 2011). Indeed, HCV is transmitted in the presence of monoclonal
antibodies (mAbs) or patient-derived antibodies that are able to neutralize virus-free
infectivity (Timpe et al., 2008; Brimacombe et al., 2011). Since cell-to-cell transmission
has been suggested to be a major route of transmission for HCV (Brimacombe et al,,
2011), we next analyzed the effect of Monensin on this process. For this purpose, Huh-7
cells were infected with HCVcc for 2h and then cultured with neutralizing anti-E2
antibody (3/11) in the presence or in absence of Monensin (0.1 uM and 1 uM). Two days
post-infection, foci were visualized by immunofluorescence (Fig.2A) and sizes of foci
were measured by counting the number of cells per focus. Our results showed that
Monensin at 0.1 uM led to a strong reduction of the number of cells per focus (Fig. 2B)
whereas Monensin at 1 uM totally inhibits HCV transmission (data not shown).

Together, these results indicate that Monensin inhibits cell-to-cell transmission of HCV.
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Monensin inhibits HCV entry

To define which step of HCV lifecycle is inhibited by Monensin, it was added during 2
hours at different time points before, during, and after inoculation of Huh-7 cells with
HCVcc-Luc (Fig.3A, b, ¢, d), or added full-time after inoculation (Fig.3A,e), as previously
described (Goueslain et al., 2010; Calland et al., 2012). Untreated cells (CTL) and cells
treated before, during, and after infection (a) were used as controls. The results clearly
showed that Monensin significantly inhibits HCVcc infection when present during virus
infection (Fig.34, c). There was no effect of the drug if added as a pretreatment of cells
(Fig.3A, b) or post-infection (Fig.34, d, e). These results indicate that Monensin likely
inhibits the entry step of HCV. To confirm this hypothesis, we used in the same
experimental conditions retroviral particles pseudotyped with HCV envelope
glycoproteins (HCVppZ2a) or with the envelope protein of the retrovirus RD114
(RD114pp), as a control (Fig.3B). HCVppZ2a infectivity was reduced by 80% when
Monensin was present during infection (Fig.3B, c). A slight decrease in HCVpp2a
infection was observed in condition b that is likely due to some remaining Monensin
acting on the entry step (Fig.3B, b). Similarly, the slight decrease observed in condition d
is likely related to Monensin acting on the entry of remaining particles (Fig.3B, d). When
cells were incubated full-time with Monensin (Fig.3B, a) or full-time after inoculation of
viruses (Fig.3B, e), a significant decrease was measured for both pseudotypes indicating
that a post-entry step of pseudoparticle infection was blocked by Monensin. It has to be
noted that HCVppZ2a infection was more strongly inhibited than that of RD114pp when
Monensin was present full-time during infection (Fig.3B, a). Moreover, no inhibition was
found when Monensin was added after inoculation of HCVcc (Fig.3A, d and e).

Altogether, our results indicate that Monensin inhibits the entry step of HCV.

Monensin does not inhibit HCV replication and egress

Although the above data indicate that Monensin strongly affects HCV entry, we cannot
exclude additional effects on other steps of the HCV lifecycle. To analyze the effect of
Monensin on HCV genome replication, we used Lunet-CD81 cells, a Huh-7-derived cell
clone expressing the Firefly luciferase enzyme (F-Luc) thus permitting assessment of cell
density and viability which is proportional to the level of FLuc in the cells (Gentzsch et

al, 2011). Lunet-CD81 cells were electroporated with in vitro transcribed assembly-
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defective HCVcc-AE1E2-Rluc RNA, to bypass the entry step, and avoid any interference
with late steps of HCV lifecycle. Monensin had no effect on HCV replication, even after a
long period of treatment (72h post-electroporation) (Fig. 4A).

To determine whether monensin could have any effect on HCV assembly or secretion,
Huh-7 cells were infected with HCVcc for 2h and then cultured with 0.1 or 1 uM of
Monensin. Thirty hours later, supernatants were collected and infectivity titers were
determined by indirect immunofluorescence. As shown in Fig.4B, Monensin had no
effect on HCVcc infectious titers, indicating that this molecule does not affect egress of

HCV.

Monensin does not act on viral particles

Since we showed that Monensin blocks the entry step of HCV, we next wondered
whether Monensin would act directly on viral particles. For this purpose, HCVcc were
preincubated with 1 uM of Monensin before contact with target cells and then diluted to
0.1uM during viral inoculation. In these experimental conditions, if Monensin acts
directly on virions, it should have a stronger inhibitory effect on infection than the one
observed with the same concentration (1uM) during the inoculation, without
preincubation, as described in Fig.3A. Otherwise, no inhibitory effect should be observed
because the presence of 0.1uM of Monensin during viral inoculation does not
significantly inhibit HCV infection (Fig. 5A, 0.1 CTL and data not shown). As shown in
Fig.5A, preincubation of virus with 1uM of Monensin did not significantly affect HCV

infection demonstrating that Monensin does not act on HCV particles.

Monensin does not affect the expression level of HCV entry factors

HCV entry is a multistep process involving several cellular attachment and entry factors.
After attachment to the host cell, a complex process occurs in which the virion interacts
with a series of cellular entry factors, including CD81 (Pileri et al., 1998), SRB1 (Scarselli
et al, 2002), two tight junction proteins, claudin-1 (CLDN-1 (Evans et al.,, 2007)) and
occludin (OCLN (Ploss et al., 2009)) and additional host factors (Lupberger et al., 2011;
Sainz et al,, 2012) including the epidermal growth factor receptor (EGF-R). Therefore,
we then determined whether Monensin inhibits HCV entry by modulating the
expression level of aforementioned cellular factors. Huh-7 cells were treated with 0.1uM

or 1uM of Monensin during 24 hours and entry factors analyzed by flow cytometry or

169



western blotting. Cell surface expression levels of SRB1, CD81, CLDN-1 and EGF-R, for
which antibodies against extracellular domains are available, were analyzed by flow
cytometry. In contrast, OCLN, for which no such antibody is available, was analyzed by
Western blotting. CD151, another tetraspanin not involved in HCV entry, was used as a
control. As shown in Fig.5B, no significant effect of Monensin on the expression levels of
HCV entry factors was found, indicating that Monensin does not block HCV entry by

affecting its entry factors.

Monensin inhibits a late step of HCV entry

After attachment to cell surface and binding to entry factors, HCV virions are
internalized by clathrin-mediated endocytosis (Blanchard et al,, 2006; Meertens et al,,
2006). Following internalization, HCV is transported to early endosomes along actin
stress fibers, where fusion seems to take place (Meertens et al., 2006; Coller et al., 2009).
To determine at which step HCV entry is impaired by Monensin, we administered
Monensin at different intervals during the early phase of infection. Virus attachment and
binding were performed at 4°C (Fig. 6A, Steps 1 and 2), Then, cells were shifted to 37°C
to allow endocytosis and fusion (Fig.6A, Step 3). Strikingly, the addition of Monensin
during the third step led to a strong inhibition of HCV infection, almost as strong as the
one observed when Monensin was present during the three steps. In contrast, no
inhibition was observed when Monensin was added during attachment/binding steps.
Together, these results indicate that Monensin blocks either the endocytosis or the
fusion step of HCV entry.

Next, in order to define its activity spectrum and better understand the mechanism of
action of Monensin, we analyzed its antiviral activity against other viruses. We used the
Yellow Fever Virus (YFV), another member of the Flaviviridae family and the Sindbis
virus (SinV), which is unrelated with HCV but is believed to be an enveloped virus that
exploits the same entry route than HCV. In addition, we used the human Adenovirus-5
(AdV), a nonenveloped pH-dependent virus which enters cells via clathrin-mediated
endocytosis and the Coxsackie Virus B4 (CVB4), a nonenveloped virus for which the
entry mechanism is not well defined but believed to be pH-independent involving in
part clathrin-mediated endocytosis. For all infections, Monensin at 0.1uM or 1uM was
added 2 hours before infection and kept during and after viral inoculation (Fig. 6B).

Interestingly, Monensin led to a strong inhibition of YFV infection at both
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concentrations, even stronger than the one observed on HCV (Fig. 6B). Moreover,
Monensin at 0.1uM barely reduced SinV infection whereas it abrogated SinV infection
when used at 1uM. On the other hand, no reduction was observed on AdV and CVB4
infections (Fig. 6B).

Together, these results indicate that (i) Monensin has likely a general effect on
Flaviviridae viruses or enveloped viruses, (ii) Monensin does not interfere with
nonenveloped virus infection regardless of their sensitivity to pH, (iii) Monensin does
not substantially affect clathrin-mediated viral endocytosis and (iiii) the antiviral
activity of Monensin is likely related to its effect on endosome acidification.

