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LVP : lipoviroparticules

M
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Résume

Du fait de leur présence a la surface de la particule virale, les glycoprotéines d’enveloppe E1
et E2 du virus HCV jouent un role essentiel dans sa morphogenéese ainsi que lors de son
entrée dans la cellule hote. Jusqu’a récemment, les travaux de recherche sur les
glycoprotéines d’enveloppe du virus HCV se sont essentiellement focalisés sur E2 car elle est
la protéine d’attachement du virus. De plus, elle est la cible majeure des anticorps
neutralisants et il a ét¢ longtemps postulé qu’elle était la protéine de fusion du virus.
Cependant, les récentes publications de la structure de E2 ne mettent pas en évidence la
présence d’un peptide de fusion et sa structure ne correspond pas aux critéres attendus pour
une protéine de fusion, suggérant que la glycoprotéine E1 seule ou en association avec E2
pourrait étre responsable de I’étape de fusion. La structure de la région N-terminale de El
(acides aminés 192 a 270) a récemment été résolue et a mis en évidence la présence d’une
épingle a cheveux formée par 2 feuillets beta (1 et $2) suivie par un segment de 16 acides
aminés qui forme une hélice alpha (al) flanquant 3 feuillets beta antiparalleles (B3, f4 et p5).
En plus de la caractérisation de ces structures secondaires de E1, une région qui se situe au
milieu de la protéine (approximativement entre les résidus 274 et 292) a été proposée avoir un
role actif au cours du processus de fusion et elle pourrait correspondre a un peptide de fusion.

Nous nous sommes basés sur ces travaux récents pour investiguer le role fonctionnel de la
glycoprotéine E1 par une approche de mutagenése dirigée des résidus conservés dans la
région N-terminale et dans la région du potentiel peptide de fusion, dans le contexte d’un
clone infectieux du HCV. Comme attendu, nos résultats indiquent que ces mutations
introduites dans E1 n’ont aucun effet sur la réplication virale. Cependant, vingt-et-un parmi
les vingt-huit mutants produits conduisent a une atténuation ou une perte de 1’infectiosité
virale. D’une maniére trés intéressante, deux mutants atténués, le T213A et le 1262A, se sont
montrés moins dépendants au co-récepteur claudine-1. D’autre part, nous avons montré que
ces mutants utilisent un autre récepteur de la famille des claudines (claudine-6) pour 1’entrée
virale, indiquant ainsi un changement de dépendance a son co-récepteur claudine-1. A
I’opposé, deux autres mutants, le L286A et le E303A, se sont révélés avoir une plus grande
dépendance au co-récepteur claudin-1 pour I’entrée dans les cellules d’hépatome. Au cours de
ce travail, nous avons également identifi¢ une mutation intéressante a proximité du potentiel
peptide de fusion. Cette mutation, G311A, conduit a la sécrétion de particules virales enti¢res
mais non infectieuses, suggérant un défaut d’entrée cellulaire pour ce virus. De fagon trés
surprenante, nous avons également identifié une mutation (D263A) qui conduit a la sécrétion
de particules virales dépourvues d’ARN génomique. Une caractérisation plus poussée de ce
mutant a de plus révélé une modification dans la co-localisation subcellulaire entre I'ARN
viral et la glycoprotéine E1, mettant en évidence pour la premiére fois un dialogue croisé
entre E1 et I'ARN génomique du HCV lors de la morphogenese du virus.

En conclusion, nos observations permettent d’identifier précisément les régions spécifiques de
la protéine E1 qui jouent un rdle dans 1’assemblage et I’entrée du virus dans la cellule, mettant
en évidence le réle majeur de la glycoprotéine E1 au niveau des différentes étapes du cycle
infectieux du HCV.
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Abstract

Being part of the viral particle, HCV envelope glycoproteins E1 and E2 play an essential role
in virion morphogenesis as well as in HCV entry into liver cells. These glycoproteins form a
non-covalent heterodimer, and until recently, research on HCV envelope glycoproteins has
been mainly focused on E2. Indeed, this glycoprotein is the receptor-binding protein, it is also
the major target of neutralizing antibodies and it was postulated to be the fusion protein.
However, the recent publications of the structure of E2 do not show the presence of a fusion
peptide and its structure does not fit with what one would expect for a fusion protein,
suggesting that E1 alone or in association with E2 might be responsible for the fusion step.
Concerning El, only the crystal structure of the two-fifth N-terminal region, comprising
amino acids 192 to 270, has been reported. This partial structure reveals a complex network
of covalently linked, intertwined homodimers. The overall fold of the N-terminal El
monomer consists of a beta-hairpin (B1 and B2) followed by a segment composed of a 16
amino-acid long alpha-helix (al) flanking a three-strand antiparallel beta-sheet (83, f4 and
B5). In addition to the characterization of secondary structures within E1, a region located in
the middle of the polypeptide (approximately between a.a. 274 and 292) has been suggested
to play an active role during the fusion process and might potentially act as a fusion peptide.

We took advantage of these recently published data to further investigate the functional role
of HCV glycoprotein E1 by using a site-directed mutagenesis approach targeting conserved
amino acids in the N-terminal region as well as in the region postulated to contain the fusion
peptide in the context of an infectious clone. As expected, our results indicate that these
mutations have no effect on virus replication. However, twenty-one out of twenty-eight
mutations led to attenuation or inactivation of infectivity. Interestingly, two attenuated
mutants, T213A and 1262A, were less dependent on tight junction protein claudin-1, a co-
receptor for HCV. Instead, these mutant viruses relied on another claudin (claudin-6) for
cellular entry, indicating a shift in receptor dependence. In contrast, two other mutants, L286
and E303, were more dependent on claudin-1 for cellular entry into hepatoma cells. We also
identified an interesting mutation downstream of the putative fusion peptide, G311A, which
leads to the release of non-infectious particles having a defect in cellular entry. Finally, an
unexpected phenotype was also observed for D263 A mutant, which was no longer infectious
but led to the secretion of viral particles devoid of genomic RNA. Further characterization of
the D263 A mutant revealed a change in subcellular co-localization between HCV RNA and
E1, highlighting for the first time a crosstalk between HCV glycoprotein E1 and the genomic
RNA during HCV morphogenesis.

In conclusion, our observations allowed for the identification of specific regions in the E1l
glycoprotein that play a role in virion assembly and entry, highlighting the major role played
by this protein at different steps of the HCV infectious cycle.
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I. L hépatite C

1.1. Le foie et les hépatites virales

I.1.a. Les hépatites virales

L’hépatite virale est une inflammation du foie causée par un virus. Différents virus, tels
que les virus des hépatites A a E, peuvent conduire au développement d’une hépatite.
Cependant, I’infection reste indifférentiable en I’absence de tests sérologiques. Tous les virus
hépatiques causent une hépatite aigué qui pour les virus des hépatites B, C et D peut évoluer
en une hépatite chronique persistant pendant plusieurs années, voire toute la vie. Des cas plus
rares d’hépatite chronique causée par le virus de I’hépatite E ont également été observés chez
des patients immunodéprimés (bihl & negro, 2009). A long terme, 1’hépatite chronique peut
conduire a une cirrthose, une fibrose, une insuffisance hépatique et un carcinome
hépatocellulaire. Bien qu’ils soient responsables des mémes maladies, les virus hépatiques
appartiennent a des familles virales différentes. Il est a noter que d’autres virus, comme le

virus Epstein-Barr et le cytomégalovirus, peuvent également conduire a une hépatite virale.

I.1.b. Le foie: organisation et fonctions

Le foie est 1'organe interne le plus volumineux dans le corps humain, il compte a peu pres 2 a
3 % du poids corporel total (Abdel-Misih & Bloomston 2010 ; McMillan, 2008). Cet organe
présente une forme ovoide. Sa couleur rouge foncé refléte sa forte vascularisation (Gray &
Lewis, 2000). Positionné¢ dans le quadrant supérieur droit de la cavité abdominale sous le
diaphragme, le foie est protégé par la cage thoracique et maintient sa position avec le soutien
de plusieurs ligaments (Abdel-Misih & Bloomston, 2010 ; Bismuth, 2013; Hoekstra et al.,
2013 ; Tahara & Shibata, 2016).

Le foie assure un grand nombre de fonctions (figure 1). Parmi elles, figurent le maintien de
I’homéostasie en glucose, la synthése de lipides, d’acides aminés non essentiels et de
protéines, le stockage des nutriments, le catabolisme de protéines, 1’élimination de molécules
toxiques criculant dans le sang (Jackson & Whitfield, 1985) (figure 1). Ainsi, le foie permet
I’¢limination de I’amoniaque qui constitue un neurotoxique puissant, sous forme d’urée, qui
est relarguée dans l'urine. De plus, la production de la bile lors de la phase initiale de la

digestion est une fonction importante du foie (McMillan, 2008). La bile favorise la digestion
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des lipides et est responsable de la dilution et de la neutralisation de 1'acide gastrique. Elle
permet d’¢lever le pH a des niveaux nécessaires a l'activité des enzymes pancréatiques. Le
foie est également responsable de I'anabolisme de nombreuses protéines plasmatiques telles
que l'albumine, le fibrinogene, I'héparine, les globulines et les facteurs de coagulation, ainsi

que 'homéostasie hormonale (McMillan, 2008 ; Seeley et al., 2003).

Environ 80% de la masse hépatique totale est constituée de cellules polyédriques, les
hépatocytes, qui sont les principales cellules du foie et sont fortement impliqués dans
plusieurs processus métaboliques (Bismuth, 2013 ; Hoekstra et al., 2013). Ces cellules
peuvent absorber une grande partie du glucose qui pénétre dans le foie a travers la veine porte
hépatique et le stocker sous forme de glycogeéne, ce qui maintient 'homéostasie glycémique
(Jackson & Whitfield, 1985; Ganong, 2005). Les hépatocytes stockent aussi temporairement
des graisses, des vitamines (A, B12, D, E et K), du cuivre, du fer (Seeley et al., 2003) et
métabolisent les nutriments, en fonction des besoins du corps humain (figure 1).

De manicre intéressante dans le contexte de la pathogenése de I'infection par le HCV, les
hépatocytes jouent un rdle clé dans le métabolisme lipidique et le métabolisme des
lipoprotéines. Tout d'abord, le foie produit de I’énergie de manicre efficace grace a
l'oxydation des triglycérides, et exporte les intermédiaires riches en énergie a d'autres tissus.
De plus, il est capable de convertir les glucides et les protéines en exces en lipides qui seront
exportés et stockés dans les tissus adipeux. Par conséquent, le foie synthétise de grandes
quantités de cholestérol, de triglycérides et de phospholipides. Certains sont incorporés dans
les lipoprotéines et transportés vers le reste du corps (Lee et al., 2008). Le reste est excrété

dans la bile.
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Figure 1. Représentation des différentes fonctions du foie. Le foie joue un rdle dans la sécrétion et
le stockage de plusieurs molécules ainsi que dans 1’élimination de 1’infection du sang. Il sécréte
également certains facteurs essentiels pour la coagulation du sang.

1.2. L’Hépatite C

1.2.a. Identification et épidémiologie de I’hépatite C

1.2.a.i. Identification de I’hépatite C

Au début des années 1970, deux agents viraux responsables d’hépatites post-transfusionnelles
¢taient identifiés et pouvaient étre diagnostiqués : le virus de I’hépatite A (HAV) (bayer et al.,
1968) et le virus de I’hépatite B (HBV) (Feinstone et al., 1973). Cependant, un nombre
important de cas d’hépatites post-transfusionnelles n’était pas li¢ a I’infection par ces virus.
Par conséquent, ces hépatites ont été classées comme "hépatite non-A, non-B (NANB)". En
1989, I’identification du virus de I’hépatite C a pu étre réalisée par la génération d’une banque
d’ADNc a partir du sérum d’un chimpanzé infecté suivie du criblage des séquences cibles a
I’aide d’anticorps provenant de patients infectés (Choo et al., 1989). Cette découverte a
permis de développer des tests de diagnostic du HCV qui ont considérablement réduit le

risque d'infection par le virus.
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1.2.a.ii. Epidémiologie du HCV

L'infection par le HCV constitue un probléme majeur de santé publique, conduisant au
développement de plusieurs maladies hépatiques, comme la fibrose, la cirrhose, l'insuffisance
hépatique et le carcinome hépatocellulaire (CHC) (Saito et al., 1990). Le HCV infecte jusqu'a
3% de la population mondiale, soit environ 170 millions de personnes et, chaque année, plus
de 350 000 personnes meurent des conséquences d’une infection par le HCV (Mohd Hanafiah
et al., 2013). L'hépatite B et C, représentent 75% de tous les cas de maladies du foie dans le
monde (Ananthakrishnan et al., 2006).

Plusieurs études épidémiologiques montrent que la prévalence du HCV varie d'une région a
l'autre dans le monde. Le Moyen-Orient et 1'Afrique du Nord ont des niveaux élevés de
prévalence > 3,5 %. L'Asie centrale, 1’ Australie et I'Afrique subsaharienne ont une prévalence
modérée entre 1,5 et 3,5 % alors que I'Europe, I'Amérique latine et I'"Amérique du Nord ont
des niveaux faibles de prévalence < 1,5 % (figure 2). La prévalence la plus élevée de
I’hépatite C se trouve dans la région de la Méditerranée orientale, en particulier en Egypte, ot
l'infection par le HCV est signalée chez 10 a 50% de la population en général (Strickland et
al., 2006 ; Thomas, 2013).

Prevalence of
hepatitis C antibodies
W High: >3.5%
Moderate: 1.5-3.5%
[J Low: <1.5%

[CJ Not applicable

—— GBD regions
--------- International boundaries

Figure 2. Prévalence des anticorps anti-HCV dans le monde entier. Ces données sont les résultats
de 232 études réalisées entre 1997-2007 et présentées dans le revue du Thomas, 2013. GBD-Global
Burden of Diseases.
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1.2.b. Modes de transmission

L’exposition parentérale au HCV constitue le mode de contamination majeur. Jusqu’en 1990,
les transfusions sanguines constituaient la principale source de contamination mais différentes
mesures préventives ont permis de la réduire considérablement dans les pays industrialisés:
I’inactivation virale des produits sanguins a partir de 1987, 1’¢élimination des dons d’individus
a risque des 1988 et des dons d’individus séropositifs grace aux dépistages mis en place apres
1990 (Roudot-Thoraval, 2002).

A T’heure actuelle, dans les pays industrialisés, le risque majeur de contamination est li¢ au
partage de seringues ou autres matériels dans les populations toxicomanes malgré des mesures
de prévention mises en place. Cependant aujourd’hui, la prise en charge et le suivi des
toxicomanes avec notamment la mise a disposition de matériel stérile permet de diminuer les
contaminations.

Le HCV peut également se transmettre a 1’occasion des pratiques culturelles telles que les
tatouages, les piercings ou ’acupuncture, réalisées avec du matériel non ou mal stérilisé
(Hajarizadeh et al., 2013). Les transmissions par voie périnatale ou sexuelle sont relativement
peu fréquentes. Les cas de transmissions sexuelles sont généralement observés chez des
personnes ayant des activités hétérosexuelles ou homosexuelles avec de multiples partenaires
(Bruggmann et al., 2014 ; Hajarizadeh et al., 2013). Une transmission des meres porteuses du
HCV a leur enfant est rapportée dans 4 a 7% des cas (Roberts & Yeung, 2002).

Les facteurs de risque n’étant pas toujours clairement identifiables, le mode de contamination

demeure inconnu dans 20% des cas.

1.2.c. Pathologie de 1a maladie

La premiere phase de I’infection par le HCV correspond a une hépatite aigué qui est le plus
souvent asymptomatique. Cette phase évolue dans 80% des cas vers la chronicité. A plus long
terme, 1’hépatite chronique peut conduire au développement d’une cirrhose qui peut évoluer

vers un hépatocarcinome.

1.2.c.i. Hépatite aigué

La phase aigué¢ de I’infection par le HCV est caractérisée par 1’apparition de marqueurs
biologiques dans le sang. Notamment, I’ARN viral devient détectable 1 a 3 semaines apres

contamination (figure 3). On observe également fréquemment une augmentation transitoire de
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la concentration sérique en alanine aminotransférases et la séroconversion intervient sous 6 a
8 semaines (figure 3) (Bowen & Walker, 2005 ; Cox et al., 2005 ; Thimme et al., 2001 ).
L’hépatite aigiie est asymptomatique chez 80% des sujets infectés. Dans le reste des cas, cette
phase est associée aux signes cliniques classiquement observés lors d’hépatites virales :
jaunisse, fievre, urines foncées, fatigue, perte d’appétit et nausées (Alric et al., 1997 ; Grebely
et al., 2014). Dans la plupart des cas, ces symptomes sont transitoires et leur manifestation
coincide avec I’élévation des transaminases sériques. Environ 25% des patients ayant une
hépatite aigiie guérissent spontanément mais l’infection progresse vers la phase chronique
chez la plupart des patients (70-75%) (Maasoumy & Wedemeyer, 2012). L’¢limination du
virus est plus efficace chez les personnes qui développent des symptomes pendant la phase
aigué, alors que l'infection persistante s'établit dans le cas ou la phase aigué est
asymptomatique (Gerlach et al., 2003).

Les cas d’hépatite fulminante dus a I’infection par le HCV sont extrémement rares (Farci et

al., 1996).

Anti-HCV
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Figure 3. Les marqueurs du laboratoire durant une infection aigue du HCV. L’ARN viral est
détectable trés tot apres 1’infection par le virus suivie par une augmentation du taux d’ALT et enfin
vers les 4 a 6 mois qui suivent ’infection les anticorps anti-HCV seront détectables. (CDC).
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1.2.c.ii. Hépatite chronique

Dans la plupart des cas, les symptdmes de I’hépatite aigiie disparaissent mais le virus persiste
chez les patients (Galossi et al., 2007). L'infection chronique par le HCV est diagnostiquée
lorsque I'ARN du HCV persiste dans le sang du patient pendant plus de six mois apres le
début de l'infection aigué et que les anticorps contre le HCV sont détectables. Au cours du
stade chronique de la maladie, une charge virale persistante et relativement stable est détectée.
Il est estimé que ~10'* virions sont produits par jour (Herrmann et al., 2000 ; Neumann et al.,
1998). Les niveaux des enzymes hépatiques ALT et de la virémie ne sont pas nécessairement
corrélés au degré de 1ésion hépatique.

L’établissement d’une infection chronique dépend d'un certain nombre de facteurs de risques
tels que le génotype viral (Bochud et al., 2009), 1'age, le sexe, la consommation d’alcool et la
coinfection avec le HIV ou le HBV (Lauer & Walker, 2001) .

Les personnes infectées chroniquement peuvent rester sans symptomes pendant des dizaines
d’années ou présenter des symptdmes intermittents semblables a ceux de la phase d’hépatite
aigiie. Cependant, elles présentent un risque élevé de développer une maladie sévere du foie
comme la stéatose, la fibrose, la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire caractérisé par un
taux de mortalité de 1 a 5% sans traitement (Yoon & Hu, 2006) (figure 4). Généralement,
I’intervalle de temps entre 1’infection et I’apparition d’une maladie symptomatique du foie se
situe entre 20 et 40 ans (figure 4). Le HCV est estimé étre la cause du cancer du foie chez
25% des patients souffrants de cette maladie et la cause la plus fréquente de transplantation
hépatique dans le monde (Brown, 2005). Cependant, la réinfection du greffon hépatique est
trés fréquente entrainant I’endommagement et la perte du nouveau foie (Hsu et al., 2013).