To strenghten this last hypothesis, we analyzed the effect of Monensin on organelle
acidification. Acridine Orange (AO) was used to assay for acidic organelles. It is a weakly
basic fluorescent probe that emits green at low concentrations. AO accumulates in acidic
compartments where it oligomerizes and fluoresces in red. In contrast, alkalinization of
the endocytic structure with Bafilomycin Al is accompanied by a change in the AO
fluorescence (Yoshimori et al., 1991; Harada et al., 1997). Indeed, as shown in Fig. 7, AO
produced a highly punctuated red staining in Huh-7 cells. In contrast, the addition of
Bafilomycin A1 for 2 hours or 24 hours led to a drastic decrease of red AO fluorescence.
Interestingly, this effect was also observed in Huh-7 cells treated with Monensin at 1uM
during 2 or 24 hours, indicating that the treatment of Huh-7 cells with Monensin leads to
an alkalinization of intracellular organelles. Therefore, the antiviral activity of Monensin
is likely related to its effect on organelle acidification. It has to be noted that Huh-7 cells
treated with Monensin at 0.1uM during 24h showed an intermediate AO staining, which
was likely due to the fact that Monensin is probably no longer effective at this
concentration after 24h of incubation, in addition its effect is rapidly reversed (data not

shown and (Maxfield, 1982)).
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DISCUSSION

The aim of this study was to characterize the effect on the HCV lifecycle of
Monensin A, an ionophore that raises the intracellular pH. We showed that Monensin
inhibits HCV infection in a dose-dependent manner. Interestingly, it abrogates cell-to-
cell transmission and leads to an additive effect when combined with IFN. We
demonstrated that Monensin blocks HCVcc as well as HCVpp entry, without affecting
post-entry steps of the HCV lifecycle. Furthermore, we found that Monensin leads to an
alkalinization of intracellular organelles that affects a late step of entry, probably by
inhibiting the fusion step between viral and cellular membranes.

Enveloped viruses enter cells either by direct fusion at the plasma membrane or
by receptor-mediated endocytosis. For a large number of retroviruses, penetration into
the cytoplasm of the target cell occurs directly at the plasma membrane by a fusion
mechanism triggered through the interaction of viral envelope proteins with their
cognate receptors. In contrast, for numerous viruses such as Influenza or SinV, following
attachment to receptors on the cell surface, the virus-receptor complex is internalized
via clathrin-coated pits and delivered to intracellular vesicles of the endosomal
compartment. In these vesicles, the acidic environment induces a conformational change
in the viral fusogenic envelope glycoproteins, which is believed to expose a hydrophobic
domain that interacts with the endosomal membrane. This interaction leads to the
fusion between cellular and viral membranes delivering the nucleocapsid into the
cytosol. For HCV, it has been demonstrated that virions enter target cells by clathrin-
mediated endocytosis (Blanchard et al, 2006) and that fusion occurs in the early
endosomes (Meertens et al., 2006). The use of vacuolar acidification inhibitors ((Hsu et
al.,, 2003; Bartosch et al.,, 2003b; Blanchard et al.,, 2006; Koutsoudakis et al., 2006;
Meertens et al., 2006; Tscherne et al., 2006; Sharma et al., 2011) and this study) showed
that HCVcc and HCVpp entry is pH-dependent, indicating that the acidic pH of endosome
triggers the fusion machinery likely by inducing conformational changes in E1E2
envelope glycoproteins. However, exposure of cell surface-bound HCV to acidic pH
followed by a return to neutral pH does not affect viral infectivity (Meertens et al., 2006;
Tscherne et al,, 2006). In addition, Tscherne et al. have shown that low-pH-triggered
entry of HCVcc requires an incubation at 37°C, indicating that productive HCV entry

needs interactions/processes that do not occur at 4°C (Tscherne et al., 2006). These data
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indicate that HCV envelope proteins require a priming event, which occurs at 37°C, to
become sensitive to low pH. Concurring with this, it has been very recently shown that
HCV pretreatment with the large extracellular loop (LEL) of CD81 enhances infectivity,
induces conformational changes in E1 and E2, allows E2 binding to liposomes,
irreversibly inactivates particles at low pH in the absence of a target membrane, and
leads to the fusion with the plasma membrane of permissive cells at acidic pH, indicating
that CD81 plays a central role in HCV entry by priming HCV for low pH-dependent
conformational changes (Sharma et al., 2011).

In accordance with studies described above, our results show that HCV entry is
inhibited by Monensin, a Na+ ionophore that raises cytosolic Na+ concentration and pH.
Importantly, we demonstrated that Monensin blocks HCV infection with maximal
potency when added during the first hour of shift at 37°C, after the 4°C post-
attachment/binding step. Almost complete resistance to Monensin was achieved about
two hours after infection, indicating that at this time almost all particles have undergone
fusion and reached the cytosol. The use of Monensin on infection with viruses from
different families indicated that Monensin does not block internalization but rather acts
on fusion machinery, likely by inducing an alkalinization of intracellular organelles, as
demonstrated by acridine orange staining. Importantly, we demonstrated that Monensin
blocks the cell-to-cell transmission route of HCV, for which precise mechanisms need to
be defined. Our data indicate that cell-free and cell-cell transmission of HCV may share
common mechanisms involving a pH-dependent fusion step between cellular and viral
membranes.

Up to now, the mechanism mediating HCV fusion has not been elucidated, but it
has been suggested that the fusion mechanism occuring for other Flaviviridae viruses
may apply to HCV. The use of vacuolar acidification inhibitors ((Hsu et al., 2003;
Bartosch et al., 2003b; Blanchard et al., 2006; Koutsoudakis et al., 2006; Meertens et al.,,
2006; Tscherne et al.,, 2006; Sharma et al., 2011) and this study) showed that HCVcc and
HCVpp entry is pH-dependent, thus allowing HCV RNA delivery into cytoplasm,
supporting the hypothesis of similar fusion mechanisms between HCV and other
Flaviviridae viruses. Membrane fusion is the last step of HCV entry process and different
fusion assays have been developed to better understand the fusion requirements
(Lavillette 2006, Haberstroh 2008, Kobayashi 2006). It will be thus interesting to

analyze the effect of Monensin in such assays.
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Due to its toxicity in humans (Caldeira et al., 2001; Kouyoumdjian et al., 2001), it
will probably not be possible to use Monensin as a new therapeutic treatment against
HCV. However, Monensin represents a valuable tool to analyze the late steps of HCV
entry i.e. membrane fusion. In addition, it would be interesting to evaluate the antiviral
activity of Monensin-derived products, which could have the same antiviral potential

without toxicity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : Monensin inhibits HCV infection. (A) Huh-7 cells were infected with HCVcc-
Luc in presence of 0.001% ethanol (EtOH) or increasing concentrations of Monensin
added in the medium 2h before infection, 2h during infection and full-time after
infection. After 24h of infection, cells were lysed and luciferase activity quantified. (B)
Monensin toxicity was assayed on Huh-7 cells. Cells were cultured with increasing
concentrations of Monensin and viability was tested using an MTS-based viability assay
at 2 and 24h post-treatment. (C) To assess the EC50 of Monensin on HCV infection, Huh-
7 cells were pre-treated with Monensin 2h before, 2h during and full-time after infection
with HCVcc-Luc. Cell lysates were analysed 24h post-infection for luciferase activity. (D)
Cells were incubated for 2h at 37°C in medium containing Monensin (0.04 uM),
Interferon (1 U/ml) or both. Cells were then infected for 2h at 37°C with HCVcc-Luc in
presence of the drugs. After infection, cells were incubated again in complete medium
supplemented with Monensin, Interferon or both together. Twenty-four hours post
infection, cells were lysed and luciferase activity was quantified. Results are presented
as mean * SD of at least three independent experiments. ** and *** mean a p value below

0.01 and 0.001 respectively.

Figure 2: Monensin blocks cell-to-cell transmission. Huh-7 cells were seeded on
coverslips and infected with HCVcc for 2h at 37°C. Cells were then washed and cultured
for 48h at 37°C in culture medium containing the 3/11 neutralizing mAb (50ug/ml) in
presence or in absence of Monensin at 0.1uM. Foci of infected cells were detected using
anti-NS5A indirect immunofluorescence. The number of infected cells per focus was
determined in presence of 0 (CTL) or 0.1puM Monensin and results are presented in

panel B. *** means a p value below 0.001.

Figure 3 : Monensin impairs HCV entry. Huh-7 cells were infected with HCVcc-Luc
(A), RD114pp or HCVppZ2a (B) for 2h at 37°C and treated at different time points with
1puM monensin. Monensin was added full-time during the experiment (a), 2h before
infection (b), 2h during infection (c), 2h after infection (d) or full-time after infection (e).
Results are presented as mean * SD of three independent experiments. *, ** and ***

mean p value below 0.05, 0.01 and 0.001 respectively.
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Figure 4 : Monensin does not affect HCV replication and secretion. (A) Huh-7-Lunet-
CD81 cells were electroporated with JFH1-AE1E2 RNA, cultured 5h at 37°C in complete
culture medium, and then treated with 0 (CTL), 0.1 or 1uM Monensin. Cells were lysed at
24, 48 and 72h post-electroporation. F-luciferase activity was quantify to assess cell
density and viability and R-luciferase activity was quantified to assess HCV replication.
R-luciferase activities were normalized with F-luciferase activities (B) Huh-7 cells were
infected with HCVcc. Two hours later, virus was removed and replaced by culture
medium containing either 0, 0.1 or 1uM Monensin. Supernatants were collected 36h
post-infection and used to infect naive Huh-7 cells. Titers were determined 40h later by
indirect immunofluorescence. Results are presented as mean * SD of three independent

experiments.

Figure 5 : Monensin affects neither viral particles nor HCV receptor expression
levels. (A) Huh-7 cells were infected with HCVcc-Luc (diluted 10 times) in the presence
of 0.5 or 0.1uM Monensin, or with HCVcc-Luc pre-treated for 1h at 37°C with 0.5 or 1uM
of Monensin and then diluted 10 times, to reach the final concentration of 0.5 and 0.1uM
during infection, respectively. (B) Huh-7 cells were treated with 0 (CTL), 0.1 or 1uM of
Monensin and stained for SRB1, CD81, CLDN-1, EGF-R and CD151 with corresponding
mAbs. Expression levels were analysed by flow cytometry and results are presented as
percentages of the CTL condition for each protein. OCLN levels were analyzed by
western blotting (WB OCLN). Results of histograms in panels A and B are presented as

mean * SD of three independent experiments.

Figure 6 : Monensin inhibits HCV entry at a late step and enveloped viruses
infection. (A) Huh-7 cells were infected with HCVcc-Luc for 1h at 4°C (Step 1 :
attachment/binding), then virus was removed and cells incubated again at 4°C for 1h
(Step 2 : post attachment/binding). Finally, cells were shifted at 37°C for 1h (Step 3 :
endocytosis/fusion) and left at 37°C for 21h. Monensin was added at 1uM either during
the Step 1, Step 2, Step 3 or Steps 1-2-3. (B) Huh-7 or Hep-2 cells (for CVB4) were
infected with indicated viruses in presence of 0 (CTL), 0.1 or 1uM of Monensin added in
the medium 2h before, during infection and full-time after infection. HCV and SinV

infections were scored by luminometry. YFV and AdV infections were scored by indirect
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immunofluorescence, and flow cytometry, respectively. CVB4 infections were scored by

evaluating the cytopathic effect.

Figure 7 : Monensin leads to an alkalinization of intracellular organelles. Huh-7
cells were treated for 2h or 24h with Monensin (0.1 or 1pM), Bafilomycin A1 (25 nM) or
left untreated (CTL). After incubation with AO, cells were observed by confocal

microscopy.
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4) DISCUSSION
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Article 1 :

EWI-2wint bloque I'’entrée du VHC en modulant la compartimentation
de CD81 a la membrane

L’entrée du VHC dans ses cellules cibles est un processus complexe mettant en
jeu une série d’interactions finement orchestrées entre le virus et des molécules de
surface cellulaire.

Les travaux antérieurs du laboratoire ont montré qu'un partenaire de CD81, EWI-
2wint, module ce processus d’entrée (Rocha-Perugini et al., 2008). De plus en 2009, sur
la base de I'utilisation de I'anticorps MT81w (Silvie et al, 2006a), nous avons rapporté
que le VHC n’utilise pas les molécules de CD81 associées aux TEM pour pénétrer dans
ses cellules cibles (Rocha-Perugini et al, 2009). Une premiere partie de mon travail de
these a été consacrée a l'étude de l'effet exercé par EWI-2wint sur CD81, via des

expériences de biochimie et de microscopie a haute résolution.

a) EWI-2wint influence la dynamique de CD81 et I'’entrée du VHC

Dans le but de définir si EWI-2wint influence la dynamique et l'organisation
membranaire de CD81, nous avons réalisé des expériences de SMT en microscopie TIRF.
Ainsi, les trajectoires de molécules uniques de CD81 ont été suivies dans différents
clones cellulaires issus de la lignée Huh-7, qui exprime de maniere endogéne CD81 et
EWI-2. En parallele d’'un clone surexprimant EWI-2, nous avons généré des clones
cellulaires exprimant la construction EWI-2fur (EWI-2wint1-2-3), qui exprime EWI-2 et
produit EWI-2wint, mais également deux clones contréles exprimant soit le mutant Qcc
ou soit le mutant LAL. Le mutant Qcc correspond a la construction EWI-2fur dans laquelle
la queue cytoplasmique a été échangée par celle du MHC classe II mais les deux
cystéines juxtamembranaires palmitoylables conservées. Cette chimeére palmitoylée
interagit avec CD81 et permet de tester I'importance des interactions intracellulaires de
EWI-2/EWI-2wint, avec le cytosquelette notamment. Le mutant LAL correspond a la
séquence de EWI-2fur dans laquelle le motif glycine zipper du TM a été muté. Ce mutant
n’'interagissant plus avec CD81 permet d’analyser I'importance de l'interaction entre

EWI-2/EWI-2wint et CD81. Au cours des expériences de SMT, en plus de CD81, la
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dynamique de deux protéines membranaires controles a été étudiée : CD9, une autre
tétraspanine interagissant avec EWI-2 et EWI-2wint, et CD46, une protéine qui est
associée ni aux TEM ni aux radeaux lipidiques.

Ces expériences ont tout d’abord montré que la diffusion membranaire de CD81 a
la membrane basale est comparable a celle de CD9, avec des trajectoires Browniennes,
confinées et mixtes (une combinaison des deux premieres) (Espenel et al, 2008;
Krementsov et al, 2010). Toutefois, il est apparu que CD81 est plus confinée que CD9, ce
qui a été observé au cours d’autres études dans des lignées cellulaires différentes telles
que les cellules CHO, PC3 ou Hela (résultats non publiés).

Plus précisément, notre étude a révélé que la présence de EWI-2wint influence
spécifiquement la dynamique membranaire de CD81. En effet, aucune influence de EWI-
2wint sur le comportement de CD9 et CD46 n’a été mis en évidence. Au contraire, la
dynamique de CD81 était modifiée dans les cellules exprimant EWI-2wint par rapport
aux cellules controles exprimant la protéine parentale EWI-2. Dans la lignée contrdle, le
profil de dynamique des molécules de CD81 décrit trois groupes distincts: une
population tres dynamique, une autre tres lente et un groupe majoritaire présentant un
coefficient de diffusion intermédiaire. Dans les cellules exprimant EWI-2wint, nous
avons observé une diminution du coefficient de diffusion moyen de CD81. En corrélation
avec cette observation, nos résultats ont indiqué une augmentation de la proportion de
trajectoires confinées, une baisse de la vitesse de diffusion des trajectoires Browniennes
et 'apparition d'une population hautement confinée. Il est probable que 'augmentation
du nombre de confinements de CD81 traduise une séquestration de cette protéine dans
des domaines de la membrane en présence de EWI-2wint. Egalement, puisque la vitesse
de diffusion d'un complexe est directement dépendante de sa taille (Gambin et al,
2006), la diminution du coefficient de diffusion des trajectoires Browniennes en
présence de EWI-2wint témoigne probablement de la diffusion de molécules de CD81
associées a de plus gros complexes dynamiques. Egalement, nous avons pu observé une
augmentation significative du temps de confinement des molécules a trajectoire mixte
en présence d’EWI-2wint, suggérant la encore une séquestration de CD81 a la
membrane. Afin d’aller plus loin dans la compréhension de I'effet de EWI-2wint sur la
dynamique de CD81, nous avons réalisé des expériences similaires dans une autre lignée
cellulaire : des cellules CHO exprimant hCD81 (CHO/hCD81) en combinaison avec EWI-2
ou EWI-2/EWI-2wint. Puisque le clivage de EWI-2 générant EWI-2wint a lieu dans ces
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cellules, nous avons utilisé une construction non clivable de EWI-2 pour générer la
lignée CHO/hCD81/EWI-2. De maniére intéressante, nous avons observé que
I'expression de EWI-2wint ralenti également la dynamique de CD81 dans le contexte de
la lignée CHO.