Les mécanismes moléculaires qui conduisent le HCV a induire un carcinome hépatocellulaire
restent peu caractérisés (Levrero et al., 2006). Le virus ne s’intégre pas dans le génome
cellulaire. Cependant certaines protéines virales pourraient jouer un rdle direct dans la
transformation cellulaire. La protéine de capside est notamment un candidat oncogéne
fréquemment rapporté. Par ailleurs le stress oxydatif généré par I’expression des protéines
virales et la réponse inflammatoire prolongée sont susceptibles d’endommager I’ADN et de

conduire a la transformation cellulaire.
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Figure 4. Représentation de I’évolution de I’infection par le HCV durant ’hépatite chronique.
L’intervalle de temps entre I’infection et 1’apparition d’une maladie symptomatique du foie est entre
20 et 40 ans. Tout d’abord, les symptdmes commencent par une stéatose ou une fibrose. 10 a 20 % des
patients ayant une fibrose développent une cirrhose hépatique. 1 a 5% des individus possédant une
cirrhose progressent vers un carcinome hépatocellulaire (Adapté de Vescovo et al., 2016).

1.2.d. Réponse immunitaire contre le HCV

1.2.d.i. Réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée constitue la premicre ligne de défense contre le HCV. La
réponse innée repose entre autres sur le réle des cellules NK (pour Natural Killer) et la
sécrétion des interférons (IFN) de type I. Cette immunité a pour role de détecter le virus,
d'initier les réponses antivirales locales dans les cellules infectées et de recruter les cellules

immunitaires pour médier la réponse adaptative.

Détection du HCV et induction de la réponse IFNs

La mise en place de la réponse immunitaire innée repose sur la détection de I’agent infectieux
par les récepteurs PRR (pour Pattern Recognition Receptor) qui déclenchent plusieurs
cascades de signalisation conduisant a 1’¢limination du virus (Yang & Zhu, 2015). Les
principaux récepteurs PRR incluent les récepteurs de type RIG-I (pour Retinoid acid
Inducible Gene-I), les récepteurs TLRs (pour Toll-Like Receptors) et des récepteurs non
conventionnels.

Le HCV est reconnu par RIG-I & une étape précoce de I’infection. RIG-I détecte la région 3’
non traduite de ’ARN. Cette interaction conduit a 1’activation de 2 domaines amino-
terminaux de recrutement de caspases (CARD) qui déclenchent une cascade de signalisation

médiée par I’activation de MAVS (pour Mitochondrial Antiviral Signaling Protein). MAVS
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est I’adaptateur commun des récepteurs RLRs et son activation conduit a 1’activation des
facteurs transcriptionnels clé NF-kB, IRF3 et IRF7 (pour Interferon Regulatory Factor). Ces
facteurs transcriptionnels induisent I’expression des interférons de type I et II1.

Le HCV peut étre également détecté par les récepteurs TLRs. De maniére générale, TLR3,
TLR7 et TLRY détectent les acides nucléiques viraux ; TLR2 et TLR4 reconnaissent les
protéines virales (Yang & Zhu, 2015). TLR3 qui est localisé dans les endosomes et exprimé
par plusieurs types cellulaires, constitue un senseur de I’ARN double brin du HCV. Les
signaux regus par TLR3 sont transduits via 1’adaptateur TRIF qui active IRF3 et NF-kB
conduisant a la production d’IFN de type I et de cytokines et chimiokines proinflammatoires
(Takeuchi & Akira, 2009). TLR7 qui est exprimé dans les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC) reconnait les ARN simple brin dérivant du HCV dans les endosomes.
Suite a la phagocytose de ’ARN du HCV par les pDC, I’activation de TLR7 déclenche la
production d’IFN de type I. L’ARN viral peut étre transféré des cellules infectées vers les
pDC via les exosomes (Diebold et al., 2004 ; Kawai & Akira, 2011).

Le HCV peut également étre détecté par un autre PRR : la PKR (pour Protéine Kinase R). La
protéine antivirale PKR est une sérine/thréonine kinase qui régule la synthése protéique, la
prolifération cellulaire, I’apoptose et la transduction de signal (Arnaud et al., 2010).
L’interaction de la PKR et de I’ARN viral conduit a I’inhibition de la traduction des ARN
messagers de I’hote et induit I’activation de MAVS (encore appelée IPS-1 ou Cardif ou
VISA) conduisant a I’expression de certains génes ISGs (pour Interferon Stimulated Genes) et
de 'IFNP (Arnaud et al., 2010 ; Kumar et al., 1997 ; McAllister et al., 2009).

Les effecteurs de 'immunité innée contre les infections virales sont les produits des ISGs.
L’expression de plus de 300 ISGs est régulée par les IFNs via la cascade de signalisation
JAK-STAT aprés interaction avec leur récepteur spécifique. Bien que plusieurs ISGs
impliqués dans la réponse anti-HCV aient pu étre identifiés, le mécanisme d’action d’un petit
nombre d’entre eux seulement a pu étre €lucidé. Ainsi, ’activation d’'une OASs (pour 2°,5’-
oligoadénylatesynthetase) lors de I’infection conduit a la dégradation de I’ARN viral et
cellulaire, ce qui déclenche 1’apoptose des cellules infectées (Silverman, 2007). La viperin qui
est localisée dans le réticulum endosplasmique et les gouttelettes lipidiques interagit avec les
protéines Core et NS5A du HCV et perturbe la réplication virale (Metz et al., 2013). La
protéine IFITMI1 (pour Interferon Induced Transmembrane Protein 1) interagit avec les
corécepteurs du virus CD81 et I"occludine pour inhiber I’entrée du virus (Wilkins et al.,

2013).
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1.2.d.ii. Stratégie d’échappement a la réponse immunitaire innée

Le virus a évolué pour échapper a I’immunité innée permettant ainsi I’établissement d’une
infection chronique. Plusieurs protéines non structurales du HCV contribuent a la résistance
vis-a-vis de la réponse anti-virale de 1I’hote. Ainsi, le complexe NS3-NS4A bloque les voies
de signalisation RIG-I et TLR3 activées par la présence d’ARN double brin dans la cellule en
clivant les protéines cellulaires MAVS et TRIF nécessaires a la transduction du signal (Chen
et al., 2007). Les protéines NS5A et E2 inhibent 1’activité de la protéine PKR qui interfere
avec la traduction de ’ARN et active la sécrétion de la chimiokine cl¢ de la réponse
immunitaire innée, IL8. De plus, plusieurs autres protéines du HCV interférent avec la
réponse interféron. Ainsi, la protéine Core inhibe la voie de signalisation JAK-STAT, activée
par les IFNs et 1'expression des ISGs. E2 et NS5A inhibent la fonction des ISGs (Reherman,
2009). NS4B joue un rdle important en bloquant la production d’IFN 3 médiée par RIG-I.
Finalement, I’ensemble de ces interférences concourt a I’altération des réponses immunitaires
innées (Chen et al., 2007 ; Feld & Hoofnagle, 2005 ; Horner et al., 2013 ; Pawlotsky, 2003).
En accord avec ces résultats, des biopsies prélevées a partir des chimpanzés avec une
infection chronique par le HCV, a montré que les ISGs sont exprimés mais avec un niveau

insuffisant pour éliminer le HCV (Su et al., 2002).

1.2.d.iii. Réponse immunitaire adaptative

Le dernier barrage permettant de controler I’infection par le HCV est la réponse immunitaire
adaptative. Ainsi, la mise en place de la réponse immunitaire innée suite a ’infection permet
I’activation des cellules présentatrices d’antigénes et de cytokines qui vont stimuler les
réponses immunitaires humorale (différenciation des lymphocytes B et sécrétion d’anticorps)
et cellulaire (activation des lymphocytes T cytotoxiques). Cette étape commence 6 a 8
semaines apres infection par le HCV (Shin et al.,, 2011). Dans une minorité de cas, la
production précoce d’anticorps neutralisants et la mise en place d’une réponse soutenue anti-
HCV des cellules T CD4+ et CD8+ peut conduire a la clairance du virus (Guidotti & Chisari,
2006). Cependant dans la majorité des cas, le HCV développe des stratégies d’échappement a

la réponse immunitaire lui permettant de persister chez I’hote.
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a. Réponse immunitaire humorale

Suite a I’infection par le HCV, les récepteurs des lymphocytes B reconnaissent des antigénes
viraux, ce qui conduit a la production d’anticorps dirigés contre le virus. Seule une faible
proportion des anticorps produits est capable d’inhiber 1’étape d’entrée du virus dans les
cellules. Ces anticorps sont appelés anticorps neutralisants (Logvinoff et al., 2004). Les
anticorps neutralisants ciblent les glycoprotéines d’enveloppe du virus, E1 et E2, qui sont
présentes a la surface de la particule virale. Plusieurs études suggérent que les anticorps
neutralisants jouent un role clé dans le contrdle de I’infection et de la réinfection par le HCV.
Ainsi, une corrélation a été observée entre la production précoce d’anticorps neutralisants a
large spectre au cours de la phase aigué d’infection et la clairance spontanée du virus (Dowd
et al., 2009 ; Osburn et al., 2010, 2014 ; Pestka et al., 2007 ; Raghuraman et al., 2012 ; Von
Hahn et al., 2007). A Dlinverse, la persistance du virus est associée a une production
d’anticorps neutralisants retardée (Pestka et al., 2007). Dans les cas d’infections chroniques,
les anticorps neutralisants participeraient au controle du niveau de la charge virale dans le
sérum des patients (Ball et al., 2014).

Le HCV a développé différentes stratégies pour échapper a la réponse humorale de I’hdte. La
premicre est basée sur la grande variabilité génétique du virus qui circule sous forme de
quasi-especes. Ainsi, la pression de sélection exercée par les anticorps neutralisants peut
favoriser 1’émergence de variants résistants (Von Hahn et al., 2007). La présence de glycanes
sur les protéines d’enveloppe contribue a diminuer 1’accessibilité¢ des épitopes ciblés par les
anticorps neutralisants. Plusieurs études montrent que [’association du virus avec les
lipoprotéines diminue également la sensibilité du virus aux anticorps neutralisants (Grove et
al., 2008 ). De plus I’apolipoprotéine E qui est présente sur les particules virales est également
impliquée dans 1I’échappement du virus a la neutralisation (Bankwitz et al., 2017). Enfin, la
transmission directe du virus de cellules a cellules permettrait de contourner la neutralisation

(Brimacombe et al., 2011 ; Timpe et al., 2008).
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b. Réponse immunitaire cellulaire

Les cytokines produites lors de la réponse immunitaire innée activent les cellules
présentatrices d’antigénes qui activent les lymphocytes T auxiliaires CD4+ et les lymphocytes
T cytotoxiques CD8+. Des données suggerent que les cellules dendritiques pourraient étre
partiellement permissives a I’infection par le HCV. Cela pourrait affecter leurs fonctions de
présentation d’antigeéne et altérer la qualité des réponses T CD4+ et T CD8+ (Pachiadakis et
al., 2005). Les cellules T ciblent plusieurs épitopes des protéines structurales (Core) et non
structurales (NS3 et NS4A) (Cooper et al., 1999 ; Thimme et al., 2002). Plusieurs études
démontrent I’existence d’une corrélation entre la réponse des cellules T et le contrdle de
I’infection (Cooper et al., 1999 ; Diepolder et al., 1997 ; Lechner et al., 2000 ; Missale et
al., 1996 ; Takaki et al., 2000 ; Thimme et al., 2001, 2002 ). Les lymphocytes T CD8+
exercent leur activité antivirale en sécrétant des cytokines proiflammatoires, IFNy et TNFa et
en présentant une activité¢ cytolytique (Tsai et al., 1997). Les lymphocytes CD4+
reconnaissent les antigénes viraux et constituent des régulateurs centraux du contrdle de
I’infection (Klenerman & Thimme, 2012).

Lors de la phase aigiie d’infection, la réponse T CD4+ est détectable dans le sang 3 a 4
semaines apres contamination. Certaines études démontrent que I’¢limination du virus est
associée a une réponse T CD4+ rapide, forte et persistante (Takaki et al., 2000) alors que la
chronicité est liée a une réponse retardée et plus faible (Gerlach et al., 1999).

Les cellules T CD8+ sont détectables 6 a 8 semaines apres infection. Leur émergence est
suivie d’'une augmentation sérique des enzymes du foie, de symptdmes cliniques et d’une
diminution de la charge virale (Gruner et al., 2000 ; Thimme et al., 2001). Des études
suggerent que ’infection par le HCV affecte la cytotoxicité et la prolifération des cellules T
CDS8+ ainsi que leur capacité a sécréter des cytokines (Neumann-Haefelin et al., 2005).
Néanmoins, il semble que la réponse T CD8+ participe a la clairance virale (Thimme et al.,
2001). Ainsi, les patients éliminant le virus lors de la phase aigiie d’infection présentent des
niveaux élevés de lymphocytes T CD8+ multispécifiques (Gruner et al., 2000). Pendant la
phase chronique un équilibre entre la réponse immunitaire T CD8+ et le taux de réplication
virale est observé, ce qui limite la production du virus.

La grande variabilité génétique du virus et I’effet inhibiteur de I’infection sur la réponse T
CDS8+ contribuent a 1’incapacité de la réponse immunitaire adaptative a éliminer le virus et a

I’établissement d’une infection chronique.
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I.2.e. Diagnostic de la maladie

Le diagnostic de I’infection virale a pour but de permettre aux personnes infectées par un
virus d'étre identifiées et traitées. Ainsi, le diagnostic d’une infection virale est trés important
pour prévenir la progression de la maladie et la propagation du virus. La phase aigué chez la
majorité des patients infectés par le HCV est asymptomatique, de plus les symptomes
observés ne peuvent étre utilisés comme indicateurs spécifiques de l'infection par le HCV. En
effet, par exemple la virémie du HCV pourrait encore exister malgré un niveau d'ALT sérique
normal. Par conséquent, les méthodes de détection du virus plutot que la quantification des
niveaux d’ALT sont utilisées pour diagnostiquer l'infection par le HCV (Chevaliez &
Pawlotsky, 2009). Ces méthodes comprennent des tests indirects et directs. Les tests indirects
consistent a détecter les anticorps induits par une infection virale : les IgM pour une infection
récente, les IgG pour une infection récente ou passée. Les tests directs consistent en

I’isolement du virus, la détection des antigénes ou des acides nucléiques viraux.

1.2.e.i. Tests indirects

Le principal test permettant la détection d’anticorps anti-HCV est le test ELISA (pour
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Chevaliez & Pawlotsky, 2007). C’est souvent le
premier test de diagnostic utilisé. Néanmoins, pour les échantillons positifs la réalisation d’un
second test de confirmation est nécessaire. Il existe également des tests de dépistage rapides
qui peuvent étre utilisés sur le terrain a partir de différents types d’échantillons (sérum,
salive).

Cependant, les tests virologiques indirects ne peuvent pas différencier les infections en cours

des infections antérieures. Pour cela, les méthodes de diagnostic direct sont nécessaires.

1.2.e.ii. Tests directs

I1 est difficile de propager les virus de patients en culture cellulaire et I’infection par le virus
n’induit pas d’effets cytopathiques clairs. De ce fait, les diagnostics directs consistent en

I’amplification de I’acide nucléique viral ou a la détection d’antigéne viraux.
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a. Les tests de détection de ' ARN viral

Les tests d'amplification (RT-qPCR et TMA) sont couramment utilisés pour détecter la
présence de I’ARN du HCV dans les échantillons de patients (Chevaliez & Pawlotsky, 2007 ;
Mack et al., 2012 ; Persing et al., 1989 ; Saludes et al., 2014). Celui-ci constitue le marqueur
le plus précocement détectable apres infection. Il peut étre amplifié par RT-PCR
(transcription réverse suivie d’une réaction de polymérisation en chaine) et TMA
(amplification utilisant la transcription inverse de I’ARN) (Chevaliez & Pawlotsky, 2007). La
détection de ces produits amplifiés peut étre obtenue en hybridant les amplicons produits avec
des sondes spécifiques. Des méthodes de détection quantitative comme la RT-PCR en temps
réel sont aujourd’hui communément utilisées. L'OMS (pour Organisation Mondiale de la
Santé) a standardisé la quantification de 'ARN du HCV (Shiffman et al., 2003), en définissant
une UI (Unité Internationale) d’ARN du virus, qui est actuellement utilisée dans tous les tests
quantitatifs commerciaux de I'ARN du HCV, quelle que soit la technique utilisée (Chevaliez

& Pawlotsky, 2009 ; Pawlotsky, 2002).

b. Tests de détection des antigénes de la protéine core

Des tests ELISAs de quantification de la protéine de capside dans les échantillons sanguins
sont disponibles. Actuellement, la détection des antigeénes de la protéine core par ELISA peut
étre enticrement automatisée (Chevaliez et al., 2014 ; Morota et al., 2009). De plus, il existe
une corrélation entre la concentration des antigénes de la protéine core et le taux d'ARN du

HCV.

I.2.e.iii. Le génotypage

La réponse aux traitements antiviraux varie avec le génotype du virus (Chevaliez &
Pawlotsky, 2009). Ainsi, I’identification du génotype viral du patient est importante pour
déterminer la thérapie antivirale la mieux adaptée (Mack et al., 2012). Deux méthodes

permettent le génotypage du virus :
- La méthode sérologique: le génotype du HCV peut étre déterminé avec la détection

des anticorps spécifiques anti-HCV en utilisant une technique d’EIA (pour Enzyme

Immunoassays) compétitive (Pawlotsky et al., 1997). Actuellement, le test disponible
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(sérotypage Murex HCV 1-6 HCO02, Abbott Laboratories, North Chicago, Illinois)
pourrait identifier les six génotypes du HCV (1-6) mais pas les sous-types

(Montenegro et al., 2013).

- Les techniques moléculaires: la méthode standard pour le génotypage du HCV est le
séquencage du génome au niveau des régions core / E1 ou NS5B suivie par un analyse
phylogénétique (Murphy et al., 2007). Plusieurs tests approuvés de génotypage du
HCV sont également disponibles dans le commerce (Chevaliez & Pawlotsky, 2012 ;
Saludes et al., 2014). Certains de ces tests sont basés sur une amplification PCR
classique suivie d'une hybridation inverse avec des sondes spécifiques fixées sur des

membranes.

1.2.e.iv. Le sous-typage

Le sous-typage du HCV est important pour les études épidémiologiques, en particulier dans le
cas d’épidémies, mais il n'est pas considéré comme cliniquement pertinent pour le traitement
par 'interféron-a et la ribavirine. Cependant, le sous-typage peut s’avérer cliniquement utile a
I'ére des nouvelles thérapies utilisant des antiviraux a action directe (DAAs « pour Direct
Acting Antivirals »). Par exemple, les études conduites sur le télaprévir, le boceprevir, le
faldaprevir et le siméprevir ont révélé des taux de SVR (pour Sustained Virologic Response)
(caractérisée par 1’absence du HCV douze semaines aprés I’achévement du traitement)
inférieurs pour le sous-type la du HCV par rapport au sous-type 1b (Schneider et al., 2014).
Ces résultats ont conduit au développement d’un test d'hybridation inverse permettant de

différencier les sous-types la et 1b du HCV (Chevaliez et al., 2009).