Il est admis que le contenu lipidique des membranes influence la dynamique des
molécules membranaires. Dans ce sens, nous ne pouvons pas exclure que la présence de
EWI-2wint module la composition lipidique membranaire. Cependant, il semble que la
modulation de la diffusion de CD81 soit plutot médiée par des interactions protéiques.
En effet, en présence du mutant LAL qui n'interagit plus avec CD81, la dynamique de
CD81 est comparable a celle obtenue dans les cellules contréles exprimant EWI-2. A
I'inverse pour le mutant Qcc, qui interagit avec CD81 et possede une queue cytosolique
différente, le profil dynamique tend vers celui observé dans les cellules exprimant la
protéine EWI-2wint sauvage. Ceci suggere premierement que l'interaction entre EWI-
2/EWI-2wint et CD81 est indispensable au ralentissement de la dynamique de CD81 et,
deuxiemement, que l'association entre la queue cytoplasmique de EWI-2/EWI-2wint et
le cytosquelette ne module probablement pas ce processus. Dans ce sens également, nos
résultats ont montré une interaction plus forte entre les protéines EWI et CD81 lorsque
EWI-2wint est présent. Enfin, dans des expériences d'immunoprécipitation de CD81
apres un pontage chimique et la lyse des cellules en conditions préservant les
interactions entre les tétraspanines, nous avons mis en évidence la présence de
complexes de haut poids moléculaire, correspondants a des oligomeres de CD81, dans
les cellules exprimant EWI-2wint par rapport aux cellules contrdles. Concernant
'interaction entre EWI-2wint et CD81, nous ne pouvons pas exclure qu'il s’agisse d’une
liaison indirecte via EWI-2 puisque EWI-2 et EWI-2wint forment des hétérodimeres a la
surface cellulaire (Montpellier et al., 2011).

En parallele des expériences de dynamique, nous avons testé l'infectabilité des
différents clones cellulaires par des VHCcc. De maniere intéressante, nos résultats
indiquent qu’il existe une corrélation entre la capacité de EWI-2wint a moduler la
dynamique de CD81 et son pouvoir inhibiteur de I'infection. En effet, contrairement aux
clones infectables par les VHCcc (EWI-2 et LAL), les clones cellulaires inhibiteurs en

infection étaient ceux pour lesquels la dynamique de CD81 était altérée (EWI-2wint et

Qcc).
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L’ensemble de ces résultats indique donc que le confinement de CD81 a la

membrane constitue un contexte défavorable a I’entrée du VHC.

b) EWI-2wint favorise la reconnaissance par I'anticorps MT81w

En 2006, Silvie et collaborateurs ont décrit le MT81 et le MT81w, deux anticorps
anti-mCD81 qui reconnaissent respectivement I'ensemble des molécules de mCD81 ou
uniquement les molécules de CD81 engagées dans les TEM (Silvie et al.,, 2006a). Afin de
conclure a une reconnaissance du mCD81 associé aux TEM par le MT81w, les auteurs se
sont basés sur des expériences de co-immunoprécipitation dans des conditions
préservant les interactions tétraspanine-tétraspanine ainsi que de déplétion en CD9. Ils
ont ainsi montré que I'absence de CD9 diminue le marquage par le MT81w.

Dans notre étude, nous avons généré des clones de cellules Huh-7w7 (dépourvus
de CD81 endogene) exprimant le mCD81 en combinaison avec EWI-2 ou EWI-2/EWI-
2wint. Dans des expériences de cytométrie en flux, nous avons pu observer une
augmentation de la reconnaissance par le MT81w lorsque EWI-2wint était exprimée,
suggérant que cette protéine favoriserait l'association de CD81 avec d’autres
tétraspanines. Ce résultat est en accord avec notre étude publiée en 2009 au cours de
laquelle il a été démontré que le VHC n’utilise pas de maniére préférentielle les
molécules de CD81 associées aux TEM pour entrer dans les cellules (Rocha-Perugini et
al, 2009). Ainsi, en favorisant 'association de CD81 avec les TEM, EWI-2wint pourrait
diminuer le nombre de molécules de CD81 compétentes pour I'entrée virale.

Etant donné que les structures reconnues par le MT81w sont, a I'inverse du VHC,
utilisées par Plasmodium pour entrer dans les cellules hépatiques (Silvie et al., 2006a), il
serait intéressant de tester l'effet de l'expression de EWI-2wint sur l'entrée des
sporozoites de Plasmodium. En effet, puisque EWI-2wint semble favoriser I'association
de CD81 avec les structures reconnues par le MT81w, on peut imaginer que 'entrée de
Plasmodium pourrait étre favorisée en présence de EWI-2wint. Egalement, il pourrait
étre intéressent d'étudier la dynamique membranaire de CD81 en absence et en
présence de EWI-F, un protéine inhibitrice de I'invasion par Plasmodium, afin d’analyser
I'importance de la dynamique de CD81 dans I’entrée de ce parasite.

Afin d’appuyer nos résultats, des expériences de colocalisation en microscopie

TIRF ont été réalisées sur les différents clones cellulaires Huh-7. En effet, si EWI-2wint
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favorise linteraction entre CD81 et d’autres tétraspanines, la colocalisation
membranaire entre CD81 et CD9 pourrait étre affectée en présence de EWI-2wint. De
maniere surprenante, les résultats n’étaient pas en corrélation avec la conclusion des
expériences effectuées avec le MT81w, puisqu’aucune augmentation de la colocalisation
entre CD81 et CD9 n’a pu étre mise en évidence en présence de EWI-2wint. Au contraire,
il est apparu que les confinements de CD81 seraient plutot localisés au niveau de zones
enrichies en CD81. Bien que nous n’ayons testé la colocalisation de CD81 qu’avec CD9 et
qu’il serait intéressant de reproduire cette expérience en analysant d’autres
tétraspanines, nous avons cherché a discriminer entre une reconnaissance des TEM par
le MT81w ou une moindre affinité qui le conduirait a marquer préférentiellement des

structures enrichies en CD81.

c) L’anticorps MT81w est un anticorps de faible affinité dirigé contre le
mCD81

En 2011, le laboratoire a identifié les régions d’interaction entre EWI-2/EWI-
2wint et CD81 (Montpellier et al, 2011). Dans cette étude, deux chimeres entre CD81 et
CD82 ont montré une augmentation de l'oligomérisation de CD81 lorsque les TM3 ou
TM4 étaient remplacés par les régions correspondantes de CD82. Afin de tester
I'influence de I'oligomérisation de CD81 sur la reconnaissance par 'anticorps MT81w ,
nous avons reproduit ces deux chimeres dans le contexte du mCD81 et transfecté ces
constructions mTM3 et mTM4 dans des cellules Huh-7w7. Des expériences
d’'immunoprécipitation et de cytométrie en flux ont ensuite révélé une corrélation entre
I'augmentation de l'oligomérisation de CD81 et une plus forte reconnaissance par le
MT81w, particulierement dans le cas de la chimere mTM4. Cela suggere donc que le
MT81w serait plutét un anti-mCD81 de faible affinité reconnaissant plus efficacement
les multimeres de CD81.

Les expériences de Silvie et collaborateurs ont pourtant montré que la déplétion
en CD9 altere la reconnaissance par cet anticorps (Silvie et al, 2006a). Comme pour
I'anticorps C9BB, un anti-CD9 de faible affinité dont la reconnaissance peut étre modulée
par les partenaires de CD9 (les protéines EWI et les intégrines) (Yang et al.,, 2006), nous
pouvons envisager que I'absence d’'une molécule puisse déplacer les interactions entre
tétraspanines et partenaires, d’autant plus que CD9 et CD81 partagent des partenaires

communs. Ainsi, 'absence de CD9 libérerait des partenaires qui, en interagissant avec
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CD81, diminueraient son organisation en oligomeres. Cela pourrait expliquer la baisse
de reconnaissance par le MT81w dans les expériences de déplétion en CD9.