1.2.f. Traitements

1.2.f.i. Evolution des traitements

Le but principal des thérapies anti-HCV chez les patients chroniquement infectés est la
prévention de la progression vers une cirrhose et le développement d’un CHC. Le traitement
de l'infection chronique par le HCV a radicalement changé au cours de ces 5 derniéres
années.

Pendant longtemps, les traitements ont consisté en I’administration d’interféron alpha pégylé

(PEG-IFNa) et de ribavirine. L’interféron alpha permet de renforcer la réponse antivirale de
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I’héte. La conjugaison de I’IFN au polyéthyléne-glycol augmente sa stabilité dans le sang. La
ribavirine est un analogue de la guanosine renforgant 1’activité antivirale de I’interféron (Feld
& Hoofnagle, 2005 ; Pawlotsky et al., 2004). Ce traitement permettait 1’obtention d’une
réponse virologique prolongée, correspondant a la disparition de I’ARN viral dans le sang 6
mois apres arrét du traitement chez 50% des patients infectés par le génotype 1 et 80% des
patients présentant le génotype 2 (Zeuzem, 2008). Cependant, les effets secondaires associés
¢taient importants (nausées, perte de poids, fatigue et dépression).

Suite a I’isolement du HCV, de nombreux outils de culture cellulaire ont pu étre développés
pour caractériser le cycle viral. Ces différents systemes ont permis d’identifier des inhibiteurs
spécifiques du HCV appelés agents antiviraux a action directe (DAA). La plupart de ces
agents ciblent I’étape de réplication du virus. La premicre génération de DAAs (boceprévir et
télaprévir) qui inhibe spécifiquement 1’action de la sérine protéase du HCV (NS3-4A), a été
introduite en 2011 (Jacobson et al., 2011 ; Poordad et al., 2011). Ces molécules ont été co-
administrées avec le PEG-IFNa et la ribavirine aux patients infectés par le génotype 1 du
HCV (figure 5). Cette premiére génération d’inhibiteurs a permis une nette amélioration de
I’efficacité des traitements. Cependant, ces traitements induisaient de sévéres effets
secondaires et I’apparition de virus résistants. En 2014, une deuxiéme génération d’inhibiteurs
de la protéase NS3-4A a pu été développée. Ces DAAs présentent une activité
pangénotypique, une barriére génétique a I’apparition de virus résistants supérieure et une
moins grande toxicité (Jacobson et al., 2014). Plusieurs inhibiteurs de la protéase NS3-4A
sont encore en phase d’évaluation clinique (Deutsch & Papatheodoridis, 2010 ; Koklu et al.,
2017 ; Kumada et al., 2016 ; Zeuzem et al., 2012).

Les inhibiteurs de protéase constituent des antiviraux puissants et sont devenus les
composants incontournables de tous les traitements des hépatites C chroniques de génoptype
1. Cependant, le site actif de NS3 étant peu conservé parmi les génotypes, la recherche de
molécules ciblant d’autres protéines virales a été nécessaire (Clark et al., 2013) pour élargir le

spectre d’action des traitements.

Ainsi, des inhibiteurs de la protéine NS5A ont pu étre développés. Ils se lient au domaine I de
la protéine, affectant ses fonctions lors de la réplication et de I’assemblage du virus (Gao et
al., 2010; Guedj et al., 2013). La premiere génération d’inhibiteurs de NS5A est
principalement efficace contre le génotype 1. Le daclatasvir est le premier inhibiteur de NS5A
mis sur le marché (Pol et al., 2012). Il est bien supporté par les patients et est actuellement

administré en combinaison avec un inhibiteur de la polymérase NS5B, le sofosbuvir ou un
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inhibiteur de NS3-4A, I’asunaprevir (Manns et al., 2014 ; Osinusi et al., 2013 ; Sulkowski et
al., 2014). Une deuxiéme génération d’inhibiteurs de NS5A a vu le jour récemment. Ils
présentent une forte activité antivirale contre tous les génotypes et induisent peu de résistance
(elbasvir, velpatasvir, samatasvir). Finalement, les inhibiteurs de NS5A présentent un plus
large spectre une meilleure tolérance que les inhibiteurs de protéase.

Le troisiéme groupe d’inhibiteur du HCV correspond aux inhibiteurs de la RdRp (pour RNA-
dependent RNA polymerase) NS5B. Ils sont divisés en deux catégories : les inhibiteurs
nucléosidiques et non nucléosidiques. Les analogues nucléosidiques sont incorporés lors de la
synthése de la chaine d’ARN viral et bloquent 1’¢longation de celle-ci. Les inhibiteurs non
nucléosidiques se fixent sur un des sites allostériques de 1’enzyme induisant un changement
conformationel qui inhibe son activité. Du fait de la conservation du site actif de RARp NS5B,
les inhibiteurs nucléosidiques sont efficaces contre une large gamme de génotypes. La
séquence du site actif tolérant peu de variabilité, ces antiviraux induisent peu de mutations de
résistance (Pawlotsky et al., 2012). Cependant, ces inhibiteurs peuvent interférer avec ’ARN
polymérase mitochondriale et s’avérer toxiques. Parmi ces inhibiteurs, le sofosbuvir présente
une grande efficacité contre une large gamme de génotypes, une grande résistance a
I’apparition de mutants de résistance et une faible toxicité (Lam et al., 2012). Cette molécule
est une pro-drogue qui aprés métabolisation par le foie constitue un analogue nucléosidique
triphosphate de 1’uridine qui est pharmacologiquement actif. Elle entre dans la composition de
la plupart traitements actuels contre le HCV (Lam et al., 2012).

Les inhibiteurs non nucléosidiques de NS5B ont une efficacité limitée principalement contre
le génotype 1 et présentent une faible barriére de résistance.

Ces différentes molécules anti-virales sont généralement utilisées en combinaison pour

améliorer ’efficacité du traitement (tableau 1).
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Figure 5. Evolution des traitements depuis I’identification du virus HCV. Le taux de guérison de
la maladie a augmenté considérablement au cours des années pour atteidnre plus de 90% avec
I’introduction des traitements sans interférons vers I’année 2014. PI: Inhibiteurs des protéases
(D’apres Webster et al., 2015).

Tableau 1. Caractéristiques des DAAs de la deuxiéme génération. Ce tableau montre les cibles
ainsi que les indications cliniques des antiviraux (DAAs) de la deuxiéme génération.

Molecule Class Target Genotype Association
Simeprevir Non-nucleoside NS3/4A Genotype 1,4 Sofosbuvir
polymerase inhibitor protease
GI‘aZOpI‘eVir Non-nucleoside NS3/4A Genotype 1 ,4 ElbaSVII‘
polymerase inhibitor protease
: Ombitasvir +
Paritaprevir Non-nucleoside NS3/4A Genotype 1,4 ritonavir +/-
polymerase inhibitor protease dasabuvir
Daclatasvir Non-nucleoside NS5A Genotype 1, 2, 3 Sofosbuvir
polymerase inhibitor
Elbasvir Non-nucleoside NS5A Genotype 1,4 Grazoprevir
polymerase inhibitor
Ledipasvir Non-nucleoside NS5A Genotype 1,4 Sofosbuvir

polymerase inhibitor

Paritaprevir +

Ombitasvir Non-nucleoside NS5A Genotype 1,4 ritonavir +/-
polymerase inhibitor dasabuvir
Velpatasvir Non-nucleoside NS5A Pangenotypic Sofosbuvir

polymerase inhibitor

Ombitasvir +

Dasabuvir Non-nucleoside NS5B Genotype 1 paritaprevir +
polymerase inhibitor . .
ritonavir
Ledipasvir
: Nucléotide polymérase : Daclatasvir
Sofosbuvir ey NS5B Pangenotypic Simeprevir
Velpatasvir
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1.2.1.ii. Développement d’un vaccin?

Le développement d’un vaccin serait le meilleur moyen d’éradiquer de maniere définitive le
HCV. Cependant, plusieurs difficultés sont a surmonter pour atteindre cet objectif. Parmi
elles figurent la grande variabilité génétique du virus (7 génotypes qui different de plus de
30%), le taux d’apparition de mutations €levé lors de la réplication virale, les différents
mécanismes d’échappement du virus a la réponse immunitaire adaptative ou innée et enfin
I’absence de modele de petit animal immunocompétent (Smith et al., 2014).

Des vaccins thérapeutiques et prophylactiques présentent un intérét pour prévenir ou traiter
les infections par le HCV. Il existe deux approches pour développer un vaccin prophylactique
contre le HCV : la premiere consiste a utiliser les glycoprotéines d’enveloppes E1E2 pour
induire la production d’anticorps neutralisants ; la deuxiéme consiste a utiliser des protéines
virales non structurales conservées pour activer une réponse des cellules T. Plusieurs études
suggerent que la production d’anticorps neutralisants correle avec 1’élimination du virus.

Une des limitations au développement d’un vaccin thérapeutique est le dysfonctionnement
des cellules T spécifiques du HCV. La réactivation de ces cellules est nécessaire pour
permettre leur recrutement vers le foie ou elles peuvent exercer leur activité antivirale en

sécrétant des cytokines ou en détruisant les cellules infectées (Law et al., 2013).

Malgré de nombreuses tentatives, seuls quelques vaccins pour la majeure partie
thérapeutiques sont actuellement en phase clinique d’évaluation : ChronVac-C (plasmide
exprimant NS3/4A), TG4040 (vecteur viral exprimant NS3 a NS5B) et GI-5005 (protéine de
fusion entre Core et NS3). Ils pourraient €tre acceptés pour le traitement des infections
chroniques en association avec d’autres thérapies (Habersetzer et al., 2011 ; Roohvand &

Kossari, 2012 ; Zingaretti et al., 2014).

L’objectif des vaccins prophylactiques développés est d’induire une réponse immunitaire
humorale permettant de prévenir 1’établissement de la chronicité. Ces vaccins sont
principalement basés sur 1’utilisation des glycoprotéines d’enveloppe (E1 et E2) du virus
comme antigene. E1 et E2 constituent la principale cible de la réponse immunitaire humorale
au cours de l’infection par le HCV, induisant la production d’une gamme d’anticorps
neutralisants (Ball et al., 2014 ; Sautto et al., 2013). Jusqu’a présent, seuls deux vaccins ont

fait ’objet d’essais en phase clinique. Le premier développé¢ par Chiron (aujourd’hui
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Novartis) est composé par des protéines E1 et E2 recombinantes de génotype la. Ce vaccin
est capable d’induire la production d’anticorps neutralisants a large spectre et une forte
réponse cellulaire T CD4+ anti HCV. Malgré ces résultats la capacité de ce vaccin a protéger
efficacement contre une infection persistante n’est pas claire (Houghton, 2011 ; Walker &
Grakoui, 2015). Le second vaccin développé par Okairos correspond a un vecteur viral
recombinant codant les protéines non structurales NS3 a NS5B de génotype 1b. Ce vaccin
n’induit pas la production d’anticorps neutralisants mais 1’activation des lymphocytes T
CD4+ et CD8+. Cependant, la réponse immunitaire adaptative induite s’est révélée faible
avec un faible niveau d’expression des lymphocytes T CD8+ et I’inhibition des lymphocytes
T CD4+ par le HCV (Folgori et al.,, 2006 ; Walker & Grakoui, 2015). Par ailleurs, la
combinaison de ce vaccin et des glycoprotéines d’enveloppe a été récemment testée et a
donné des résultats encourageants. En effet, ce protocole a conduit a I’activation d’une
réponse humorale et cellulaire qui se sont révélées étre toutes deux nécessaires pour
I’¢limination du virus dans des cas d’infection chronique (Chmielewska et al., 2014 ;
Raghuraman et al., 2012).

Le développement d’un vaccin prophylactique permettant de prévenir la réinfection des
patients traités par les DAAs semble étre 1’objectif le plus utile et accessible. Cependant une
des difficultés & surmonter est la restauration de I’immunité chez les patients ayant résolu

I’infection apres traitement (Walker & Grakoui, 2015).
Un tableau représentant les essais cliniques actuels pour le développement d’un vaccin

prophylactique contre le HCV est présenté ci-dessous (tableau 2). Les vaccins sont classés en

deux catégories selon la protéine utilisée et le type de la réponse immunitaire activée.
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Tableau 2. Essais cliniques pour le développement d’un vaccin contre le HCV. Les vaccins sont
classés en humorale (cellule B) s’ils contiennent les protéines E1, E2 et E1IE2 ou L’ADN codant pour

ces protéines et en cellulaire (cellule T) s’ils ne contiennent pas ni la protéine E1 ni E2 (Adapté de

Dunlop et al., 2015).

Type of immune Sponsor Vaccine formulation Stage Year
response targeted® of development
Humoral (B-cell) Chiron/Novartis rEIE2/MF59 Chimpanzee (n=7) 1994
Chiron/Novartis rEIE2/MF59 Human being (n=60) 2010
Fujirebio Europe rEl/Alum (T2S-918/ Human beings (n=20) 2004
InnoVac-C)
BPRC rEl/Alum or rE2/Alum Chimpanzee (n=4) 2011
Cellular (T-cell) Intercell AG IC41 (core, NS3, NS4 Human being (n=60) 2008
peptides)/poly-L-arginine
Intercell AG IC41 (core, NS3, NS4 Human being (n=54) 2010
peptides)/poly-L-arginine
CSL Ltd/Novartis Core/ISCOMATRIX Human being (n=30) 2009
Okairos Co Adé/Ad24+ Chimpanzee (n=4) 2006
electroporated DNA
Okairos Co Adé/ChAd32 Rhesus macaque (n=3) 2006
University of Adé6/ChAd3 Human being (n=30) 2012
Oxford/Okairos Co (NS3, NS4, NS5)
NIAID ChAd3/MVA Human being (Phase |, 2016
n=68; Phase Il, n=382)
NIH/Okairos Co Ad/DNA Chimpanzee (n:S) 2012
Humoral and cellular Transgene DNA encoding El, E2, and  Chimpanzee (n=4) 2007
(B- and T-cell) NS3 plus MVA encoding
El, E2, and NS3
NIH VLP (core, El, E2)/ASOIB Chimpanzee (n=4) 2007
NYC Blood Center Recombinant vaccinia Chimpanzee (n=4) 2008

encoding El, E2, P7, NS2,
and NS3
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I1. Le Virus de I’Hépatite C

I1.1. Classification et Distribution géographique

Le Virus de 1'Hépatite C (HCV) appartient au genre Hepacivirus de la famille des
Flaviviridae qui comprend également les genres des Flavivirus, Pestivirus et Pegivirus (figure
6) (Romero-Brey & Bartenschlager, 2014). Le virus est classé en sept génotypes (numérotés
de 1 a 7) dont les séquences nucléotidiques différent de 31 a 33% (Simmonds et al., 1993,
2004, 2013). De méme, chaque génotype est divisé en plusieurs sous-types (notés a, b, c.) qui
différent les uns des autres de 20% a 25% (Simmonds, 2004). Cette variabilité génétique est
diie a I’absence d’activité correctrice chez le RdRp qui assure la réplication du HCV et a une
production virale importante (environ 10> nouveaux virions par jour) (Pawlotsky, 2003). Ces
caractéristiques conduisent a I’accumulation d’erreurs de réplication. Un degré élevé de
variabilité génétique du virus est également observé chez chaque individu infecté conduisant a

I’apparition de quasi-especes (Forns et al., 1999).

Les génotypes et sous-types du HCV se répartissent différemment dans le monde (figure 7).
Par exemple, le génotype 1 est fortement représenté aux Etats-Unis, en Europe, en Australie
et en Asie de I'Est. Le génotype 2 se retrouve surtout en Afrique de 1’ouest. Le génotype 3 se
trouve en Asie du Sud/Sud-Est, tandis que le génotype 4 est trés répandu au Moyen-Orient, en
Egypte et en Afrique centrale. Le génotype 5 est répandu en Afrique du Sud et le génotype 6
prédomine en Asie du Sud-Est (Simmonds et al., 2004). Récemment, le génotype 7 a été isolé

au Canada chez un immigrant en provenance d’Afrique centrale (Murphy et al., 2007).
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Figure 6. Arbre phylogénétique des membres de la famille des Flaviviridae. La famille des
Flaviviridae est divisée en quatre genres. L'arbre est basé sur la comparaison de régions conservées
des séquences de I’ARN polymérase a partir de variants représentatifs au sein de chaque genre et
espece (D’aprés Romero-Brey & Bartenschlager, 2014).
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Figure 7. Représentation de la distribution la plus communément observée des génotypes 1-6 du
HCV. Le génotype 1 est largement distribué aux Etats-Unis, en Europe, en Australie et en Asie de
I'Est. Le génotype 2 se retrouve surtout en Afrique de 1’ouest. Le génotype 3 se trouve en Asie du
Sud/Sud-Est, tandis que le génotype 4 est trés répandu au Moyen-Orient, en Egypte et en Afrique

centrale. Le génotype 5 est répandu en Afrique du Sud et le génotype 6 prédomine en Asie du Sud-Est
(D’aprés Messina et al., 2015).
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11.2. La particule virale

Le HCV est un petit virus enveloppé a ARN simple brin de polarité positive. Les particules
virales présentent des densités et des tailles hétérogenes (diamétres entre 30 et 100 nm ;
densité de 1,03 a 1,20 g/cm3 ) (Andre et al., 2002 ; De Vos et al., 2002 ; Falcon et al., 2003,
2017). De plus, I’infectiosité de ces particules est inversément proportionnelle a leur densité.
Ces variations de densit¢é sont dues a I’association des particules virales avec des
lipoprotéines. Ainsi, différentes apolipoprotéines (comme ApoAl, ApoB, ApoCl et ApoE)
sont présentes a la surface de ces particules hybrides appelées lipoviroparticules (LVP). Les
particules de plus faible densité ont une densité et une composition en lipide et cholestérol
similaires a celle des VLDL (pour Very Low Density Lipoprotein) et LDL (pour Low Density
Lipoprotein) avec une forte proportion d’ester de cholestérol (Andre et al., 2002 ; Gastaminza
et al., 2010 ; Nielsen et al., 2006 ; Thomssen et al., 1992, 1993). Des données suggerent que la
densité des particules est dépendante du type cellulaire produisant le virus (Calattini et al.,
2015 ; Lindenbach et al., 2006 ; Podevin et al., 2010). L’enveloppe virale est formée d’une
bicouche lipidique dans laquelle sont enchassées les protéines d’enveloppe E1 et E2 et les
apolipoprotéines (figure 8). Sous la bicouche lipidique, la nucléocapside formée par la
protéine core renferme I’ARN génomique simple brin. Récemment, une approche
d’immunocapture spécifique des particules du HCV a permis la visualisation de particules
intactes par microscopie électronique a transmission directe (Piver et al., 2016). Les particules
visualisées présentent un disque central correspondant a la capside entouré d’un anneau
irrégulier et d’un croissant sensible aux détergents constituant les lipides associés au virus.
Comme mentionné précédemment, cette architecture particuliere peut potentiellement affecter
I’accessibilité¢ des protéines d’enveloppe aux anticorps neutralisants. Ainsi, I’interaction du

virus avec les lipoprotéines permet de protéger le virus de la réponse immunitaire de I’héte.
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Figure 8. La particule virale du HCV. Les particules virales sont constituées d'une nucléocapside

contenant I'ARN viral entouré par une enveloppe lipidique dérivée de la cellule hote dans laquelle les
glycoprotéines d'enveloppe E1 et E2 sont insérées (D’apres Fénéant et al., 2014).

I1.3. Le génome viral

Le génome du HCV est un ARN monocaténaire de polarité positive de 9,6 kb, contenant
deux régions 5° et 3’ non codantes (UTR : Untranslated Regions) et un cadre de lecture
(ORF : Open Reading Frame), codant pour une polyprotéine précurseur de ~ 3000 acides
aminés (Choo et al., 1991) (figure 9-A). Cette polyprotéine est clivée de maniere co- et post-
traductionnelle par des protéases cellulaires et virales, ce qui aboutit a la libération de 3
protéines structurales (Core, E1 et E2) et 7 protéines non structurales (P7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A et NS5B) (Moradpour et al., 2007; Bartenschlager et al., 2013) (Figure 9-B).
Les protéines structurales du HCV sont les composants protéiques de la particule virale et
sont essentielles pour I’infectiosité du virus. Les protéines non structurales (NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A et NS5B) sont indispensables pour la réplication du génome viral et
l'assemblage des virions (Moradpour et al., 2007 ; Bartenschlager et al., 2013).

La région 5'UTR du HCV est la plus conservée dans le génome du HCV. Elle se situe en
amont de 'ORF et contient de 341 a 344 nucléotides (nts) qui forment 4 domaines secondaires
(IaTV). Les domaines II, III et IV ainsi que les 42 premiers nucléotides de la région codante
de la protéine core, constituent ’IRES (pour Internal Ribosomal Entry Site) (figure 9-A).
L'TRES du HCV a la capacité de recruter la sous-unité ribosomale 40S sans le concours des
facteurs canoniques d’initiation de la traduction. Ainsi, cette région contient tous les ¢léments

nécessaires a I’initiation de la traduction de I’ARN viral (Honda et al., 1996). De plus, le
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domaine III interagit avec le elF3 (pour eukaryotic Initiation Factor 3) qui déclenche la
traduction de I’ARN viral (Kieft et al., 2002). Entre les domaines I et II se trouvent 2
séquences cibles du microARN miR-122. Ce micro ARN cellulaire est nécessaire a la
stabilisation de ’ARN viral et a la régulation de la réplication (Jopling, 2008)

La région 3'UTR contient environ 225 nt. Elle est divisée en trois régions principales, une
région variable d'environ 40 nts, une longue chaine polypyrimidine (polyU/UC), et une région
avec 98 nt trés conservés qui forme le domaine 3’ terminal (3°X) a la fin du brin d’ARN. Ces
régions contribuent a amplifier la réplication (Kolykhalov et al., 2000). De plus, une partie de
la chaine polyU/UC et du domaine 3'X, sont essentielles a la réplication virale en interagissant
avec la protéine NS5B (Yi & Lemon, 2003; Murayama et al., 2010). Ainsi, la deuxiéme
boucle du domaine 3°X joue un rdle dans I’initiation de la synthése du brin d’ARN négatif

lors de la réplication (Friebe et al., 2005).
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Figure 9. Représentation schématique du génome et de la polyprotéine du HCV. A) Les régions
5" et 3° NTRs avec leurs structures secondaires sont présentées. 'IRES qui se trouve au niveau du
5’UTR est montré. B) La polyprotéine précurseur est formée par 10 protéines structurales (la protéine
core et les protéines d'enveloppe E1 et E2) et non structurales (P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et
NS5B). Les triangles gris représentent les sites de clivages par des peptidases signales du réticulum
endoplasmique alors que les triangles vert sont les sites de clivages par les protéases virales. Aprés
clivage, la polyprotéine précurseur aboutit a 10 protéines virales matures (D’aprés Scheel & Rice,
2013).
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I1.4. Les protéines virales

I1.4.a. Les protéines structurales

I1.4.a.i. La protéine core

La protéine core se trouve a l'extrémité N-terminale de la polyprotéine (Figure 9-B). Cette
protéine présente un peptide signal dans sa région C-terminale qui adresse la protéine au
réticulum endoplasmique. Cette séquence est ensuite clivée par une peptidase signal du
réticulum endoplasmique. La protéine immature est composée de 191 acides aminés (figure
10) et elle subit ensuite une maturation par une peptidase de peptide signal (Hijikita et al.,
1991 ; McLauchlan, 2002). Seule la protéine core mature conduit a la production de particules
virales infectieuses (Targett-Adams et al., 2008b). Ces protéines s’oligomérisent et
s’associent avec le génome viral pour former la nucléocapside du virus (Kao et al., 2016 ;
Moradpour & Penin, 2013). La protéine core mature est dimérique et associée a la membrane.
Elle comporte deux domaines et plusieurs ponts disulfures qui ont pour role de stabiliser sa
structure (figure 10). Le domaine hydrophile N-terminal (D1:1 a 117 a.a.) contient des
résidus basiques nécessaires a la formation de la nucléocapside (Klein et al., 2005). Il interagit
avec ’extrémité 5° de I'ARN génomique viral et permet son encapsidation (Nakai K et al.,
2006). D’autre part, ce domaine peu structuré¢ interagit avec plusieurs facteurs cellulaires et
viraux (Roohvand et al., 2009).

Le domaine hydrophobe C-terminal (D2), de 118 a 174 a.a., est responsable de 1’association
de la protéine core aux gouttelettes lipidiques (GLs), aux mitochondries et au RE
(McLauchlan et al., 2002; McLauchlan, 2009, Rouillé et al., 2006 ; Scwer et al., 2004). La
liaison de la protéine core aux GLs est essentielle a la production des particules virales
(Boulant et al., 2007, Lyn et al., 2013). Sa localisation a la surface des GL semble également
contribuer a la stéatose, caractérisée par l'accumulation de triglycérides sous forme de GL
dans les hépatocytes infectés par le HCV (Moriya et al., 1997). Cette stéatose survient trés
fréquemment chez les patients infectés par le génotype 3 (Kumar et al., 2002 ; Poynard et al.,
2003 ; Patton et al., 2004). Une étude récente a montré que 1’expression in vitro de la protéine
core du génotype 3 conduit a la formation de GLs volumineuses dans les hépatocytes
(Clement et al., 2011). Enfin, la protéine core est capable d’activer ou inactiver plusieurs
genes engagés dans la croissance cellulaire (Fukutomi et al., 2005) ou 1’apoptose (Nguyen et

al., 2000).
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Figure 10. Représentation schématique de la protéine core du HCV. La protéine core est sécrétée
sous forme d’une protéine immature, p23 avec trois domaines, avant d’étre clivée en une protéine
mature, p21 contenant deux domaines). Le domaine I est responsable de I’interaction avec I’ARN viral
alors que le domaine DII interagit avec les GL et le RE (Adapté de Williamson & Colberg-Poley,
2009).

I1.4.a.ii. La protéine ARFP

La protéine ARFP (pour Alternative Reading Frame Protein), encore nommée protéine F, est
le résultat d’un décalage du cadre de lecture au niveau des 11 premiers résidus de la protéine
core, lors de la traduction (Branch et al., 2005) (figure 11). Cette protéine est composée de ~
160 a.a. avec une taille de 17 kDa (Boulant et al., 2003). Des anticorps anti-ARFP ainsi
qu’une réponse immunitaire cellulaire ont été détectés chez des patients infectés par le HCV
(Karamitros et al., 2012 ; Walewski et al., 2001). Le role exact de cette protéine reste inconnu,
mais certaines études ont montré que ARF pourrait avoir un réle dans la réplication du virus
(McMullan et al., 2007), dans la régulation du systéme immunitaire et dans la pathogénese

(Fiorucci et al., 2007).
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Figure 11. Représentation schématique de la protéine ARFP du HCV. La protéine ARFP est une
petite protéine, synthétisée par un décalage de cadre de lecture de la séquence codant la protéine core
(D’aprés Kao et al., 2016).
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11.4.a.iii. Les glycoprotéines d'enveloppe E1 et E2

La description des glycoprotéines E1E2 fait I’objet de la partie V de I’introduction.

11.4.b. Les protéines non structurales

11.4.b.i. La protéine p7

La protéine p7 est une protéine membranaire de 63 résidus. Elle est générée par clivage de la
polyprotéine précurseur par une peptidase signal d’origine cellulaire localisée dans la
membrane du RE. Elle comporte deux régions transmembranaires connectées par une boucle
cytoplasmique avec les régions N- et C- terminales orientées vers la lumiére du RE (Carrere-
Kremer et al., 2002) (Figure 12-A).

La protéine p7 appartient a la famille des viroporines et forme des canaux ioniques facilitant
la production virale (Figure 12-B) (Nieva et al., 2012 ; Premkumar et al., 2004). p7 n'est pas
essentielle pour la réplication de I'ARN viral (Bartenschlager & Lohmann, 2000). Cependant,
elle joue un role essentiel dans I’assemblage et la sécrétion des particules virales infectieuses
(Sakai et al., 2003 ; Jones et al., 2007 ; Steinmann et al., 2007). Ainsi, I’absence de p7 conduit
a ’accumulation d’intermédiaires de capside ayant partiellement incorporé I’ARN viral
(Gentsch et al., 2013). Par ailleurs, il semble que p7 protége la glycoprotéine d’enveloppe E2
d’une dégradation prématurée par le protéasome lors de ’assemblage. En interagissant avec
E1E2 et NS2, p7 joue un role clé dans la coordination de 1’assemblage des particules virales
(Madan & Bartenschlager, 2015). Le role joué par le canal ionique formé par p7 lors de
I’infection pourrait prévenir 1’acidification des organelles cellulaires lors de la sécrétion des

virions (Atkins et al., 2014 ; Wozniak et al., 2010).

53



INTRODUCTION

A) -{ |
N-terminal
Tum
helix
B)
____________ Y62
Membrane . o
interface & rss

Membrane
hydrophobic
core

Membrane
interface

Figure 12. La protéine p7. A) la structure de la protéine p7. La protéine p7 comprend une région N-
terminal et deux domaines transmembranaires en hélice o. B) Formation du viropore par
oligomérisation de la protéine p7 (Steinmann & Pietschmann, 2010).

11.4.b.ii. La protéine NS2

NS2 est une protéine transmembranaire de 23 kDa, localisée dans le RE. Dans la séquence de
la polyprotéine virale, NS2 est située entre p7 et NS3 (figure 13). La jonction p7/NS2 est
clivée par une peptidase signal du RE, la jonction NS2/NS3 est clivée par I’activité protéase
de NS2. La région N-terminale de NS2 présente 3 segments transmembranaires (Jirasko et al.,
2010). Sa région C-terminale est responsable de son activité protéasique (Lorenz et al., 2006).
NS2 n'est pas directement nécessaire a la réplication de ' ARN du HCV, mais cette cystéine a
protéase est nécessaire a la maturation de NS3 (Hijikata et al., 1993), qui est elle méme
cruciale pour la réplication (Hijikata et al., 1993 ; Lackner et al., 2004 ; Welbourn et al.,
2005).

Ainsi, les mutations dans le site actif de NS2 affectent la réplication de 'ARN (Jones et al.,
2007). Plusieurs études suggerent que NS2 joue un role important dans la production de
particules virales infectieuses. Cette protéine favorise la formation d’un réseau d’interactions
entre les protéines structurales et non structurales du HCV (El, E2, p7, NS3 et NS5A)
permettant 1'assemblage du virus (Popescu et al., 2011 ; Yi et al., 2007, 2009)

De plus, des mutations dans la région C-terminale de NS2 ont montré que cette protéine
intervient lors de I’étape de maturation qui est nécessaire pour convertir le virion assemblé

non infectieux en une particule virale infectieuse (Yi et al., 2009).
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Figure 13. Représentation schématique de la protéase NS2/NS3 au niveau du RE. Le complexe
NS2/NS3 est responsable du clivage entre les deux protéines NS2 et NS3 (Adapté de Bartenschlager et
al., 2013).

I1.4.b.iii. Les protéines NS3 et NS4A

Les protéines NS3 et NS4A forment un complexe non covalent. NS3 est une protéine
multifonctionnelle de 67 kDa, Sa région N terminale présente une activité sérine-protéase, son
extrémité C-terminale posséde wune activité hélicase/ NTPase (pour Nucléoside
Triphosphatase) (Gallinari et al., 1998) (figure 14). La protéine de 8 kDa NS4A est ancrée
dans la membrane du RE via son domaine transmembranaire N-terminal et permet ainsi
I’ancrage de NS3 a la membrane du RE. NS4A constitue le cofacteur de la protéase NS3 et est
responsable de son activation (Failla et al., 1994 ; Lindenbach et al., 2007). Durant 1’étape de
maturation de la polyprotéine du HCV, NS3/4A clive respectivement les jonctions NS3-
NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A et NS5A-NS5B, générant ainsi les protéines virales non
structurales du virus (Bartenschlager et al., 1995). NS3/4A a également la capacité de cliver
certains facteurs cellulaires et de les inactiver (Sumpter et al., 2005). Ainsi, NS3/4A clive les
protéines clé de la réponse immunitaire innée, MAVS et TRIF. Cette inactivation conduit a
I’inhibition de la réponse immunitaire innée induite par les senseurs RIG-I et TLR3 (Chen et
al., 2007 ; Li et al., 2005).

L’activité hélicase/NTPase de NS3 est nécessaire a la réplication virale. Elle permet le
dépliement des structures secondaire d’ARN au moment de I’initiation de la réplication et la
dissociation des dimeres d’ARN assistant ainsi la polymérase NS5B. Il semble que ’activité
NTPase fournisse 1’énergie nécessaire au fonctionnement de I’hélicase (Lindenbach et al.
2007 ; Pang et al., 2002).

Ces propriétés font du complexe NS3/NS4A une cible d’intérét pour les antiviraux DAA (Li
et al., 2005).
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Figure 14. Structure cristallographique de la protéase/hélicase NS3/4A. Le domaine protéase est
présenté en gris, le domaine hélicase en bleu et la protein NS4A est montrée en rose (D’apres Saalau-
Bethell et al., 2012).

11.4.b.iv. La protéine NS4B

NS4B est une protéine hydrophobe de 27 kDa, intégrée dans la membrane du RE. NS4B
possede quatre domaines transmembranaires et des extrémités N- et C-terminales
cytoplasmiques (Lundin et al., 2003) (Figure 15). Des études suggerent que la topologie
membranaire de la région N-terminale de NS4B est dynamique et peut étre modulée par des
interactions entre protéines du complexe de réplication du HCV (Gouttenoire et al., 2009 ;
Lundin et al., 2006).

NS4B induit une altération des membranes du RE aboutissant a la formation du
« membranous web ». Ces invaginations membranaires permettent la concentration de
complexes de réplication dans la cellule, constituant ainsi une plateforme pour la réplication
virale (Egger et al., 2002 ; Gosert et al., 2003). La capacité¢ de NS4B a s’oligomériser est
importante pour la mise en place de la machinerie de réplication virale (Gouttenoire et al.,

2010). La palmitoylation de sa portion C terminale semble également étre nécessaire a la

56



INTRODUCTION

formation des complexes de réplication. Le role joué par NS4B lors de la réplication virale est
dépendant de sa capacité a lier le GTP (pour Guanosine Triphosphate) (Thompson et al.,
2009).

ER lumen

Cytoplasm R e
V ,)\Q— RJ

Figure 15. Représentation schématique des domaines transmembranaires et intracellulaires de
NS4B. La protéine NS4B comporte 4 domaines transmembranaires avec des régions N- et C-
terminales cytoplasmiques. Les acides aminés conservés sont présentés en rouge (D’apres Einav et al.,
2008).

11.4.b.v. La protéine NS5A

NS5A est une phosphoprotéine de 447 aa associée a la membrane par son extrémité N-
terminale. Elle est organisée en 3 domaines fonctionnels (figure 16). Les domaines 1 et 2 sont
principalement impliqués dans la réplication de I’ARN viral, le domaine 3 est essentiel pour
I’assemblage de la particule virale (Appel et al., 2008 ; Kim et al., 2011 ; Tellinghuisen et al.,
2008 ). De plus le domaine 1 permet I’interaction de NS5A avec les gouttelettes lipidiques et
le domaine 2 est responsable de son interaction avec Core. L’organisation des domaines D2 et
D3 permet de générer une structure flexible facilitant ’interaction de NS5A avec des
protéines virales ou cellulaires. Ainsi, ces domaines interagissent avec la cyclophilin A et la
PI4KIIIo qui sont des facteurs cellulaires essentiels a la réplication du HCV (Berger et al.,
2011 ; Kaul et al., 2009 ; Lim & Hwang, 2011). Le domaine 1 de NS5A forme des diméres
capables de lier I’ARN. Ces données laissent supposer que des dimeres de NS5A forment des
voies le long des membranes intracellulaires, permettant la circulation de I’ARN viral et
coordonnant les différentes étapes de réplication (Moradpour et al., 2005).

NS5A peut présenter deux niveaux de phosphorylation distincts : un niveau basal (56 kDa) et
un niveau d’hyperphosphorylation (58 kDa). Plusieurs résultats suggerent que le niveau de

phosphorylation de NS5A module la réplication de I’ARN viral en influengant les interactions
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de la protéine avec les facteurs cellulaires impliqués dans la réplication et 1’assemblage.
Différentes kinases cellulaires participent a la phosphorylation de la protéine (Appel et al.,
2005 ; Evans et al., 2004).

NSS5A interagit avec NS5B et régule son activité polymérase. Plusieurs interactions avec des
facteurs cellulaires impliqués dans la régulation de la transcription, de 1’apoptose et du
controle du cycle cellulaire ont été¢ mises en évidence. Ainsi, I’interaction de NS5A avec p53
inhibe le déclenchement de I’apoptose par ce régulateur ce qui favorise la progression des

carcinomes hépatocellulaires (Lan et al., 2002).

Cytosol

Phosphoprotein

ER lumen RNA replication
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Figure 16. Organisation et la position de la protéine NS5A dans le RE. NS5A comporte trois
domaines fonctionnels D1, D2 et D3. D1 et D2 sont indispensables pour la réplication de I’ARN viral
alors que D3 est impliqué dans I’assemblage de la particule virale (Adapté de Bartenschlager et al.,
2013).

11.4.b.vi. La protéine NS5B

NSS5B est une protéine de 68 kDa (591 a.a.) ancrée dans la membrane du RE par son domaine
transmembranaire (21 a.a.) C-terminal (figure 17). NS5B constitue le RdRp du HCV qui
assure la réplication du virus. Pour cela cette enzyme synthétise dans un premier temps
I’ARN négatif complémentaire de ’ARN génomique viral, suivi par la synthése de ’ARN
positif a partir de I’ARN négatif néo-synthétisé (Zhong et al., 2000a, 2000b). Le domaine
catalytique de NS5B correspond aux 530 résidus N-terminaux qui présentent I’organisation en
trois sous domaines et les motifs communs aux RdRps. Ces trois sous domaines ont une
organisation spatiale en forme de main droite, chacun d’entre eux correspondant
respectivement aux doigts, a la paume et au pouce. Ces motifs incluent la séquence GDD dans

le site actif. Le site catalytique est situ¢ dans le domaine « paume ». L’ARN simple brin se
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glisse dans le passage entre les « doigts » et le « pouce » qui conduit directement vers le site
actif. Les nucléotides atteignent le site actif par un second tunnel.