Dans le sens d’une plus faible affinité de 'anticorps MT81w, nous avons montré
qu’'un traitement par la Smase favorise la reconnaissance par cet anticorps (Rocha-
Perugini et al, 2009). Or, il a été montré qu’un enrichissement en céramides favorise la
formation de clusters dans le cas de diverses molécules (Zhang et al, 2009). Afin de
confirmer nos résultats, il serait intéressant de tester I'effet d'un traitement par la Smase
sur la dynamique de CD81 dans des expériences de SMT, pour observer si l'effet de la

Smase est comparable aux résultats que nous avons obtenus en présence de EWI-2wint.

d) Le VHC n’utilise pas les clusters de CD81 pour entrer dans les cellules

L’ensemble des résultats publiés par notre équipe depuis quatre ans converge
vers une utilisation préférentielle des molécules de CD81 non-clusterisées par le VHC
pour entrer dans les cellules cibles. En effet, nous avons montré que I'anticorps MT81w,
un anticorps de faible affinité reconnaissant préférentiellement les oligomeéres de CD81,
ne neutralise que faiblement l'infection (Rocha-Perugini et al, 2009). De plus, les
chimeres TM3 et TM4, pour lesquelles l'oligomérisation de CD81 est augmentée, ne
restaurent par l'infection dans les cellules Huh7w7 (Montpellier et al, 2011). Enfin, la
premiere partie de mon travail de these montre que EWI-2wint, un inhibiteur naturel de
I'entrée du VHC, bloque l'entrée du VHC et favorise la formation de clusters de CD81

reconnus par le MT81w.

Récemment, une équipe chinoise a publié une étude concluant a une utilisation
des molécules de CD81 associées au TEM par le VHC (Zhu et al, 2012). Les auteurs ont
dans un premier temps testé le role de la palmitoylation de CD81 dans l'interaction avec
EWI-2 et CD151 et les résultats montrent que la mutation des huit cystéines
palmitoylées de CD81 entraine un diminution mineure (de l'ordre de 10%) de
'interaction avec EWI-2 mais une disparition presque totale de I'association a CD151.
Dans nos conditions, aucune influence de la palmitoylation de CD81 sur l'interaction
avec EWI-2/EWI-2wint n’avait été observée (Montpellier et al, 2011). Cependant dans
nos expériences, seules six cystéines de CD81 étaient mutées contre huit dans les
expériences de Zhu et collaborateurs, ce qui pourrait expliquer la différence observée.

D’ailleurs, une autre étude rapporte que la mutation des huit cystéines palmitoylables de
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CD81 diminue sa liaison a CD9 et EWI-2 (Delandre et al, 2009). Ensuite, les auteurs ont
étudié 'effet de la palmitoylation de CD81 sur sa répartition au sein d’'un gradient de
densité, apres lyse des cellules avec une solution contenant du Brij97, une condition qui
préserve les TEM intacts. IIs ont alors montré que la dépalmitoylation de cette
tétraspanine ne modifie pas sa localisation en gradient de densité et ont conclu que
'association de CD81 aux radeaux lipidiques n’est pas modifiée. Or, il est admis que
CD81 n’est pas une protéine résidente des radeaux lipidiques. Les auteurs font, dans cet
article, une confusion globale entre les radeaux lipidiques, les TEM et les microdomaines
riches en lipides. Si la flottaison de CD81 n’est pas altérée par la dépalmitoylation, il
semble qu’étant donné le contenu lipidique des TEM, une conclusion plus appropriée
serait que la palmitoylation n’influence pas la formation ni le maintien des TEM dans ces
conditions. Une étude de 2008 basée sur des expériences de microscopie a haute
résolution va également dans ce sens. En effet, Espenel et collaborateurs ont montré
qu'un mutant de palmitoylation de CD9 ne modifie pas le nombre de structures
ponctuées enrichies en CD9 (appelées aussi TEAs) a la membrane plasmique, ni le temps
des confinements transitoires de CD9 dans ces TEAs (Espenel et al, 2008). Aussi, dans
I'étude de Zhu et collaborateurs, on ne peut pas exclure que, méme en l'absence
d’interaction avec CD151, les TEM soient maintenus. Ensuite, les auteurs ont testé I'effet
de la dépalmitoylation de CD81 sur la liaison a sE2 et l'infection par des VHCpp et
VHCcc. IIs ont montré qu'un mutant de CD81 dépalmitoylé garde sa capacité a interagir
avec sE2, tandis qu’il ne médie plus totalement I'’entrée de VHCpp et VHCcc, qui est
respectivement réduite de 60 et 40% par rapport au CD81 sauvage. De la méme fagon,
ils ont décrit que la réduction de l'expression de CD151 par ARN interférence altere
I'entrée des VHCpp et VHCcc. Ils ont aussi démontré que la dépalmitoylation de CD81 et
I'absence de CD151 bloqueraient l'entrée virale a une étape post-attachement,
probablement lors du mouvement latéral du virus vers les molécules de CLDN-1. Ainsi,
considérant que I'absence de palmitoylation de CD81 abolit la formation des TEM, ils ont
conclu que les TEM sont nécessaires a la relocalisation des complexes virus-récepteurs
vers les jonctions serrées. Néanmoins, comme expliqué en amont, leur expérience de
flottaison en gradient de densité n’est pas en faveur d’'une modification des TEM en
I'absence de dépalmitoylation et I'effet de 'absence de CD151 sur I'intégrité des TEM n’a
pas été montré. De plus, comme développé dans l'introduction (Partie 1.C.2.b) le fait

que le virus soit relocalisé au niveau des T] pour interagir avec CLDN-1 est controversé.
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Puisque nous avons mis en évidence un role des molécules de CD81 mobiles a la
membrane dans 'entrée du VHC, il est possible que la dépalmitoylation ou I’absence de
CD151, sans modifier les TEM, influence les interactions au sein des petits complexes
circulants en dehors des TEM. Dans ce sens, il a été montré par exemple que la
palmitoylation de CD9 influence sa diffusion, en favorisant probablement son
association avec d’autres protéines au sein des complexes qui diffusent (Espenel et al,
2008). Egalement, il a été décrit que la dépalmitoylation de tétraspanines pouvait
moduler leurs interactions et leur répartition membranaire (Yang et al, 2006). Il est
donc possible que la dépalmitoylation de CD81 altere sont interaction avec des

partenaires impliqués dans I’entrée du VHC, tels que CLDN-1.

Un autre travail récent réalisé par le laboratoire de Jane McKeating a montré,
dans le sens de nos observations, que la mobilité membranaire de CD81 est corrélée au
niveau d’infection par le VHC (Harris et al, 2012). En effet, ils ont montré qu'une
diffusion libre de CD81 a la membrane est nécessaire a 'entrée du VHC. Dans des
expériences de FRAP et de SMT, ils ont par exemple rapporté qu'une protéine CD81
mutée dans son domaine C-terminal était moins mobile dans des cellules HepG2 non-
polarisées par rapport aux mémes cellules exprimant CD81 non mutée. En parallele,
leurs résultats d’expériences d’infection de ces deux lignées ont montré que l'infection
est inhibée lorsque la queue cytoplasmique de CD81 est mutée. Une deuxieme
observation permet de relier la dynamique de CD81 a son pouvoir médiateur de
I'infection par le VHC. En effet, 'entrée du virus dans les cellules HepG2/CD81 polarisées
est inhibée par rapport a ce qui est observé dans les cellules non-polarisées. En
corrélation avec cela, une diminution de la diffusion de CD81 et une augmentation de la
fréquence de confinements est observée dans les cellules polarisées. Les résultats de
cette étude vont donc dans le sens des nodtres. En effet, '’ensemble de ces travaux a
démontré que des événements limitant la diffusion membranaire de CD81 (en
I'occurrence la présence de EWI-2wint, la mutation du segment cytoplasmique de CD81
ou la polarisation cellulaire) interferent avec I'entrée du VHC, suggérant que les
molécules de CD81 qui diffusent, et donc non-engagées dans des microdomaines

statiques, sont utilisées par le VHC.
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Lors de la découverte de la protéine EWI-2wint et de son effet inhibiteur sur
I'entrée du VHC, des études d’interactions in vitro avaient montré que la présence de
cette protéine empéchait la liaison entre CD81 et les glycoprotéines d’enveloppe du
virus (Rocha-Perugini et al, 2008). Aujourd’hui, notre travail montre que I'effet d’EWI-
2wint sur l'infection correle avec une modification de la répartition membranaire de
CD81. Bien qu'impliquant un mécanisme d’inhibition différent, ces deux observations ne
sont pas nécessairement mutuellement exclusives. En effet, 'une des hypothéses les plus
probables est que, en réorganisant les molécules de CD81 a la surface des cellules, EWI-
2wint rendrait ce récepteur moins accessible au virus. Des expériences
complémentaires seront nécessaires pour tenter de mettre cela en évidence. Nous
envisageons notamment des tests d’interaction entre CD81 et les hétérodimeres E1E2
avec les lignées Huh-7 exprimant les mutants de EWI-2/EWI-2wint, le Qcc et le LAL. De
cette facon, nous pourrons établir s’il existe une corrélation entre la clusterisation de