L’ancrage de NS5B a la membrane n’est pas nécessaire a son activité polymérase in vitro
mais est indispensable a la réplication du virus dans les cellules (Moradpour et al., 2004). La
modélisation moléculaire de NS5B suggere que la région permettant de lier 'ARN est
inaccessible lorsque la protéine est associée a la membrane, rendant la protéine inactive. Cette
forme inactive de la protéine peut étre activée par un changement conformationnel du linker
de 40 a.a. qui connecte le site catalytique au segment transmembranaire C-terminal.

Par ailleurs, le mécanisme de fonctionnement de NS5B ne permet pas la correction des
erreurs génétiques introduites en cours de synthése, ce qui rend 1’apparition de mutations tres

fréquente lors de la réplication.

Cytosol

ER lumen

Figure 17. Structure cristallographique de la protéine NS5B au niveau de la membrane du RE.
Le domaine catalytique cytosolique de la protéine NS5B est associé¢ a la membrane du RE par son
domaine C-terminal (Adapté a partir de Bartenschlager et al., 2013).
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I11. Modéles et systémes pour I’étude du HCV

II1.1. Les systémes de culture in vitro

Apres I'identification du virus de I’hépatite non-A non-B en 1975 (Feinstone et al., 1975), les
différentes tentatives d’amplifier du virus en culture cellulaire a partir de plasma ou sérum se
sont montrées infructueuses. L’identification du génome du HCV en 1989 (Choo et al., 1989)
n’a pas non plus permis de résoudre les difficultés rencontrées pour propager ce virus in vitro.
Les approches basées sur la biologie moléculaire ont cependant permis de développer des
modeles alternatifs pour étudier certaines étapes du cycle infectieux du HCV et elles ont
progressivement aidé a la mise au point d’un systéme de culture cellulaire efficace. Le

développement de différents modeles pour I’étude du HCV est présenté ci-dessous :

II1.1.a. Les systémes réplicons du HCV

L’identification du génome du HCV a permis de reconstituer I’ADNc de ce virus avec I’idée
de construire un clone infectieux dont le transcrit produit in vitro devait permettre de produire
du virus apres transfection cellulaire. La mise au point d’un tel outil a cependant pris du
temps car les séquences génomiques disponibles n’étaient pas complétes. Il a en effet fallu
attendre 1996 pour identifier la partie manquante de I’extrémité 3’ non codante du virus
(Kolykhalov et al., 1996). La reconstitution du génome complet du HCV a ensuite permis de
construire un clone infectieux qui a pu étre validé in vivo par injection intra-hépatique du
génome viral chez le chimpanzé (Kolykhalov et al., 1997 ; Yanagi et al., 1997). Ces travaux
ont permis pour la premiere fois de valider la fonctionnalité d’une séquence génomique virale
produite in vitro. Cependant, le méme génome viral transfect¢ dans des cellules
hépatocytaires n’a pas permis de produire du virus in vitro. Pour pallier cette difficulté, I’idée
a été de se concentrer sur la partie réplicative du génome viral en éliminant les séquences des
protéines de structure afin de produire un systéme «réplicon» ou unit¢é minimale de
réplication génomique (figure 18). Ce type d’approche est basé sur des modeles similaires
développés pour d’autres virus 8 ARN brin positif. C’est en 1999 qu’un premier modele a été
mis au point apres la construction d’une séquence consensus de la souche Conl de génotype
1b (Lohmann et al., 1999). Le systéme réplicon, dans lequel I'ARN subgénomique du HCV se
réplique efficacement dans des lignées cellulaires d'hépatome humain, a constitué¢ une étape
essentielle dans les études de la réplication de I'ARN du HCV (Lohmann et al., 1999). Ce

premier modele était composé d’une séquence virale subgénomique constituée des régions
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5’UTR, NS3-NS5B et 3’UTR de la souche Conl, du génotype 1b, introduite dans une
construction bicistronique contenant un géne de résistance a la néomycine (Lohmann et al.,
1999) (Figure 18). La capacité réplicative de ce réplicon a ensuite ét¢ améliorée par des
mutations adaptatives de 'ARN du HCV ou par I’identification de clones cellulaires montrant
une permissivité accrue a la réplication virale tels que les cellules Huh-7.5 (Blight et al., 2000,
2002 ; Lohmann et al., 2001, 2003). L’amélioration de la réplication observée dans les
cellules Huh7.5 semble étre le résultat d'un défaut dans la voie de signalisation de 1'IFN qui
joue un role important dans I'immunité antivirale. Par la suite, des réplicons d’autres souches
du génotype 1 (Blight et al., 2003 ; Grobler et al., 2003 ; Ikeda et al., 2002 ; Yi & Lemon,
2004) ainsi que d’autres génotypes (Kato et al., 2003 ; Kinge et al., 2014 ; Peng et al., 2013 ;
Saeed et al., 2012 ; Yu et al., 2014) ont été obtenus. Il est a noter qu’a 1’exception de la
souche JFH1, tous ces réplicons présentaient des mutations adaptatives. Sur la base de ces
réplicons, I’idée était ensuite de réinsérer la séquence de la région des protéines de structure
afin de reconstituer un systéme réplicatif de longueur génomique (Pietschmann et al., 2002).
Malheureusement, ces réplicons génomiques se sont révélés défectueux pour la production de
virus infectieux aussi bien in vitro qu’in vivo (Bukh et al., 2002). La raison de cet échec vient
du fait que pour le HCV, comme pour les autres membres de la famille des Flaviviridae, les
protéines non-structurales sont impliquées dans le mécanisme d’assemblage de la particule
virale (Murray et al., 2008). En effet, aprés le développement d’un clone infectieux validé in
vitro, il a été montré que les mutations permettant une réplication efficaces des réplicons
conduisaient a un défaut d’assemblage viral en culture cellulaire (Pietschmann et al., 2009).
Les difficultés de développement d’un systetme de culture cellulaire pour le HCV sont
¢galement en partie dues a la mise en place de la réponse immunitaire innée. Il a cependant
été postulé que des facteurs pro-viraux pouvaient étre absents des cellules Huh-7 couramment
utilisées pour étudier ce virus. Dans ce contexte, une étude récente a montré que les cellules
d’un hépatome Huh-7 n’expriment pas un facteur cellulaire, le SEC14L2, qui permet la
réplication des différents génotypes du HCV en ’absence de mutations adaptatives dans le

génome viral (Saeed et al., 2015).
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Figure 18. Principe de la génération du systéme réplicon du HCV. La séquence subgénomique
contenant les régions 5’UTR, NS3-NS5B et 3’'UTR de la souche Conl du génotype 1b du HCV est
insérée dans une construction plasmidique bicistronique contenant un géne de résistance a la
néomycine. L’ARN transcrit de ce plasmide est transfecté dans des cellules d’hépatome humain. Les
cellules possédant un ARN réplicatif sont ensuite sélectionnées par traitement a la néomycine. La
réplication de I’ARN dans ces cellules est ensuite obtenue par ’apparition de mutations adaptatives.
Neo : Néomycine. (Adapté a partir de Bartenschlager, 2002).

II1.1.b. le systéme HCVpp

En parall¢les de la mise au point de systémes permettant 1’étude de la réplication génomique,
d’autres équipes s’intéressant a D’entrée virale ont essayé de mettre au point des outils
permettant d’étudier les étapes précoces du cycle infectieux du HCV. Une premiére approche
simple a consisté a produire une forme sécrétée de la glycoprotéine E2 afin d’identifier un
récepteur potentiel pour ce virus. Cette approche trés réductionniste est loin de mimer la
structure de la particule virale. Elle a cependant été essentielle pour 1’identification de deux
co-récepteurs du HCV : la tétraspanine CD81 et le SR-BI (pour Scavenger Receptor class B
member 1) (Pileri et al., 1998 ; Scarselli et al., 2002). D’autres approches plus élaborées ont
consisté a produire des particules virales chimériques entre un autre virus enveloppé et les
protéines d’enveloppe du HCV. Différents modeles ont été testés mais seuls des systemes
rétroviraux ou lentiviraux pseudotypés avec des protéines d’enveloppe du HCV ont permis de
produire des outils fonctionnels. Ces virus chimériques aussi appelés pseudo-particules de
HCV (HCVpp) ont permis pour la premicre fois d’étudier le role des protéines d’enveloppe
du HCV dans I’entrée virale (Bartosch et al., 2003¢ ; Drummer et al., 2003 ; Hsu et al., 2003).

Les HCVpp sont des particules virales recombinantes constituées par des protéines core
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provenant de retrovirus ou lentivirus entourées par une enveloppe dans laquelle les
glycoprotéines d'enveloppe du HCV sont incorporées et exprimées sur la surface. Les HCVpp
sont générées par transfection des cellules HEK-293T avec trois plasmides différents (figure
19): une construction exprimant les glycoprotéines E1IE2 du HCV, une construction de
provirus exprimant un gene rapporteur tel que la Luciferase (Luc) ou la protéine GFP et une
construction codant les protéines gag-pol de HIV (pour Virus d'Immunodéficience Humaine)
ou du MLV (pour Murine Leukemia Virus) (Bartosch et al., 2003c ; Hsu et al., 2003). Les
particules virales sécrétées dans le surnageant sont recueillies et, aprés purification, elles sont
utilisées pour infecter des cellules natives telles que les cellules Huh-7 ou Huh-7.5.
L'infectiosité est ensuite mesurée par quantification de l'activité du gene rapporteur. C’est
avec ce systeme qu’il a ét¢ démontré que 1’étape d'entrée est médiée par les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 du HCV. 1l a ainsi été montré que l'infection de cellules d'hépatome par
les HCVpp pouvait étre neutralisée par des anticorps anti-E1, anti-E2 et anti-CD81 ou bien
par des sérums provenant de patients infectés par le HCV (Bartosch et al., 2003a). De plus, Ils
ont montré que 1’étape d’entrée des HCVpp est un processus dépendant du pH (Hsu et al
2003). Par conséquent, le systtme HCVpp a été largement utilisé pour étudier le processus
d'entrée du HCV et pour identifier les facteurs d'entrée cellulaire et 1’étape de fusion entre la
membrane virale et la membrane endosomale. Un certain nombre de facteurs cellulaires ont
ainsi été identifiés ou confirmés en utilisant ce systéme (Ploss & Evans, 2012). Ce systéme a
¢galement été utilisé pour tester I’efficacité d’anticorps neutralisants provenant de patients
infectés par le HCV ou de chimpanzés infectés expérimentalement (Bartosch et al., 2003a ;
Logvinoff, et al., 2004 ; Von Hahn et al., 2007). De fagon intéressante, le systtme HCVpp
offre la souplesse d’étudier facilement la fonction de protéines d’enveloppe de différents
isolats du HCV et il permet également d’étudier le tropisme du virus (McKeating et al., 2004).
Les HCVpp constituent également un bon modele pour évaluer des traitements antiviraux
ciblant I’entrée virale (Baldick et al., 2010).

Malgré tous ces avantages, les HCVpp présentent certaines limitations dans 1’étude du HCV.
Ces particules sont produites dans des cellules non hépatiques (cellules 293T), dans lesquelles
la voie d'assemblage des VLDL est défectueuse et le systtme HCVpp ne peut donc pas étre

utilisé pour étudier le role des lipoprotéines dans I'entrée virale.
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Figure 19. Représentation schématique du systéme HCVpp. Les particules du systtme HCVpp
sont générées par transfection simultanée des cellules HEK293T avec 3 plasmides: un plasmide

contient les séquences des protéines GAG/POL du HIV, un deuxi¢me les glycoprotéines d’enveloppe
du HCV et un troisiéme un gene rapporteur. Les particules obtenues sont ensuite utilisées pour étudier
I’étape d’entrée du HCV (Adapté a partir d’Ortega-Prieto & Dorner, 2016).

II1.1.c. Le systeme de culture cellulaire HCVce

Comme discuté¢ précédemment, les réplicons développés dans différents laboratoires
présentaient des mutations adaptatives qui étaient incompatibles pour 1’assemblage des
particules virales (Pietschmann et al., 2009). Cela est di au fait que les protéines non-
structurales du HCV sont impliquées dans le mécanisme d’assemblage de la particule virale
(Murray et al., 2008). Conscientes de ces limitations, différentes équipes ont cherché a
identifier des réplicons ne nécessitant pas de mutations adaptatives pour se multiplier de fagon
efficace en culture cellulaire. La tache a été difficile mais une exception a cependant été
observée pour un réplicon obtenu a partir d’une séquence d’un virus isolé d’un patient atteint
d’une hépatite fulminante (Kato et al., 2003). Cette souche de génotype 2a, appelée JFHI, a
¢t¢ a la base de la production du systéme de culture cellulaire pour le HCV (HCVcc)
(Lindenbach et al., 2005 ; Wakita et al., 2005 ; Zhong et al., 2005). Ainsi il a été possible pour
la premicre fois de produire du virus infectieux en culture cellulaire apres transfection avec de
I’ARN génomique du HCV produit in vitro a partir d’'un ADNc complet du virus sur la base
de la séquence compléte du virus JFH1 (figure 20) (Wakita et al., 2005 ; Zhong et al., 2005)
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ou en utilisant un génome chimérique entre une souche de méme génotype (J6) et le virus
JFH1 (Lindenbach et al., 2005). Le caractére infectieux de ces virus produits in vitro a
ensuite été confirmé in vivo dans des modeles chimpanzés et de souris chimériques humaines
(Bukh et al., 2006 ; Kato et al., 2008 ; Lindenbach et al., 2006).

Dans les études d’entrée et de réplication virale, le systtme HCVcc a permis de confirmer les
résultats obtenus avec les HCVpp ou le systéme de réplicon. Par exemple, le réle dans
I’entrée virale des facteurs cellulaires tels que CD81, SR-B1, CLDNI1 et OCLN a été confirmé
dans le modele HCVcece (Evans et al., 2007 ; Grove et al., 2007 ; Lindenbach et al., 2005 ;
Ploss et al., 2009). De plus, 'étape de I’entrée dépendante du pH déja décrit dans le HCVpp
ainsi que l'endocytose médiée par la clathrine, ont été confirmées en utilisant le systéme du
HCVcc (Blanchard et al., 2006 ; Codran et al., 2006). En ce qui concerne la réplication de
I'"ARN viral, l'implication des lipides cellulaires dans la réplication du HCV, observée avec le
systéme réplicon, a été confirmée avec le systtme HCVcc (Huang et al., 2007 ; Kapadia &
Chisari, 2005 ; Ye et al., 2003).

Une étape majeure a donc été franchie en 2005 avec le développement d’un véritable systéme
de culture cellulaire, en utilisant la souche JFH1 et les cellules d’hépatome Huh-7, permettant
ainsi de réaliser des études virologiques sur le HCV. Une des limitations de ce systéme
HCVcc tel qu’initialement développé était qu’il était basé sur une seule souche virale et qu’il
utilisait un seul type de lignée cellulaire. Pour étudier les fonctions d’entrée et d’assemblage
d’autres génotypes viraux, des virus recombinants entre les séquences des protéines de
structure de ces génotypes et la réplicase du JFHI1 ont été développés (Gottwein et al., 2007,
2009, 2011 ; Scheel et al.,, 2008). De plus, des efforts ont été réalisés pour améliorer
I’infectiosité en culture cellulaire permettant ainsi d’obtenir des titres viraux plus élevés pour
les études du cycle infectieux du HCV ainsi que pour générer des candidats vaccin contre le
HCV (Mathiesen et al., 2015). Ces virus recombinants ont permis la caractérisation de
nouvelles molécules antivirales et la caractérisation d’anticorps monoclonaux neutralisants
(Giang et al., 2012 ; Gottwein et al., 2011, 2013 ; Keck et al., 2013)

En 2012, le systtme HCVcc a pu étre étendu a d'autres souches de HCV. En effet, une étude a
montré que des substitutions, dans la protéine NS3-hélicase (F1464), dans NS4A (A1672S) et
dans NS5B (D2979G) (Li et al., 2012a), permettent le développement de systémes de cultures
cellulaires robustes pour les génotypes la, 2a et 2b du HCV, conduisant ainsi au
développement de systémes efficaces pour d'autres génotypes et sous-types du HCV (Li et al.,
2012b ; Ramirez et al., 2014). Récemment, un systéme de culture efficace pour le génotype 3a

a ainsi été mis au point (Ramirez et al., 2016).
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Une limitation de ces systémes de culture est leur dépendance a une seule lignée cellulaire
d’hépatome, connue pour avoir de nombreuses anomalies génétiques par rapport aux
hépatocytes. Des modeles cellulaires plus proches des hépatocytes ont été développés en se
basant notamment sur des cellules souches pluripotentes (Helle et al., 2013 ; Roelandt et al.,

2012 ; Yoshida et al., 2011).

HCV full-length RNA
&T X Y - — 1}‘0
-
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Huh-7 celis

Figure 20. Principe de génération du systeme de culture HCVce. Le génome de la souche JFH1 ou
d’autres souches du HCV sont transcrits in vitro. L’ARN obtenu est transfecté dans des cellules Huh-
7, ce qui aboutit a la traduction et la réplication du génome dans ces cellules et a la sécrétion des
particules virales infectieuses. Ces particules sont ensuite utilisées pour infecter des cellules natives
permettant ainsi de compléter le cycle viral du HCV (Adapté a partir de Steinmann & Pietschmann,
2013).

IT1.1.d. les hépatocytes primaires humains

Dans les études d’interaction hote-pathogene in vitro, il est important de pouvoir valider les
observations initiales en utilisant des systémes de culture primaire qui représentent le modéle
le plus proche du contexte hépatique méme s’il est encore loin de représenter les conditions
d’organisation tissulaire telles qu’observées dans le foie. Les premicres tentatives de
production virale en hépatocytes primaires se sont révélées lourdes et peu efficaces (Fournier
et al., 1998). Des progres ont cependant été accomplis notamment en utilisant du virus trés

infectieux produit in vitro et en limitant la réponse immunitaire innée (Helle et al., 2010,
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2013 ; Podevin et al., 2010). Ce systéme rencontre cependant plusieurs limitations. En effet,
les hépatocytes présentent une grande variabilit¢é d’un individu a l’autre et 1’acceés aux
hépatocytes reste limité. Ce dernier critére devient cependant moins important car plusieurs

sociétés commercialisent maintenant des hépatocytes primaires humains.

I11.2. Modéles animaux

I11.2.a. Chimpanzés

La recherche sur les virus des hépatites est étroitement liée a I'utilisation du modele
chimpanzé. En effet, ces virus se multiplient difficilement en culture cellulaire et ils
présentent pour la plupart une spécificité d’espéce. Les chimpanzés ont donc été beaucoup
utilisés pour identifier et caractériser ces virus dont fait partie le HCV (Feinstone et al., 1981).
De plus, ce modele animal s'avere trés utile pour déterminer les interactions virus-hdte, en
particulier, la réponse immunitaire cellulaire, et pour tester des candidats vaccin contre le
HCV (Choo et al., 1994 ; Folgori et al., 2006). Le mod¢le chimpanzé¢ a également été essentiel
pour la validation des premiers clones infectieux. La reconstitution du génome complet du
HCV a permis de construire un clone infectieux a partir d’une séquence consensus d’un virus
de sous-type la (souche H77). L’ARN génomique a pu étre validé in vivo par injection intra-
hépatique du génome viral chez le chimpanzé (Kolykhalov et al., 1997 ; Yanagi et al., 1997).
Ces travaux ont permis pour la premicre fois de valider la fonctionnalit¢ d’une séquence
génomique virale produite in vitro (figure 21). En outre, ces études ont prouvé que le HCV
provoque une maladie hépatique, puisque les chimpanzés transfectés avec I'ARN génomique
du HCV ont développé une hépatite aigu€. Ces clones infectieux du HCV ont permis pour la
premi¢re fois des études de génétique inverse chez le chimpanzé afin de déterminer
l'importance de composants génétiques, comme la région 3’UTR, le polypeptide p7 et les
enzymes virales clés, dans l'infectiosité du virus (Kolykhalov et al., 2000 ; Sakai et al., 2003 ;
Yanagi et al., 1999). De plus, le modéle chimpanzé s’est également montré utile pour valider
des approches vaccinales contre le HCV (Dahari et al., 2010).

Il est & noter que les chimpanzés infectés par le HCV présentent une évolution de I’infection
similaire a celle observée chez I’homme. Cependant, entre les chimpanzés et les humains des
différences subtiles existent. En effet, I’infection est majoritairement chronique chez I’homme

alors qu’elle évolue beaucoup moins fréquemment vers la chronicité chez le chimpanzé. De
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plus, ces animaux ne développent ni fibrose, ni cirrhose et un seul CHC a été observé.
L'absence d'efficacité du traitement par les IFN chez les chimpanzés mise en évidence par un
niveau stable de charge virale malgré l'administration d’IFN est une autre différence
importante entre les humains et les chimpanzés.

Par ailleurs, en raison des contraintes €éthiques qui évoluent ainsi que les cofits ¢élevés et les
difficultés d’entretien associées aux études chez les chimpanzés, d'autres animaux ont été

testés pour leur capacité a soutenir l'infection par le HCV.
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Figure 21. Production des clones d’ADNc du HCYV infectieux. Le génome (ADNc) du HCV est
inséré dans une construction permettant la transcription in vitro de I’ARN. Cet ARN est ensuite

Intrahepatic
transfection

transfecté dans les hépatocytes des chimpanzés en raison de I’absence des systemes de culture
cellulaire (Adapté a partir de Bukh, et al., 2016).

II1.2.b. Les toupayes

Tupaia belangeri est un petit mammifére originaire d'Asie du Sud-Est qui ressemble a
I’écureuil. 11 a ét¢ montré que les toupayes sont sensibles a une variété de virus humains
comprenant le virus de 1'herpés simplex, le rotavirus et le HBV. En 1998, une étude a montré
que les toupayes pouvaient étre infectés par le HCV mais cette infection était transitoire et
n’aboutissait pas a une infection durable aprés inoculation avec du sérum provenant des
patients infectés (Xie et al., 1998). En 2002, une deuxiéme étude a montré que les toupayes
infectés par le HCV, provenant des patients infectés par le virus, présentaient une réplication
efficace du virus dans les hépatocytes de ces animaux (Zhao et al., 2002). Une étude plus
récente en 2010, a montré qu’apres inoculation avec du sérum des patients infectés ou avec
des particules virales du HCVcc, les animaux présentaient une faible inflammation et une
virémie pendant la phase aigu€ de I’infection suivie plus tard par le développement d’une
stéatose hépatique et des nodules cirrhotiques contrairement a ce qui a été observé avec les
chimpanzés. De plus, I’injection de sérum de toupayes infectés a des individus sains a donné

lieu & une infection aigu€, montrant ainsi une réplication efficace et une transmission
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potentielle du HCV entre ces animaux (Amako et al., 2010). De plus, il a ét¢ montré que
I'étape d’entrée du HCV dans les hépatocytes de toupayes est en accord avec les
connaissances actuelles sur 1’importance des récepteurs d'entrée identifiés chez 1’homme
(Tong et al., 2011).

Donc, le toupaye constitue un modele potentiellement intéressant pour étudier les étapes
d’entrée et de réplication du HCV. Cependant, un inconvénient de ce modele est que
contrairement a ce qui a été observé chez I’homme, ces animaux présentent une virémie faible

et transitoire (Amako et al., 2010 ; Xu et al., 2007).

II1.2.c. Les rongeurs

Le mode¢le de choix en recherche biomédicale est la souris. Malheurcusement, cet animal
n’est pas sensible a I’infection par le HCV. Des recherches ont donc été développées afin de
comprendre pourquoi les hépatocytes murines sont naturellement résistants a l'entrée du HCV
et ne permettent qu’un faible taux de réplication chez ces animaux. En fin du compte, le fait
de surmonter cette résistance pourrait fournir un modele murin intéressant pour la réplication
du HCV ainsi que le développement des stratégies immunitaires potentielles pour bloquer

l'entrée et la réplication du HCV chez I’homme.

II1.2.a.i. Les souris génétiqguement humanisées avec les récepteurs d’entrée

L’hypothese de départ pour expliquer 1’absence d’infection de la souris par le HCV était que
ce virus ne reconnait pas un ou plusieurs co-récepteurs. Ceci est bas¢ sur I’observation initiale
indiquant que la glycoprotéine E2 ne reconnait pas la forme murine de CD81 (Pileri et al.,
1998). Plus tard, il a également été montré que I’OCLN murine n’est pas fonctionnelle pour
I’entrée du HCV (Ploss et al., 2009). Pour tenter de lever le blocage d’entrée, une approche
intéressante a consisté a exprimer de fagon transitoire les facteurs d’entrée humains CDS1,
CLDNI, OCLN et SR-BI, chez les souris a I’aide d’adénovirus recombinants (figure 22).
Cette approche a permis pour la premicre fois d’induire I’entrée du HCVcc dans les
hépatocytes de souris et a permis I'évaluation de candidats du vaccin et d’inhibiteurs d'entrée
(Colpitts et al., 2013 ; Dorner et al., 2011 ; Giang et al., 2012). Par la suite des souris
transgéniques exprimant ces quatre facteurs d'entrée humaines (4hEF), et déficientes pour
plusieurs voies de signalisation immunitaire innée, n’ont pas seulement permis l'entrée de

HCVcc mais également un faible taux de réplication (Dorner et al., 2013). En utilisant une
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approche transgénique similaire du CD81/OCLN, il a ét¢ montré que des isolats de HCV,
autre que le HCVcc, pouvaient infecter et se répliquer chez des souris qui ont un systéme
immunitaire inné intact, bien qu'avec un tres faible niveau de virémie (Chen et al., 2014). Les
différences entre les souris ICR utilisées dans cette derni¢re étude et les souris C57BL/6
utilisées dans le modele 4hEF suggerent que des différences génétiques entre ces souris
pourraient étre importantes pour la réplication de plusieurs isolats de HCV. L'ApoE, connue
pour améliorer la production de HCV dans les cellules hépatiques murines (Long et al., 2011),
¢tait davantage exprimée et le miR-122 (Jopling et al., 2005) était également beaucoup plus
actif, lors de l'infection par le HCV, dans les souris ICR (exprimant CD81/OCLDN) que dans
les souris C57BL/6 (Chen et al.,, 2014). Ces facteurs hépatiques sont cruciaux pour la
réplication et I'assemblage du HCV expliquant ainsi la persistance des infections par le HCV

chez les souris transgéniques.
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Figure 22. Principe de génération de souris humanisées pour les récepteurs du HCV. Des souris
C57BL/6 sont rendues sensibles a 1’entrée du HCV par une expression transitoire des facteurs d’entrée
humains (CD81, CLDN1, OCLN et SR-B1) avec un adénovirus. Le géne de la luciférase est utilisé
afin de mettre en évidence la réplication du HCV (Adapté a partir de Catanese & Dorner, 2015).

II1.2.a.ii. Les souris chimériques xénotransplantées

L'établissement des souris dont le foie est xénogreffé avec des hépatocytes humains a été une
révolution trés importante pour I'é¢tude du HCV. Dans ce modele murin, le foie de souris
immunodéficientes chimériques est reconstitué par injection d’hépatocytes primaires humains
dans des souris ayant une déficience immunitaire génétique ainsi que des 1ésions hépatiques
constitutives ou inductibles (Bissig et al., 2007 ; Mercer et al., 2001 ; Meuleman et al., 2005)

(Figure 23). L'immunodéficience est nécessaire pour éviter le rejet des greffes xénogéniques.
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Les hépatocytes ont une capacité de régénération remarquable qui, aprés migration et
incorporation dans le foie, permettent de repeupler largement et parfois presque complétement
le parenchyme hépatique (Fausto et al., 2006 ; Sandgren et al., 1991). Essentiellement deux
types de souris ont été utilisés pour la production de souris chiméres humanisées: le modele
uPA-SCID et le modele FRG (Vercauteren et al., 2014). La susceptibilité¢ a l'infection par le
HCV a également été montrée dans d'autres modeles immuno-déficients comme les MUP-
uPA (Tesfaye et al., 2013) et les souris TK-NOG (Kosaka et al., 2013). Bien que des
différences subtiles existent entre ces divers modeles, ces derniers sont trés similaires,
permettant ainsi une infection robuste et reproductible des isolats naturels du virus et du HCV
produit en culture cellulaire (Bukh et al., 2010 ; Lindenbach et al., 2006). Ces souris
humanisées ont été trés utiles pour 1'étude des aspects fondamentaux du cycle viral
(Doerrbecker et al., 2013 ; Kaul et al., 2007 ; Pietschmann et al., 2009 ; Vassilaki et al.,
2008), I'évaluation d’anticorps neutralisants (De Jong et al., 2014 ; Law et al., 2008 ;
Meuleman et al., 2011) et de nouvelles thérapies antivirales (Bissig et al., 2010 ; Meuleman
etal., 2011 ; Ohara et al., 2011).

Puisque les hépatocytes humains primaires qui résident dans le foie de souris humanisées
conservent un grand nombre de leurs fonctions, ces souris chimériques ont également été
employées pour étudier in vivo d'autres microorganismes hépatotropes tels que le HBV
(Meuleman et al., 2006), le HDV (Giersch et al., 2014) et Plasmodium falciparum, 1'agent
causal du paludisme (Sacci et al., 2006).
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Figure 23. Principe de génération des souris chimériques xénotransplantées. Ce modele utilise
des souris immunodéficientes afin d’éviter tout rejet des hépatocytes humains. Ces cellules ont la
capacité de proliférer et de repeupler les lésions hépatiques chez ces souris avec un taux qui peut
atteindre 90%, ce qui rend ces souris permissives a I’infection par le HCV. La quantification de ’ARN
viral, dans le sérum des souris, montre une réplication virale efficace dans les hépatocytes humains au
niveau du foie des souris (Adapté a partir de Catanese & Dorner, 2015).
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I11.2.a.iii. Les souris xénotransplantées immunocompétentes

Afin d'éviter le rejet des hépatocytes humains greffés, les modeles de souris chimériques
nécessitent une déficience du systtme immunitaire. Cependant, les études
d'immunopathogenese du HCV, de la réponse immunitaire primaire (humaine) et d'efficacité
des vaccins chez les souris nécessiteraient a la fois une xénogreffe de cellules hépatiques et un
systéme immunitaire humain fonctionnel du méme donneur chez la méme souris receveuse.
Ceci a été récemment accompli en combinant des hépatocytes humains adultes et des cellules
souches hématopoiétiques humaines CD34 + (HSC) de différents sujets donneurs (Gutti et al.,
2014 ; Wilson et al., 2014) (figure 24). En plus de ce systéme allogénique, un modele de
souris syngénique a ¢été généré par injection intrahépatique des hépatoblastes humains
(cellules progénitrices d'hépatocytes) et de HSC CD34+ a partir d’un méme foetus (Washburn
et al., 2011) (figure 24). D’une maniére trés intéressante ces modeles développent une fibrose
hépatique ainsi qu’une réponse immunitaire cellulaire humaine anti-HCV. Cependant, le
nombre assez faible des hépatocytes humains dans le foie de ces souris pourrait entraver les

¢tudes d’infection par le HCV.
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Figure 24. Principe de génération des souris xénotransplantées immunocompétentes. Les
différents processus utilisés pour générer a la fois des souris xénogreffées et immunocompétentes sont
montrés (Adapté a partir de von Schaewen & Ploss, 2014).
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IV. le cycle viral du HCV

IV.1. Pentrée virale

IV.1.a. Les facteurs d’attachement

IV.1.a.i. Les Lectines : DC-SIGN et L-SIGN

Les lectines DC-SIGN (pour dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin) et L-SIGN
(pour Liver-specific ICAM-grabbing non-integrin) sont des protéines transmembranaires de
type II qui interagissent avec des glycanes de type oligomannosidique dans un processus
dépendant du calcium. Il a été montré que la glycoprotéine E2 interagit avec ces lectines et
cela a été confirmé avec le modele HCVpp ainsi qu’avec des particules isolées de sérums de
patients (Gardner et al., 2003 ; Poéhlmann et al., 2003). Les récepteurs DC-SIGN sont
exprimés au niveau des cellules de Kuppfer, des lymphocytes et des cellules dendritiques,
alors que les L-SIGN sont présentes au niveau des cellules endothéliales sinusoidales du foie.
Le role précis de ces lectines dans le cycle infectieux du HCV n’est pas tres clair car elles ne
sont pas exprimées sur les hépatocytes. Elles pourraient cependant jouer un réle indirect en
facilitant le transport au site d’infection pour les DC-SIGN ou en translocant le virus a travers
I’endothélium hépatique pour les L-SIGN (Cormier et al., 2004a ; Gardner et al., 2003 ;
Lozach et al., 2004).

IV.1.a.ii. Les Glycosaminglycanes (GAGS)

De fagon générale, les GAGs sont des facteurs d’attachement de faible affinité pour les virus
y compris pour le HCV. Cette interaction initiale avec la surface cellulaire facilite la liaison
ultérieure du virus aux récepteurs spécifiques (Barth et al., 2003 ; Germi et al., 2002). Il existe
plusieurs types de GAGs hautement sulfatés. Cependant des interactions n’ont été observées
qu’entre le HCV et les héparanes sulfates (HS) (Barth et al., 2006 ; Cribier et al., 1998 ;
Germi et al., 2002; Thomssen et al., 1992). L implication de ces facteurs dans I’attachement
du HCV a été confirmée par traitement des cellules cibles du HCV a I’héparinase, résultant en
une inhibition de 1’attachement du virus a la surface cellulaire (Barth et al., 2006 ; Basu et al.,
2007 ; Koutsoudakis et al al., 2006 ; Morikawa et al., 2007). Bien qu’il ait été proposé
initialement une interaction directe entre les glycoprotéines du HCV et les GAGs, des

résultats plus récents montrent que la particule virale interagit avec ces molécules par
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I’intermédiaire de 1I’ApoE, une apolipoprotéine associ¢e au virion HCV (Jiang et al., 2012 ;

Xu et al., 2015).

IV.1.a.iii. Les récepteurs aux LDL (LDLr)

La particule virale du HCV a la particularité¢ d’étre associée a des lipoprotéines de type LDL
ou VLDL et, de ce fait, il a été suggéré que le LDLr pourrait étre un facteur d’attachement
pour le HCV (Agnello et al., 1999 ; Monazahian et al., 1999 ; Wiinschmann et al., 2000). Les
VLDL sont des lipoprotéines contenant deux apolipoprotéines principales: 1'apolipoprotéine B
(ApoB, en une seule copie par particule) et ApoE (en plusieurs copies par particule).
L’assemblage du HCV est étroitement li¢ a la biogenese des VLDL au sein des hépatocytes
(Huang et al., 2007). Apres leur sécrétion dans la circulation sanguine, les VLDL subissent
des transformations. Apres 1'hydrolyse des triglycérides par la lipoprotéine lipase hépatique
(LPL), une fraction subit directement une internalisation, médiée par I'ApoE, au niveau des
hépatocytes tandis qu'une autre fraction se débarrasse de I’ApoE et est par la suite
transformée en lipoprotéines de faible densité (LDL). L'ApoB est la seule apolipoprotéine des
LDL qui permet l'internalisation des LDL par les LDLr (Brown & Goldstein, 1986). 1l est
intéressant de noter que la partie lipoprotéique associ¢e au HCV subit de la méme maniere
des modifications dans la circulation sanguine (Felmlee et al., 2010). Il a ét¢ montré que des
particules isolées des patients infectés par le HCV interagissent avec le récepteur aux LDL par
I’intermédiaire des lipoprotéines associées aux virions (Agnello et al., 1999). Cependant, les
¢tudes sur le role du LDLr dans I'entrée du HCV ont été limitées par 1'absence d'un systéme
infectieux pertinent. En effet, le systtme HCVpp est produit dans des lignées cellulaires non
hépatiques qui ne synthétisent pas des lipoprotéines. C’est donc grace au systeme HCVcc que
le réle du récepteur LDLr a été déterminé. L’inhibition de l'expression du LDLr par des
siRNA a montré une inhibition de l'infection du HCVce (Owen et al., 2009). De plus, les
anticorps anti-VLDL et anti-ApoE inhibent I'infection du HCVcc, alors que les anticorps anti-
LDL (anti-ApoB) ne semblent avoir aucun effet (Chang et al., 2007 ; Owen et al., 2009). Ces
¢tudes suggerent que le LDLr pourrait capturer le HCV a la surface des cellules
hépatocytaires par interaction avec I'ApoE et conduire a une infection productive médiée par
les autres facteurs d'entrée actifs. Un autre étude a cependant montré que le prétraitement du
virion avec la lipoprotéine lipase (LPL) réduit l'infectiosité du HCV tout en augmentant son
internalisation, ce qui suggere que l'internalisation du HCV médiée par le LDLr conduirait a

une voie non productive d’entrée virale (Albecka et al., 2012 ; Andreo et al., 2007). Il est a
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noter que 1'ApoE peut se lier a d’autres récepteurs sur la surface cellulaire, y compris le
récepteur SR-BI (Andreo et al., 2007). Plus récemment, il a ét€ montré que les récepteurs aux
lipoprotéines LDLr et SR-BI ainsi que le VLDLr participent de fagon redondante a 1’entrée
cellulaire du HCV (Yamamoto et al., 2016).

IV.1.b. Les récepteurs

IV.1.b.i. La tétraspanine CD81

Le récepteur CD81 est une protéine membranaire non glycosylée de la famille des
tétraspanines. CD81 est exprimée de fagon ubiquitaire et, comme les autres membres de cette
famille, elle posséde quatre passages transmembranaires ainsi qu’une petite et une grande
boucle extracellulaire (SEL et LEL, respectivement). Les régions N- et C-terminales de CD81
se trouvent a l'intérieur de la cellule (figure 25). La molécule CD81 est impliqué dans
différents processus cellulaires tels que 1’adhésion, la morphologie, I’activation, la
prolifération et la différenciation cellulaire (Hemler, 2003 ; Levy & Shoham, 2005).