CD81 et le blocage de son interaction avec le virus.

e) Effet d’EWI-2wint sur les complexes CD81-CLDN-1

Etant donné le caractere essentiel de la formation de complexes entre CD81 et
CLDN-1 pour 'entrée du VHC (Evans et al., 2007; Harris et al.,, 2010; Krieger et al., 2010),
nous nous sommes intéressés a l'effet de EWI-2wint sur cette interaction. Bien que des
analyses quantitatives n’ait pas été effectuées, des expériences de colocalisation en
microscopie confocale ont été menées et ont rapporté une augmentation significative de
la colocalisation entre CD81 et CLDN-1 en présence de EWI-2wint. Il semble donc que,
en piégeant CD81 dans les TEAs, EWI-2wint séquestre également CLDN-1. Dans une vue
plus globale de I'entrée du VHC, il apparait alors que CD81 et CLDN-1 interagissent au
sein des TEAs et peuvent s’en échapper. Ainsi, le virus exploiterait ces complexes et leur
dynamique pour entrer efficacement dans les cellules. En présence de EWI-2wint, on
peut imaginer que la séquestration de ces deux molécules dans les TEAs bloque la série

séquentielle d’événements nécessaires a I'entrée du VHC (Figure 33).
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EWI-2wint | +EWI-2wint

Infection | Pas d’infection

Figure 33 : Modeéle de la dynamique de CD81 et CLDN-1 en absence et présence
de EWI-2wint
(Inspiré de Charrin et al., 2009)

En l'absence de EWI-2wint, les tétraspanines (cercles) diffusent dans la membrane
associées a leurs partenaires (demi-cercles) sous forme de petits complexes dynamiques qui
peuvent étre piégés localement au sein de zones enrichies en tétraspanines.

En présence de EWI-2wint, la clusterisation de CD81 est favorisée. Les co-récepteurs du
VHC CD81 et CLDN-1 sont séquestrés au sein de ces complexes moins dynamiques et plus
confinés au niveau des zones enrichies en CD81. Ainsi, la séquence d’événements nécessaire a
I'entrée du VHC est interrompue et I'infection est inhibée.

Pour définir précisément si EWI-2wint influence la dynamique de CLDN-1 a la
surface et séquestre ce récepteur du VHC, des expériences de suivi de molécules uniques
de CLDN-1 en SMT seraient a envisager dans les lignées Huh-7 exprimant ou non EWI-
2wint. Egalement, puisqu’il apparait que SRB1 et CD81 cooperent au cours de I'entrée
virale, il serait intéressant de réaliser des expériences de SMT afin d’observer la

dynamique de SRB1 en absence et en présence de EWI-2wint.
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De maniere intéressante, les résultats récents du laboratoire de Jane McKeating
corroborent notre hypothése (Barnes A, Septembre 2012, 5th European Conference on
Tetraspanins, Nijmegen, Pays-Bas). En effet, leurs expériences de SMT ont révélé une
diminution de la dynamique de CD81 mais aussi de CLDN-1 dépendamment de la
polarisation. Puisque les cellules polarisées sont moins infectables par le VHC, il apparait
que dans un contexte défavorable a l'infection, la dynamique de CD81 et CLDN-1 soit

restreinte.

f) EWI-2wint n’inhibe pas la transmission de cellule a cellule du VHC

Comme évoqué au cours de l'introduction, afin de faciliter et de favoriser la
transmission virale mais également dans le but d’échapper au systéeme immunitaire,
certains virus utilisent deux voies d’entrée dans les cellules: la premiere implique des
particules virales libres dans le milieu extracellulaire tandis que la deuxieme nécessite
un contact entre deux cellules afin de délivrer le virus directement d'une cellule infectée
donneuse vers une cellule non-infectée receveuse. De plus en plus de travaux soulignent
I'importance de cette deuxieme voie d’entrée dans la transmission du VHC (Timpe et al,
2008; Brimacombe et al, 2011). Bien que le mécanisme précis mis en jeu lors de la
transmission de cellule a cellule du VHC ne soit pas connu, cette voie d’entrée a été
étudiée et il apparait que SRB1, CLDN-1 et OCLN soit impliquées (Timpe et al., 2008;
Ploss et al, 2009; Brimacombe et al.,, 2011; Ciesek et al., 2011a; Meuleman et al, 2012;
Zahid et al, 2012). Par contre, le role de CD81 reste controversé puisque certaines
études rapportent qu'il s’agit d’'un voie d’entrée CD81-indépendante (Timpe et al, 2008;
Witteveldt et al., 2009; Jones et al., 2010), alors que d’autres décrivent I'importance de
CD81 dans cette transmission du virus de cellule a cellule (Russel et al, 2008;
Brimacombe et al., 2011). Afin de définitivement discriminer entre ces deux possibilités,
nous avons testé si le VHC peut étre transmis de cellule a cellule lorsque la cellule
receveuse n’'exprime pas CD81. Pour cela, nous avons co-cultivé des cellules Huh-7
donneuses infectées avec des cellules Huh-7w7 receveuses non-infectées en absence ou
en présence d’anticorps neutralisants. Les résultats ont clairement indiqué que les
cellules Huh-7w7 sont résistantes a l'entrée médiée par les particules libres mais
également a la transmission de cellule a cellule. Ainsi, nous avons confirmé le rdle de

CD81 dans le passage du virus de cellule a cellule.
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Ensuite, aux vues de l'inhibition de l'infection observée en présence de EWI-
2wint, nous avons analysé I'effet de EWI-2wint sur la transmission du VHC de cellule a
cellule. Nos résultats démontrent que seule I'entrée impliquant des particules libres est
affectée par la présence de EWI-2wint. Le fait que EWI-2wint n’interfere pas avec le
passage du virus de cellule a cellule suggere que, bien que nécessitant des molécules
communes, les deux voies d’entrée du virus mettent en jeu des mécanismes différents. Il
semble ainsi que la diffusion de CD81, altérée en présence de EWI-2wint, soit
déterminante pour l'entrée de particules virales libres dans le milieu extracellulaire

mais pas pour la transmission directe du virus de cellule a cellule

g) Lapoursuite de la caractérisation de EWI-2wint

Dans un effort de poursuivre la caractérisation de la protéine EWI-2wint, il serait
intéressant de découvrir la protéase responsable du clivage entre les domaines Igl et
Ig2 de EWI-2 et permettant la production de EWI-2wint. Le site consensus de clivage de
EWI-2 en EWI-2wint (RGR) ne correspond a aucun site de protéase connue. Il faudrait
donc tester plusieurs familles d’'inhibiteurs de protéases afin d’essayer d’en identifier
une impliquée dans ce clivage. A I'heure actuelle, il est seulement établi que cette
protéase n’est pas la furine. En effet, cette protéase est présente et accessible a EWI-2
dans les cellules Huh-7 (au sein desquelles le clivage n’a pas lieu naturellement) puisque
la construction EWI-2fur y est clivée (Rocha-Perugini et al, 2008; Montpellier et al.,
2011). De plus, il semble que la protéase responsable du clivage de EWI-2 en EWI-2wint
serait résidente d’'un compartiment intracellulaire post-RE car le clivage a lieu apres la

maturation des N-glycanes (Montpellier et al., 2011).