En I’absence de systéme de culture cellulaire, les premicres approches pour identifier un
récepteur potentiel pour le HCV ont été d’utiliser une forme soluble de la glycoprotéine E2
(sE2). 11 a ainsi été proposé¢ que la molécule CD81 serait un co-récepteur du HCV (Pileri et
al., 1998). Cette interaction semble étre spécifique d'espece, car la sE2 ne reconnait la
protéine CDS81 de souris ou de rat (Flint et al., 2006). Les deux ponts disulfures, qui
stabilisent la boucle LEL ont ét¢ montrés comme essentiels pour I’interaction de CD81 avec
sE2 (Pileri et al., 1998 ; Drummer et al., 2005). Le role du CD81 dans l'infection par le HCV
a ensuite été confirmé par d’autres approches expérimentales. En effet, les lignées cellulaires
d'hépatome humaine non permissives telles que HH29 et HepG2, qui n'expriment pas le
CDS81, deviennent sensibles a l'infection par HCVcc et HCVpp lorsqu’elle sont
complémentées par ce récepteur (Bartosch et al., 2003b, Cormier et al., 2004b; Lavillette et
al., 2005). L’infection de cellules Huh-7 par des HCVce ou HCVpp est inhibée en présence
d’anticorps anti-CD81 in vitro et in vivo (Bartosch et al., 2003a; Cormier et al., 2004b; Hsu et
al., 2003; Meuleman et al., 2008 ; Molina et al., 2008 ; Wakita et al., 2005). Une fois stimulé,
le récepteur CDS81 est responsable de I’activation de plusieurs voies de signalisation
cellulaires (cf partie IV. Le cycle viral du HCV). D’autre part, le CD81 possede un role dans la
régulation de la réponse immunitaire adaptative. De ce fait, il a été suggéré que I’interaction

du HCV avec des cellules B ou T par I'intermédiaire de CD81 pourrait conduire a des
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manifestations extra-hépatiques telles qu’observées chez les patients infectés chroniques

(Crotta et al., 2002; Wack et al., 2001).

_ LEL (EC2)

NH2

Figure 25. Représentation schématique du récepteur CD81. CD81 comporte quatre segments
transmembranaires et deux boucles extracellulaires (SEL et LEL). Les ponts disulfures sont désignés
par le motif CCG au niveau de la LEL. La boucle LEL est responsable de I’interaction avec le HCV
(Adapté a partir de Fénéant et al., 2014).

IV.1.b.ii. SR-BI

Le récepteur scavenger BI (SR-BI) est une glycoprotéine de 509 a.a. présentant deux passages
transmembranaires, deux domaines cytoplasmiques et une grande boucle extracellulaire avec
9 sites de N-glycosylation (Acton et al., 1994 ; Calvo & Vega, 1993 ; Rhainds & Brissette,
2004) (figure 26). Le récepteur SR-BI possede plusieurs ligands tels que les VLDL, LDL et
HDL. Comme pour CD81, SR-BI a été identifi¢ comme co-récepteur du HCV sur base de son
interaction avec la glycoprotéine sE2 (Scarselli et al., 2002). De plus, il a été montré que c’est
la région HVRI1 de E2 qui interagit avec SR-BI (Bartosch et al., 2003c¢ ; Scarselli et al., 2002).
Le role de SR-BI dans I’entrée cellulaire du HCV a ensuite été confirmé dans le modele
HCVpp (Bartosch et al., 2003b). Il est a noter que la fonction de transfert lipidique de SR-BI
facilite I’entrée du HCV. En effet, les HDL facilitent I’entrée virale en interagissant avec SR-
BI (Bartosch et al., 2005; Dreux et al., 2006 ; Voisset et al., 2005). De plus, ces lipoprotéines
affectent 1’activité des anticorps neutralisants en activant ’entrée virale par interaction avec
SR-BI (Dreux et al., 2006 ; Voisset et al., 2006). Le role de SR-BI dans I’entrée virale semble
cependant plus complexe qu’une simple interaction entre la glycoprotéine E2 et ce co-

récepteur. Il a en effet été¢ proposé que la partie lipoprotéique de la particule virale jouerait un
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role dans I’interaction avec SR-BI et que ce récepteur jouerait son role essentiellement par
I’intermédiaire de sa fonction de transfert lipidique, alors que I’interaction avec E2 jouerait
uniquement un role facilitateur (Dao Thi et al., 2012). 11 est a noter que le niveau d’expression
de SR-BI peut moduler I’entrée cellulaire du HCV (Grove et al. , 2007). Comme discuté plus
haut, il a également été montré que les récepteurs aux lipoprotéines LDLr et SR-BI ainsi que
le VLDLr participent de facon redondante a 1’entrée cellulaire du HCV (Yamamoto et al.,
2016). Cependant, il est a noter que le récepteur VLDLr n’est pas exprimé dans les cellules
hépatiques en conditions normoxiques et méme s’il peut faciliter I’entrée du HCV (Ujino et

al., 2016), ce n’est donc pas un récepteur pour ce virus dans les conditions physiologiques.

Figure 26. Représentation schématique du récepteur SR-BI. La structure montre deux passages
transmembranaires avec une boucle extracellulaire, cette derniére est impliquée dans I’interaction avec
les lipoprotéines ainsi qu’avec le HCV (Adapté de Timpe & McKeating, 2008).

IV.1.b.iii CLDNI.

La molécule claudine-1 (CLDN1) est une protéine de jonctions serrées (Greber & Gastaldelli,
2007) (figure 27). Elle comprend 211 a.a. et, comme les autres membres de la famille des
claudines, elle contient quatre passages transmembranaires, deux boucles extracellulaires et
trois domaines intracellulaires (Van Itallie & Anderson, 2006). La CLDNI1 a été identifiée
comme co-récepteur du HCV suite au criblage d’une banque de cADN hépatique dans des
cellules HEK293 et infectées par des HCVpp (Evans et al., 2007). Cette lignée naturellement

non permissive pour ’entrée du HCV ne s’est révélée infectables par des HCVpp qu’apres la
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complémentation pour la CLDNI. II est a noter que cette protéine est exprimé dans un bon
nombre de tissus différents (Furuse et al., 1998). Des analyses supplémentaires ont montré
que la premiére boucle extracellulaire (EL1) joue un role actif dans 1’entrée virale (Evans et
al., 2007) (figure 27). Il n’a pas été montré d’interaction directe entre CLDN1 et le HCV,
I’attachement du HCV sur CD81 entraine le recrutement de CLDN1 qui forme un complexe
CD81-CLDNI impliqué dans I’internalisation virale (Farquhar et al., 2012). Il est a noter que
la famille des claudines comprend 24 membres et parmi ceux-ci, CLDN6 et CLDN9, peuvent
remplacer CLDN1 dans I’entrée cellulaire du HCV (Meertens et al., 2008 ; Zheng et al.,
2007). Cependant, CLDN6 et CLDN9 sont peu exprimées au niveau du foie (Fofana et al.,

2013) et leur implication réelle dans 1’entrée du HCV n’est pas entiérement élucidée.

IV.1.b.iv. OCLN

La protéine de jonction serrée occludine (OCLN) est une protéine de 60 kDa présentant deux
boucles extra-cellulaires, quatre passages transmembranaires et des régions N- et C-
terminales intracellulaires (Furuse et al., 1993) (figure 27). L’OCLN a ét¢ identifiée comme
co-récepteur du HCV suite au criblage d’une banque d’ADNc hépatique dans des cellules
NIH3T3 et infectées par des HCVpp (Ploss et al., 2009). L’inhibition de ’expression de
I’OCLN avec des siRNA a permis de confirmer son role dans I’entrée virale (Liu et al., 2009).
Il est a noter que seule ’OCLN humaine permet de restaurer 1’entrée virale (Ploss et al.,

2009).
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Figure 27. Structure des jonctions serrées au niveau du foie des mammiféres. La CLDN-1 et
POCLN sont impliquées dans I’entrée du HCV. CLDN-1 est composé de quatre passages
transmembranaires avec 3 domaines intracellulaires et deux boucles extracellulaires. La boucle EL1
est essentielle pour I’entrée du HCV. L’OCLN présente deux boucles extracellulaires, 3 domaines
intracellulaires et quatre passages transmembranaires (Adapté a partir de Lee & Luk, 2010).

IV.1.b.v. Autres facteurs d’entrée : NPC1L1, EGFR, TfR1

1. L’EGFR et ’EphA2

Plusieurs autres facteurs d’entrée cellulaire du HCV ont également été identifiés. 1l s’agit
notamment du récepteur a I’EGF (EGFR) et du récepteur de 1'éphrine A2 (EphA2). L'EGFR et
I'EphA2 sont des récepteurs a activité tyrosine kinases (RTK), possédant d’importantes
fonctions cellulaires (Schneider & Wolf, 2009). Il a ét¢ montré que ’entrée ainsi que
I’infection du HCV sont complétement inhibées par des inhibiteurs d'/EGFR et d'EphA2
(erlotinib et dasatinib) et cela a été observé pour tous les génotypes du HCV (Lupberger et al.,
2011). L’EGFR ne semble pas interagir avec le virus mais sa stimulation par ’EGF conduit a
I’interaction entre CD81 et CLDNI, par le biais d’une stimulation par le facteur HRas
(Lupberger et al., 2011 ; Zona et al., 2013). De plus, le role de ’EGFR a été confirmé dans le
modele de souris uPA-SCID, confirmant ainsi son implication en tant que facteur d’entrée du
HCV (Lupberger et al., 2011). Enfin, il est a noter que le récepteur EGFR représente une

nouvelle cible pour les traitements antiviraux contre le HCV.
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2. NPC1L1

Le récepteur NPCIL1 (pour Niemann-Pick Cl-likel cholesterol absorption receptor) est une
protéine transmembranaire possédant 13 passages transmembranaires (figure 28). Cette
protéine est exprimée a la surface des hépatocytes au niveau du pole apicale. Elle a été
identifi¢ comme un autre facteur d'entrée du HCV (Sainz et al., 2012) a partir des
observations suivantes: (a) sa déplétion par des siRNA ou son blocage par des anticorps
spécifiques (anti-LEL1) entraine une réduction drastique de I’infection par le HCV; (b)
l'ezetimibe, un antagoniste du NPCILI (inhibiteur de son internalisation), utilisé¢ pour
diminuer le taux de cholestérol dans le sang, a montré une inhibition de 1'entrée du HCV in
vitro d’une maniere dose-dépendante et un retard dans I'établissement de l'infection par le
HCV chez des souris chiméres avec un foie humanis¢ ; (c) enfin, son implication dans 1'entrée
du HCV a été corrélée a la quantité de cholestérol associé au virion puisque I’entrée du HCV
est modulée par 'absorption du cholestérol par les hépatocytes (Bartenschlager et al., 2011 ;

Kapadia & Chisari, 2005 ; Ye, 2007).

LEL1 LEL3
LEL2 Extracellular

O,H
Cytoplasm
Figure 28. Représentation schématique de la structure du récepteur NPC1L1. Le NPCIL1 est

composé de 13 passages transmembranaires avec 3 boucles extracellulaires (LEL1-3), un domaine N-
terminal extracellulaire et un domaine C-terminal intracellulaire. (Adapté de Weinglass et al., 2008).
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3. TfR1

Le récepteur de la transferrine 1 (TfR1) a également été identifié comme un facteur d'entrée
du HCV (Martin & Uprichard, 2013). Une étude cinétique a montré que le TfR1 fonctionne a
une étape tardive de 'entrée du HCV, aprés le CD81. En outre, son rdle dans la transmission
cellule-cellule du HCV a été étudié et les données ont montré que le TfR1 peut améliorer la
transmission cellule-cellule du HCV, mais il n'est pas crucial pour ce processus (Martin &
Uprichard, 2013).

La découverte du TfR1 comme facteur d'entrée du HCV a conduit a des études plus
approfondies sur le lien entre I'homéostasie du fer et l'infection par le HCV. Les études
précoces ont révelé que les patients atteints d'une infection chronique par le HCV se trouvent
généralement avec un taux sérique élevé du fer (y compris la ferritine et la saturation en
transferrine) et avec une accumulation du fer dans le foie, ce qui pourrait aggraver les
symptomes hépatiques (Bonkovsky et al., 2002 ; Fabris et al., 2001 ; Metwally et al., 2004 ;
Weiss et al., 1994).

IV.1.c. Mécanisme d’entrée et d’internalisation du HCV

Au cours d'une infection primaire, les particules du HCV sont transportées par le flux sanguin
et entrent en contact avec les hépatocytes apres avoir traversé I'endothélium des sinusoides
hépatiques. Les virions entrent ensuite en contact direct avec la surface basolatérale des
hépatocytes. Cela leur permet d'interagir avec les facteurs d'attachement et les co-récepteurs
présents a la surface des cellules cibles. La fixation initiale des particules du HCV sur les
hépatocytes est médiée par les GAGs comme les héparanes sulfates (Lefévre et al., 2014 ; Shi
et al., 2013) ou par le SR-BI (Thi et al., 2012), qui dépend de la densité du virion.

Pendant longtemps, Les glycoprotéines du HCV ont été considérées comme responsables de
la liaison du virion aux héparanes sulfates (Barth et al., 2003) ou SR-BI (Scarselli et al.,
2002). Cependant des études plus récentes indiquent que I'ApoE et non les glycoprotéines
virales sont impliquées dans cette interaction initiale (Jiang et al., 2013 ; Thi et al., 2012).

En raison de l'interaction des particules du HCV avec les lipoprotéines, le récepteur aux LDL
(LDLr) a également été proposé comme facteur d’attachement dans l'entrée du HCV (Agnello
et al., 1999). Le LDLr pourraient étre impliqué dans une voie d'entrée non productive qui peut
potentiellement conduire a la dégradation des particules virales (Albecka et al., 2012).

Cependant, il a été montré que le LDLr peut compenser la fonction du récepteur SR-BI dans
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I’entrée du HCV dans le contexte d’une lignée déficiente pour ce dernier (Yamamoto et al.,
2016).

Apres l'attachement initial a la surface de la cellule, les étapes suivantes d'entrée du HCV ne
sont que partiellement comprises et elles impliquent une série de facteurs d'entrée cellulaires
spécifiques (figure 29). Il s'avére que l'action coordonnée, d'au moins quatre facteurs
cellulaires majeurs, est essentielle pour l'entrée du HCV. Ils comprennent SR-BI (Scarselli et
al., 2002), la tétraspanine CD81 (Pileri et al., 1998) et les protéines de jonction serrée CLDN1
(Evans et al., 2007), et OCLN (Ploss et al., 2009). En raison de sa double interaction avec la
glycoprotéine E2 du HCV et les lipoprotéines, SR-BI pourrait jouer un rdle précoce dans
l'entrée virale, en interagissant avec le virion apres I'attachement cellulaire initial.
L’implication de SR-BI dans l'entrée du HCV a d'abord été suggérée par sa capacité a
interagir avec la glycoprotéine E2 par I’intermédiaire de sa région hypervariable 1 (HVR1)
(Scarselli et al., 2002). Cependant, SR-BI semble ¢galement contribuer a 1’attachement du
virus par l'interaction avec les lipoprotéines associées a la particule virale (Maillard et al.,
2006 ; Thi et al., 2012). Les mutants du HCV ayant une délétion de HVR1 ou une mutation
qui empéche la liaison de E2 & SR-BI restent dépendants de SR-BI au niveau de I’étape
d'entrée dans les cellules (Thi et al., 2012). Il a été proposé que ’activité de transfert lipidique
pourrait modifier la composition lipidique de la fraction lipoprotéine du virion, ce qui
conduirait a une meilleure exposition du site de liaison a CD81 de la glycoprotéine E2 (Thi et
al., 2012 ; Zahid et al., 2013). Quel que soit le phénomeéne impliqué, le virus semble interagir
avec CD8I apres la liaison a SR-BI.

La tétraspanine CDS81 est un co-récepteurs central dans 1’entrée du HCV (Fénéant et al.,
2014). 11 joue un réle dans I’entrée cellulaire du HCV en interagissant avec CLDNI1 (cf partie
1IV.1.b. les récepteurs). L'interaction CD81-CLDNI semble étre régulée par de multiples voies
de signalisation. Cette interaction semble étre favorisée par I’EGFR et aussi potentiellement
par la protéine kinase A (Farquhar et al., 2008 ; Lupberger et al., 2011). Apres stimulation de
I'EGFR, la voie Ras/MEK/ERK est activée, ce qui pourrait conduire a l'activation de la
sérine/thréonine kinase 1 (MKNK1) qui interagit avec MAPK, une kinase facilitant 1'entrée du
HCV aprés 1'activation de I'EGFR (Kim et al., 2013). De plus, 'activation de 'EGFR stimule
¢galement la protéine HRas, qui a son tour s'associe a CD81, et cette interaction est requise
pour la diffusion latérale du CD81, qui permet la formation du complexe CD81-CLDNI
(Zona et al., 2013). D’autre part, I'EGFR facilite la co-internalisation de CD81-CLDNI1 avec
des particules de HCV. Apres interaction avec le complexe CD81-CLDNI1, la particule virale

active également de maniere transitoire la voie PI3K-AKT pour faciliter son entrée (Liu et al.,
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2012). Enfin, il a également été montré que la liaison de E2 a CD81 induit la signalisation de
Rho GTPases qui contribue a un réarrangement du cytosquelette d'actine et pourrait donc
¢galement affecter la mobilité du CD81 sur la membrane cellulaire (Brazzoli et al., 2008). Il a
également été proposé que I’interaction du HCV, via la glycoprotéine E2, avec le récepteur
CDS8]1 favoriserait la fusion entre les protéines d'enveloppe du HCV et la membrane cellulaire
(Sharma et al., 2011).

L’OCLN est également un facteur d'entrée essentiel pour le HCV (Ploss et al., 2009) (c¢f
partie IV.1.b. les récepteurs). Cependant, le role précis de 'OCLN dans le cycle viral du HCV
reste mal compris. Il semble jouer un rdle a une étape tardive de I'entrée (Benedicto et al.,
2009 ; Sourisseau et al., 2013). Il est a noter que, avec CD81, OCLN détermine le tropisme du
HCV aux cellules humaines (Dorner et al., 2011 ; Ploss et al., 2009). Apres interaction avec
ces co-récepteurs, le HCV s’internalise par un processus dépendant de la clathrine (Blanchard
et al., 2006 ; Meertens et al., 2006). Le trafic de HCV s'arréte dans les endosomes précoces ou
une baisse du pH déclenche la fusion entre les membranes virale et endosomale
(Koutsoudakis et al., 2006 ; Meertens et al., 2006). La nucléocapside est ainsi libérée dans le
cytosol de la cellule infectée. La décapsidation du virus n'a pas été décrite a ce stade. Il se
peut que la protéine core reste étroitement associée a I'ARN viral et ne soit libérée que lorsque
la traduction ou la réplication s’initie. Enfin, il est a noter qu’il existe un transfert direct du
HCV de cellule a cellule sans passer par la voie extracellulaire (Timpe et al., 2008 ;
Witteveldt et al., 2009). Ce mode de transmission protegerait le virus contre la neutralisation

mais les mécanismes impliqués restent mal compris.