Egalement, il serait intéressant de produire des formes tronquées et solubles de
la protéine EWI-2wint, afin de tester si ces peptides sont capables de reproduire les
effets observés avec la protéine entiere. Puisque nous avons montré que l'interaction
entre EWI-2/EWI-2wint et CD81 est nécessaire pour que EWI-2wint altere la diffusion
de CD81 et plus généralement le processus d’entrée du VHC et sachant que, au sein du
domaine extracellulaire de EWI-2/EWI-2wint, seul le domaine Ig4 est impliqué dans
'interaction avec CD81, il apparait que les peptides solubles devront comporter au

minimum le domaine Ig4.
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Enfin, dans le but de tester l'infection par le VHC in vivo en présence de EWI-
2wint, il serait intéressant de générer des souris infectables par le virus et exprimant
EWI-2wint. Pour cela, une collaboration a été initiée avec 1'équipe d’Alexander Ploss a
New-York. Cette équipe a en effet publié un modele murin qui, a la suite d'une
combinaison d’infections adénovirales, exprime les récepteurs humains nécessaires a
'infection par le VHC et permet une quantification de 'entrée du virus par la luciférase
(Dorner et al., 2011). Si I'expression de EWI-2wint dans les cellules hépatiques de ces
animaux s’avere relevante, nous pourrons alors tester in vivo I'effet de cette protéine sur

l'infection par le VHC.
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Article 2 :

La Monensine inhibe une étape tardive de I'entrée du VHC

La Monensine, un ionophore qui induit une augmentation du pH intracellulaire,
posseéde des activités antivirales et anti-parasitaires sur différents pathogenes, dont
Plasmodium. Dans une deuxiéme partie de mon travail de thése, nous avons analysé

I'effet de la Monensine sur l'infection par le VHC.

a) La Monensine inhibe I'entrée du VHC

Dans un premier temps, nous avons réalisé des infections par les VHCcc en
présence de Monensine a différentes concentrations. La drogue a été incubée avec les
cellules 2h avant, pendant et jusqu’a 24h apres l'infection. Aux concentrations 0,1 et 1
uM, qui ne présentent aucune toxicité cellulaire, I'inhibition était respectivement proche
de 80 et 100%. La concentration permettant 50% d’inhibition de l'infection (IC50) a été
estimée a 25-45 nM. A titre de comparaison, dans I’étude de Leitao et collaborateurs,
I'inhibition maximale de l'infection par P. Yoelii dans des cellules Hepal-6 était atteinte
pour des concentrations de I'ordre de 0,01 a 1uM dans une expérience similaire (Leitao
& Rodriguez, 2010).

Afin de préciser I'étape du cycle viral affectée par la présence de Monensine, des
expériences de cinétiques ont été effectuées. Pour cela, la Monensine a été ajoutée a
différents temps au cours de l'infection et les résultats ont démontré que la drogue agit
pendant I'étape d’infection. En effet, ni la pré-incubation des cellules, ni I'ajout de la
drogue 2h apres le début de l'infection n’avait un effet sur l'infection. De plus, nous
avons mis en évidence un effet de la Monensine sur l'infection par des VHCpp. Puisque
cet outil permet I'étude de I'étape d’entrée des particules virales dans les cellules, ce
résultat confirme le blocage de I'entrée virale par la Monensine. Des expériences de
cinétiques sur l'infection par les VHCpp ont également été réalisées et confirment une
action de la Monensine pendant l'infection. Une légere inhibition a été observée lorsque
les cellules étaient pré-incubées avec le composé ou lorsqu’il était ajouté 2h apres

'infection. Néanmoins, cette inhibition est probablement liée a la présence résiduelle de
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Monensine lors de l'infection dans le premier cas et, dans le deuxiéme cas, a un effet
relatifs aux particules virales non encore entrées dans les cellules. Enfin, des
expériences préliminaires ont été réalisées afin de tester l'influence du génotype viral
sur l'inhibition de l'entrée par la Monensine, en utilisant des VHCpp portant a leur
surface les glycoprotéines de divers génotypes. Bien que ces résultats restent a
confirmer, il semblerait que la Monensine bloque 'entrée du VHC indépendamment du
génotype testé.

Dans le but de confirmer un effet de la Monensine sur I'étape d’entrée et d’exclure
des effets additionnels, nous avons vérifié les conséquences de sa présence sur les
étapes plus tardives du cycle du VHC, a savoir la réplication, 'assemblage et la sécrétion
du virus. Des expériences d’électroporation d’'un ARN viral défectif pour I'assemblage
dans les cellules ont permis de montrer que la Monensine n’agit pas sur 'étape de
réplication. Aussi, nous avons évalué la capacité des cellules a produire du virus en
absence et en présence de Monensine et avons montré qu’elle n’était pas altérée en
présence de la drogue, indiquant que les étapes d’assemblage et de sécrétion ne sont pas

affectées par la Monensine.

b) La Monensine n’agit pas sur les particules virales

Un composé inhibiteur d’entrée virale peut affecter soit la cellule cible ou soit le
virus. Par exemple, il a été récemment montré que I’EGCG, une molécule inhibitrice de
I'attachement du VHC sur les cellules, agit directement sur le virus et non sur les cellules
(Calland et al,, 2012; Ciesek et al., 2011b).

Nous avons montré que la Monensine présente un effet inhibiteur lorsqu’elle est
ajoutée pendant l'infection, c’est-a-dire lorsqu’a la fois les cellules et le virus sont
présents et peuvent étre affectés. De ce fait, dans le but d’établir si la Monensine agit
directement sur les particules virales, nous avons incubé le virus en présence de
Monensine avant d’infecter les cellules. Dans ces expériences, nous n’avons observé
aucune inhibition de 'infection, ce qui suggere que le Monensine n’agit pas sur le virus,

mais affecterait plutot les cellules cibles.
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c) LaMonensine interfere avec une étape tardive de I'’entrée virale

L’étape d’entrée du VHC comprend plusieurs phases successives : I'attachement a
la surface cellulaire, l'interaction avec les récepteurs spécifiques, l'endocytose
dépendante de la clathrine et enfin la fusion des membranes virale et cellulaire dans les
endosomes précoces. Afin de définir I'étape de 'entrée affectée par la Monensine, des
expériences de cinétique ont été réalisées. Pour cela, les cellules ont été incubées une
premiere fois pendant 1h a 4°C en présence du virus, pour permettre I'attachement des
particules virales aux cellules. Ensuite, le virus a été enlevé et les cellules laissées a 4°C
de facon a continuer l'attachement du virus et sa liaison aux récepteurs spécifiques.
Enfin, dans un troisieme temps, les cellules ont été transférées a 37°C, étape qui permet
I'endocytose des particules virales puis la fusion dans les endosomes. La Monensine a
donc été ajoutée a chacune de ces étapes afin de mettre en évidence la phase avec
laquelle elle interfere. Grace a ce protocole, nous avons pu montrer que 'effet inhibiteur
de la Monensine ne s’exerce que lorsqu’elle est présente au moment de la troisieme
étape de l'entrée, correspondant a 'endocytose et la fusion. Enfin, nos résultats ont
également montré qu’un traitement par la Monensine n’a aucun effet sur le niveau
d’expression de plusieurs facteurs cellulaires impliqués dans l'entrée du VHC, en
I'occurrence SRB1, CD81, CLDN-1, OCLN et EGFR. Afin de compléter les expériences
controles, l'effet de la Monensine sur la formation des complexes CD81-CLDN-1 sera
aussi analysé.

De maniere intéressante, il apparait dans notre étude que I'étape d’attachement
n’est pas altérée en présence de Monensine. Une étude décrit pourtant que I'expression
du LDL-R, une molécule rapportée comme impliquée dans I'attachement aux cellules du
VHC, est diminuée lors d’un traitement par la Monensine, en lien avec un blocage du
recyclage de ce récepteur (Basu et al, 1981). Méme si dans cette étude les
concentrations de Monensine utilisées sont tres élevées (25uM), il serait intéressant de
tester le niveau d’expression en surface du LDL-R dans nos cellules en présence de cette
drogue, afin de voir s’il est modifié ou non. De cette maniere, 'importance du LDL-R lors
de l'attachement du virus pourrait étre analysée. En effet, les études a ce sujet sont
controversées, puisqu'une étude a par exemple rapporté que la réduction de
I'expression du LDL-R par ARN interférence ne bloque pas I'attachement du VHC aux

cellules (Jiang et al, 2012). De plus, une étude du laboratoire a récemment montré que
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la voie d’entrée médiée par le LDL-R serait plutot une voie non-productive en terme

d’infection (Albecka et al.,, 2012).

d) La Monensine agit sur le pH intracellulaire et bloque probablement
I'étape de fusion

Ayant démontré I'action de la Monensine sur une étape tardive de I’entrée virale,
nous avons cherché a discriminer entre un effet sur 'endocytose ou sur la fusion des
membranes virale et cellulaire dans les endosomes.

Pour cela, nous avons testé l'effet de la Monensine sur deux autres virus:
I’Adénovirus de type 5 (AdV5) et le CVB4. L'entrée de I’AdV5 dans les cellules est,
comme pour le VHC, dépendante de la clathrine. Le mécanisme d’entrée du CVB4 est
moins bien connu, mais il est décrit qu’il est au moins partiellement dépendant de la
clathrine. Nos tests d’infection par ces différents virus en présence de Monensine n’ont
révélés aucun effet de la Monensine. Il semble alors que l'endocytose clathrine-
dépendante ne soit pas affectée par la présence de Monensine. De maniere intéressante,
plusieurs travaux de la littérature ont rapporté que linternalisation de différentes
molécules n’était pas altérée par la Monensine, concluant que les effets attribués a la
Monensine résultent de l'altération d’une étape plus tardive, lorsque les molécules en
question sont déja présentes dans des vésicules endocytiques telles que les endosomes
(Marnell et al., 1982; Whittaker et al., 1986; Yanagishita & Hascall, 1985).

De maniere intéressante, l'utilisation de différents virus et leur comparaison en
terme de sensibilité a la Monensine a révélé que cette drogue bloque 'infection par des
virus enveloppés (VHC, YFV, SinV) mais n’a aucun effet sur des virus non-enveloppés

(AdV5, CVB4).

Puisque la Monensine ne semble pas affecter l'internalisation des particules
virales, une hypothése évidente serait qu’elle interfere avec la fusion. Cette étape étant
dépendante du pH acide des endosomes, nous avons réalisé des expériences avec
I’Acridine Orange, un composé qui fluoresce différemment en fonction de I'acidité des
compartiments intracellulaires. Cette technique a notamment permis a Altan et
collaborateurs de montrer l'alcalinisation de cellules tumorales mammaires en présence
de Monensine (Altan et al, 1998). De cette maniére, nous avons pu observer une

modification du marquage par I'Acridine Orange en présence de Monensine. En effet,
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alors que ce composé s’accumule et fluoresce en rouge dans les compartiments
intracellulaires acides des cellules non traitées, ce marquage disparailt complétement
dans les cellules traitées avec 1 uM de Monensine pendant 2 ou 24h. Le profil est
intermédiaire dans le cas des cellules traitées avec une concentration de 0,1 uM pendant
24h. Puisque l'effet de la Monensine sur l'alcalinisation des cellules est réversible en
quelques minutes seulement (Maxfield, 1982) (résultats non montrés), il semble
qu’apres 24h d’incubation avec les cellules, la drogue ne soit plus totalement active.
Nous avons donc mis en évidence une acidification des compartiments intracellulaires
dans nos cellules en présence de Monensine. L’alcanisation des endosomes précoces
interfere probablement avec la fusion des membranes virale et cellulaire. Afin de
définitivement confirmer cela, il sera nécessaire de réaliser des expériences
complémentaires en présence de Monensine. Par exemple, des tests de fusion entre des
VHCpp et des liposomes sont envisageables, tests qui se sont révélés efficaces dans la

démonstration de la nécessité d’'un pH acide pour la fusion (Lavillette et al., 2006).

Les mécanismes mis en jeu lors de la fusion entre 'enveloppe du VHC et la
membrane des endosomes ne sont pas précisément connus. Il a été largement décrit
qu'il s’agit d’'une étape dépendant du pH acide des endosomes (Lavillette et al., 2006);
(Blanchard et al, 2006; Haid et al., 2009; Koutsoudakis et al, 2006; Meertens et al,
2006; Tscherne et al, 2006). En effet, ces études décrivent que des inhibiteurs de
'acidification des endosomes, tels que la Bafilomycine A1, la Concanamycine A ou le
NH4Cl bloquent la fusion. Notre étude confirme ces observations puisque la Monensine
modifie le pH intracellulaire et inhibe I'entrée du VHC a une étape correspondant
probablement a la fusion au sein des endosomes. D’ailleurs, dans nos expériences de
marquages a |’Acridine Orange, nous avons montré un effet comparable de la
Monensine, la Bafilomycine mais également du NH4Cl (résultats non montrés) sur
I'alcalinisation des compartiments intracellulaires. Malgré une sensibilité des particules
virales intracellulaires au pH acide des endosomes, il a été montré que les particules
virales extracellulaires ne sont pas sensibles a un traitement par pH acide. Cela suggere
que la sensibilité du virus au pH acide des endosomes pourrait étre acquise aprés un
changement conformationnel des glycoprotéines d’enveloppe probablement apres
interaction avec un facteur cellulaire. Dans ce sens, il a été récemment proposé que

CD81 pourrait remplir cette fonction (Sharma et al,, 2011).
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Entre autres, ces observations suggerent que le VHC fusionne a la maniere
d’autres Flavivirus. D’ailleurs, il apparait dans notre travail que I'infection par le YFV est
aussi inhibée par la Monensine. Il serait alors intéressant de réaliser des cinétiques
d’infection similaires a celles effectuées dans notre étude avec le YFV, de maniere a
déterminer si la Monensine affecte la méme étape du cycle infectieux chez ces deux

Flaviviridae.

e) La Monensine inhibe la transmission du virus de cellule a cellule

L'importance de la transmission directe du virus d’une cellule infectée vers une
cellule non-infectée par un contact entre les deux cellules a été évoquée a plusieurs
reprises précédemment. Nous avons donc testé expérimentalement si la Monensine
pouvait empécher cette voie de transmission. Pour cela, les cellules ont été infectées par
des VHCcc en I'absence de Monensine, de maniere a permettre I'entrée du virus. Ensuite,
afin de voir si le virus était transmis entre des cellules adjacentes et donc si des foci de
cellules infectées étaient formés, le virus a été enlevé, les cellules lavées puis incubées
48h en présence d’anticorps neutralisants afin de bloquer la voie d’infection médiée par
les particules libres dans le milieu extracellulaire. Finalement, des expériences
d’'immunofluorescence ont permis de révéler les cellules infectées et la taille des foci a
été évaluée. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence une réduction significative de la
transmission de cellule a cellule du VHC en présence de Monensine.

Cette information concoure a améliorer la connaissance des mécanismes mis en
jeu au cours du passage du VHC de cellule a cellule, mode de transmission encore mal
décrit. En effet, notre travail révele que le pH acide intracellulaire est nécessaire au deux

voies d’entrée du VHC dans les cellules.

f) L'effet additif de la Monensine et 'lFN

Pour terminer, nous avons souhaité tester les effets conjugués de la
Monensine et d'un inhibiteur connu de l'infection par le VHC: I'IFN. Pour cela, les
cellules ont été infectées en présence de 0,04 uM de Monensine, 1 U/ml d'[FN ou une
combinaison des deux. Les concentrations des conditions simples ont été choisies apres

le calcul de la concentration permettant 50% d’inhibition de l'infection par les VHCcc.
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Grace a cela, nous avons pu montré que la combinaison des deux inhibiteurs produit un
effet additif, puisque environ 70% de l'infection est inhibée dans cette condition. Cette
observation semble logique puisque la Monensine et I'I[FN impliquent des effets tres

différents sur 'infection par le VHC.

g) Conclusion de cette étude

Etant donné 'ensemble des résultats de ce travail et notamment le caractere
additif des effets combinés de la Monensine et I'IFN, la question d'une utilisation
potentielle de la Monensine en thérapie se pose. Malheureusement, quatre cas
d’empoisonnement par la Monensine chez 'Homme ont été décrits. Les deux premiers
datent de 1999 et ont été publiés dans une revue non-scientifique, tandis que deux
articles scientifiques ont chacun décrit un nouveau cas de déces suite a l'ingestion
accidentelle de Monensine en 2001(Caldeira et al., 2001; Kouyoumdjian et al, 2001).
Dans ces deux publications, il a été rapporté que la prise de Monensine a entrainé une
rhabdomyolyse, c’est-a-dire une altération des muscles squelettiques, puis une
insuffisance rénale menant au déces. La quantité ingérée était inconnue dans I'étude de
Kouyoumdjian et collaborateurs, mais évaluée a trois fois la dose létale pour les bovins
dans l'étude de Caldeira et collaborateurs. En effet, des surdoses de Monensine
entrainent également des problemes chez les animaux, les chevaux étant les plus
sensibles a la prise de Monensine. Ainsi, il semble que la Monensine soit une molécule a
délivrer avec précautions chez les animaux. Egalement aux vues de ces effets
indésirables a forte dose chez I'Homme, il est exclu de l'envisager a des fins

thérapeutiques.

Toutefois, puisque la Monensine présente un effet inhibiteur de I'infection par
le VHC, il pourrait étre intéressant de rechercher des composés structuralement proches
afin d’en sélectionner un non-toxique pour 'Homme et mimant l'effet de la Monensine
sur l'infection. A plus court terme, la Monensine pourrait se réveler utile dans I’'étude de
la fusion membranaire dans le cas de I'infection par le VHC, mais également pour I'étude
de tout autre mécanisme, cellulaire ou pathologique, dépendant du pH des
compartiments intracellulaires. Concernant I'étude de I’entrée du VHC, nous prévoyons

d’ailleurs de générer des mutants de résistance a la Monensine, puis d’identifier les
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mutations d’adaptation impliquées dans ce phénotype de résistance. Ainsi, nous
espérons améliorer la compréhension de '’entrée du VHC et plus particuliéerement de

I’étape de fusion.
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