1V.1.d. La Fusion

Aprées Dinternalisation, le virion est transporté au niveau des endosomes précoces ou a lieu la
fusion (cf partie V.4.c.i. Le processus de fusion). L’acidification de ces vésicules (Coller KE
et al., 2009) ainsi que les glycoprotéines E1 et E2 du HCV (Drummer et al., 2007 ;
Haberstroh et al., 2008 ; Lavillette et al., 2007 ; Russell et al., 2009) sont essentielles pour
I’étape de fusion. Le rdle des glycoprotéines d’enveloppe du HCV dans ce processus sera
détaillé plus loin (cf partie V.4.c.i. Le processus de fusion). Le pH optimal pour la fusion
observé in vitro est d'environ 5,5 dans le modéle et 5,0 pour les HCVcce (Haid et al., 2009 ;
Lavillette et al., 2006). Cependant, la fusion peut se produire a des pH plus élevés avec un
seuil supérieur de 6,3 (Haid et al., 2009 ; Lavillette et al., 2006), et d’une facon similaire a

celle observée pour les flavivirus (Stiasny & Heinz, 2006).
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D’autre part, la fusion est dépendante de la température puisque aucune fusion n'a été signalée
a 4° C (Lavillette et al., 2006) et elle est facilitée par la présence de cholestérol et la faible
concentration d'ApoCI (Dreux et al., 2007 ; Lavillette et al., 2006). Il est a noter que la fusion
du virus avec les liposomes ne nécessite aucun récepteur du virus, ce qui est souvent le cas
des virus dépendants du pH, mais il est possible que l'incorporation de récepteurs de surface
cellulaire dans la membrane des liposomes aboutirait a une fusion beaucoup plus efficace.

Suite a la fusion, le génome du HCV est vraisemblablement libéré dans le cytosol, ou il est
directement traduit pour synthétiser les protéines virales et commencer la réplication de
I’ARN génomique. Il est a noter, qu’au niveau du foie, Les cellules infectées forment des
groupes de cellules suggérant ainsi que le virus se transmet de fagon directe par contact de

cellule a cellule (Wieland et al., 2014).
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Figure 29. Représentation schématique de I’étape d’entrée du HCV. Les LVPs intéragissent avec
les GAGs et les LDLr au niveau de la membrane basolatérale des hépatocytes. Apres cet attachement
initial, les LVPs entrent en interaction avec SR-BI et CD81 ainsi qu’avec CLDNI1 et OCLN, protéines
de jonction serrées. A ce stade, I’hétérodimérisation de CD81 et CLDNI rend ce complexe actif et
initie le processus d’internalisation. Le virus est ensuite internalisé a I’intérieur de la cellule par un
processus dépendent de la clathrine. L’ acidification au niveau des endosomes précoces aboutit a la
fusion de I’enveloppe virale avec la membrane endosomale et la libération du génome dans le
cytoplasme. L’entrée virale pourrait €tre favorisée par 1’activité du récepteur EGFR, en influengant
I’hétérodimérisation entre CD81 et CLDNI et la fusion au niveau des endosomes (Adapté a partir de
McCartney et al., 2011).
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IV.2. La traduction du génome viral

Le génome du HCV contient un seul ORF, qui se trouve flanqué par deux (5 et 3”) régions
non-codantes (NTRs). Ces régions contiennent des structures essentielles pour la réplication
et la traduction du génome virale (Lohmann, 2013). La région non codante 5’UTR contient un
site IRES, qui initie la traduction du génome virale en une polyprotéine immature et cela en
permettant D’interaction entre I’ARN et la sous—unité ribosomale 40S (figure 30). Apres
I’acquisition de 3 facteurs d’initiation (eIF3, eIF2 et elF5), il y a formation du complexe
ribosomal 80S, ce dernier est responsable de la traduction du génome viral et la synthese de la
polyprotéine. Apres clivage post- et co-traductionnel de la polyprotéine par des protéases
virales et cellulaires, 10 protéines virales sont produites (core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A, and NS5B) (cf partie 11.4. Les protéines virales) (Moradpour & Penin, 2013).
Les protéines structurales (core, E1 et E2) ainsi que la jonction entre p7 et NS2, sont clivées
par une peptidase signal. La protéine NS3 par son domaine peptidase est responsable du
clivage entre NS4A et NS4B. La protéine NS4A s’associe ensuite @ NS3 pour former le
complexe NS3/NS4A responsable des clivages entre NS4B et NS5A ainsi qu’entre NS5A et
NSS5B. Le clivage entre NS2 et NS3 se fait par le domaine protéase de NS2.

IV.3. La réplication virale

Apres leur synthese, les protéines virales se retrouvent toutes associées a la membrane du RE.
Les protéines NS3/4A, NS4B, NS5A, et NS5B sont celles qui forment le complexe de
réplication responsable de la transcription de I’ARN positif de virus en un ARN intermédiaire
de sens négatif (Lohmann, 2013). La protéine NS5B est I’ARN polymérase dépendant de
I’ARN. Elle est donc le moteur de la réplication virale. L’ARN brin négatif nouvellement
synthétisé sert ensuite de matrice pour la synthése d’autres ARN génomiques qui seront
ultérieurement assemblés en particules virales infectieuses. Dans les hépatocytes, L’ARN
synthétisé est stabilisé par le microARN 122 (miR-122) (Jopling et al., 2005). Ce microARN
est abondant dans le foie et il protége ’ARN génomique du HCV de la dégradation par
I’exonucléase Xm1 (Li et al., 2013).

La réplication du HCV se fait dans un microenvironnement cellulaire appelé « membranous
web » formé essentiellement par des vésicules a double membrane (figure 30). Les sites de
réplications sont formés par des réarrangements de membranes cellulaires (Lohmann, 2013).

La protéine membranaire NS4B, a été identifiée comme jouant potentiellement un role
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important dans la formation des vésicules membranaires au niveau des « membranous web »
Gouttenoire et al., 2010), mais seule la protéine NS5A est capable d’induire la formation des
vésicules a double membrane d’un diametre équivalent a ce qui est observé dans les cellules
infectées (Egger et al., 2002 ; Reiss et al., 2011 ; Romero-Brey et al., 2012). Cependant,
aucune des protéines non-structurale exprimées seules n’est capable d’induire la formation
d’un membranous web complet, suggérant ainsi que les réarrangements des membranes dans
les cellules infectées par le HCV nécessitent 'action coordonnée de toutes les protéines du

complexe de réplication.

Différents facteurs cellulaires influencant la réplication et la traduction du HCV ont été
identifiés (Germain et al., 2014 ; Shulla & Randall, 2012). Un bon nombre de ces facteurs
sont impliqués dans le trafic intracellulaire (Berger & Randallet al., 2009). Parmi ceux-ci, on
peut citer la PI4KIII (pour Phosphatidyl-Inositol-4-Kinase-III), un facteur cellulaire impliqué
dans la réplication du HCV qui a été identifié¢ dans plusieurs criblages a I’aide de banques de
siRNA (Berger & Randall, 2009). L’interaction de la PI4KIII avec la protéine NS5A induit
I’accumulation du phosphatidylinositol-4-phosphate (PI4P) au niveau du membranous web
(Reiss et al., 2011). L’absence de I’activité du PI4KIII ou de I’interaction NS5A-PI4KIII
induit un changement dans la morphologie de la membranous web (Reiss et al., 2011, 2013).
La ARFGAPI, une GTPase spécifique des protéines ARF, est responsable du maintien d’un
microenvironnement enrichi en PI4P en éliminant la PI4P phosphatase Sacl du site de
réplication viral et cela se fait apres interaction avec la protéine virale NS5A qui rend la
GTPase active (Li et al., 2014). Il a également été rapporté que la formation des vésicules
membranaires est bloquée par des inhibiteurs de cyclophiline A, un autre partenaire de NS5A
qui est essentiel pour la réplication de I’ARN génomique (Madan et al., 2014). D’une facon
trés intéressante, les protéines des pores nucléaires ainsi que les facteurs de transport nucléaire
sont également impliqués dans la formation de la membranous web (Neufeldt et al., 2013).
Parmi les facteurs cellulaires impliqués dans le cycle infectieux du HCV, il a aussi ét¢ montré
que GBF1 (pour Golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor 1),
un facteur d’échange nucléotidique des protéines G de la famille Arf (pour ADP Ribosylation
Factors) qui régule la dynamique membranaire, est un facteur nécessaire a la réplication de
HCV (Goueslain et al., 2010). Des données plus récentes indiquent que GBF1 agit sur le HCV
en activant les protéines Arf4 et Arf5 (Farhat et al.,, 2016). D'autres protéines cellulaires,
VAP-A et VAP-B (pour Vesicle-Associated membrane protein-associated Protein A and B),

sont ¢galement essentielles pour la réplication de I'ARN viral ainsi que le cholestérol qui a
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¢galement ¢été trouvé au niveau du membranous web (Paul et al.,, 2013). En plus du
cholestérol, d'autres lipides jouent également un rdle dans la réplication du HCV. Il est de
plus important de noter que ’infection par le HCV altére I'expression de génes impliqués dans
le métabolisme lipidique (Diamond et al., 2010).

Dans le contexte de la réplication du HCV, les gouttelettes lipidiques convergent vers le
membranous web. Ces gouttelettes lipidiques sont impliquées dans la réplication virale
(Targett-Adams et al., 2008a) et dans la coordination de la syntheése de I’ARN virale et la
morphogenese de la particule (Miyanari et al., 2007). La protéine Rabl8, une protéine
associée aux gouttelettes lipidiques, semblerait étre responsable de l'association de NS5A
avec les gouttelettes lipidiques (Salloum et al., 2013). Une autre protéine des gouttelettes
lipidiques, la TIP47 (pour Tail-Interacting Protein 47), joue également un rdle dans la
réplication virale du HCV en interagissant avec NS5A (Vogt et al., 2013 ; Ploen et al., 2013).
Enfin, il est a signaler que la protéine NS5A joue un rdle crucial dans la formation du
membranous web et le recrutement de la réplicase aux gouttelettes lipidiques et cela apres

interaction de NS5A avec plusieurs protéines cellulaires (Eyre et al., 2014).
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Figure 30. La traduction et la réplication du HCV. La traduction : 1) L’ARN viral décapsidé est
traduit en une polyprotéine immature qui apres plusieurs clivages d’origine virale et cellulaire aboutit
a la formation des protéines virales matures. 2) les protéines virales non-structurales se trouvent
insérées dans la membrane du RE. Ensuite, la protéine core est transportée vers les gouttelettes
lipidiques. La réplication : 3) La formation de la membranous web, médiée par les protéines NS4B et
NSS5A, est une étape essentielle pour I’initiation de la réplication virale. Par la suite, lesSARN viraux —
et + sont synthétisés par le complexe de réplication (RC). 4) L’ARN+ simple brin interagit avec la
protéine core pour initier le processus de I’assemblage (Adapté de Moriishi & Matsuura, 2012).
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IV.4. L’assemblage et la sécrétion des particules virales

L’assemblage des virions du HCV nécessite la présence de I’ARN génomique et des
différentes protéines virales structurales et non structurales au niveau du site d’assemblage,
notamment les gouttelettes lipidiques (Miyanari et al., 2007), ou elles seront regroupées d’une
manigere trés organisée (Lindenbach, 2013). Ce n’est que depuis la mise au point d’un systéme
de réplication pour le HCV (HCVcc) qu’il est possible d’étudier 1’étape d’assemblage viral
(Wakita et al., 2005). Une des particularités des virus de la famille des Flaviviridae incluant
le HCV est I’'implication des protéines virales non structurales dans le processus d’assemblage
viral. De plus, la morphogeneése du HCV est intimement liée au métabolisme des lipides
cellulaires.

La protéine core est le composant principal de la particule virale et qui aprés interaction avec
I’ARN viral forme la nucléocapside. Apres sa synthése et son repliement, la protéine core
forme des homodimeéres qui seront ultérieurement transportées aux gouttelettes lipidiques
(Barba et al., 1997 ; Moradpour et al.,1996) (Figure 31). L’interaction de la protéine core via
son domaine C-terminal hydrophobe avec les gouttelettes lipidiques est une étape cruciale
pour le recrutement des autres composants de la particule virale au cours de 1’assemblage
(Miyanari et al., 2007), notamment, 1’interaction core-NS5A assure le recrutement de I’ARN
dans la particule virale au cours de 1’assemblage (Masaki et al., 2008). L’interaction core-
gouttelettes lipidiques conduit a des changements dans la localisation cellulaire de celles-ci.
Généralement, dans les cellules non infectées, les gouttelettes lipidiques se trouvent réparties
dans le cytoplasme, alors qu’apres infection par le HCV, ces gouttelettes ont une distribution
péri-nucléaire (Boulant et al., 2008). L'interaction core-gouttelettes lipidiques peut étre
influencée par des protéines cellulaires. En effet, il a ét¢ montré que la DGATI (pour
diacylglycérol acyltransférase-1), une enzyme impliquée dans la morphogenese des
gouttelettes lipidiques, interagit avec la protéine core et facilite 1'interaction entre la protéine
core et les gouttelettes lipidiques ainsi que la production de virus (Herker et al., 2010). Le
recrutement de la protéine core aux gouttelettes lipidiques nécessite également le PLA2G4
(pour MAPK-regulated cytosolic phospholipase A2) (Menzel et al., 2012). De plus, 'lKK-a
(pour IjB kinase-a) a également été montré comme facteur essentiel pour l'assemblage de

HCV (Lietal., 2013).
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Parmi les protéines virales non structurales, la protéine NS5A est impliquée dans le processus
d’assemblage, méme si son rdle exact est mal connu. L’équilibre entre les formes
hyperphosphorylée et hypophosphorylée de NS5A semble réguler la transition de la
réplication vers 1’assemblage. Ainsi, la forme hyperphosphorylée est associée a 1’assemblage
en diminuant I’interaction entre NS5A et I’ARN viral (Masaki et al., 2014). Cette forme de
NS5A est capable d’une part d’interagir avec la protéine core via son domaine C-terminal et
d’autre part de s’associer au complexe p7-NS2 (Masaki et al., 2008, 2014). D’une manicre
trés intéressante, NS5A est aussi capable d’interagir avec 1I’ApoE, une apolipoprotéine clé
dans I’assemblage et la sécrétion du HCV (Benga et al., 2010 ; Cun et al., 2010).

Un autre composant majeur de la particule virale est le complexe formé par les glycoprotéines
d'enveloppe. Les glycoprotéines E1 et E2 du HCV forment un hétérodimére non covalent, qui
est retenu dans le RE (Dubuisson et al., 1994). Par la suite, ce complexe glycoprotéique migre
a proximité des gouttelettes lipidiques ou l'assemblage a lieu (Miyanari et al., 2007). Il a été
montré que NS2 interagit avec E1, E2 et p7 et ces interactions sont essentielles pour la
migration de I'hétérodimeére E1E2 vers le site de I’assemblage des virions (Jirasko et al.,
2010 ; Ma et al., 2011 ; Popescu et al., 2011 ; Stapleford et al., 2011). Il a également été
montré que I’hétérodimeére E1E2, NS2 et p7 forment une unité fonctionnelle qui migre vers
les gouttelettes lipidiques (Popescu et al., 2011). La protéine p7 une fois oligomérisée
permettrait, par ses propriétés de transport de cations, d’équilibrer le pH dans le compartiment
de sécrétion des particules virales et donc d’éviter des changements conformationnels
précoces, induits par un pH acide (Wozniak et al., 2010).

En plus des protéines NSS5A, p7 et NS2, les autres protéines virales non structurales sont
¢galement impliquées dans le processus d'assemblage et de sécrétion. Le complexe
NS3/NS4A est également impliqué dans I’encapsidation de I’ARN viral (Ma et al., 2008 ; Yi
et al., 2006). 11 a ét¢ montré que des mutations au niveau du domaine hélicase de NS3 ainsi
que dans le domaine C-terminal de NS4A aboutiraient a un défaut dans 1’assemblage de la
particule virale (Phan et al., 2011; Pietschmann et al., 2009). De plus, des études
biochimiques ont montré que des interactions entre le domaine hélicase de NS3 et la protéine
core sont essentielles pour I’assemblage du virus (Jones et al., 2011 ; Mousseau et al., 2011).
Enfin, I a ét¢ montré que les protéines NS4B et NS5B sont également impliquées dans le
processus de I’assemblage mais on ne sait pas si elles sont impliquées d’une fagon direct ou
indirect dans la morphogenése des virions (Gouklani et al., 2012 ; Jones et al., 2009).

La biogenese du virion HCV est étroitement liée a la voie d'assemblage des VLDL (figure

31). En effet, les inhibiteurs de la MTTP (pour Microsomal Triglyceride Transfer Protein),
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une protéine impliquée dans la biogenése des VLDL, bloquent la production des particules
virales (Gastaminza et al., 2008 ; Huanget al., 2007 ; Nahmias et al., 2008). De plus,
I’ACSL3 (pour long chain acyl-CoA synthetase 3), un enzyme impliqué dans 1’assemblage
des VLDL et le HNF4a (pour hepatocyte nuclear factor 4a), un facteur de transcription qui
module la voie de sécrétion des VLDL, sont également responsables de la régularisation de la
production des virions, ce qui renforce 1’idée que les virions suivent la voie de sécrétion des
VLDLs (Li et al., 2014 ; Yao & Ye, 2008). Plusieurs apolipoprotéines (ApoE, ApoB ...) ont
été trouvées en association avec la particule virale mature (Bartenschlager et al., 2011 ;
Catanese et al., 2013). L’apolipoprotéine ApoE est impliquée dans I’assemblage et la
maturation des particules virales (Da Costa et al., 2012 ; Hueging et al., 2014 ; Jiang & Luo,
2009). Des études ont montré que parmi les apolipoprotéines, seule I’apoE est capable
d’induire la sécrétion de particules virales infectieuses (Da Costa et al., 2012 ; Hueging et al.,
2014). La voie d’ESCRT (pour Endosomal-Sorting Complex Required for Transport), est
impliquée dans le processus de bourgeonnement de la particule virale au niveau du RE mais
son role est mal connu (Ariumi et al., 2011 ; Corless et al., 2010 ; Tamaiet al., 2012). Cette
voie est également responsable de la sécrétion des exosomes, contenant de I’ARN virale, a
partir des hépatocytes infectées (Dreux et al., 2012). Enfin, aprés l’assemblage et le
bourgeonnement au niveau du RE, les particules virales sont sécrétées par la voie de sécrétion
des VLDLs (Coller et al., 2012). Durant cette étape, 1’association des particules virales avec
différentes apolipoprotéines permet a ces particules d’acquérir leur faible densité avant

qu’elles soient sécrétées par exocytose (Gastaminza et al., 2006 ; 2008).

IV.5. Transmission cellule - cellule

Il existe deux voies de transmission du virus a de nouvelles cellules hépatocytaires : la voie
d’entrée décrite précédemment et la voie de transmission de cellule a cellule (Timpe et al.,
2008). Ce dernier mode de transmission est le mode d’infection utilis¢ préférentiellement par
les virus résistants aux thérapies utilisant des molécules ciblant directement le virus (les
DAAs) (Xiao et al., 2014) et est aussi une des alternatives utilisées par le HCV pour échapper
aux anticorps neutralisants. Les protéines SR-BI, CLDN1 et OCLN sont importantes au cours
de ce mode de transmission entre les hépatocytes (Timpe et al., 2008) alors que, le rdle de

CDS8I est controversé (Brimacombe et al., 2011; Timpe et al., 2008).
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Figure 31. Représentation schématique des étapes de I’assemblage et de la sécrétion des
particules virales du HCV. Assemblage : aprés clivage et maturation de la protéine core, cette
derniére sera transportée vers les gouttelettes lipidiques par une protéine nommée DGATI. La liaison
core-gouttelettes lipidiques d’une part et le complexe de réplication d’autre part forme le site
d’assemblage du virus. L’ ARN synthétisé, aprés réplication, est transféré vers le site d’assemblage par
le complexe NS3/4A ou NS5A. Ensuite, les glycoprotéines E1 et E2 interagissent avec la protéine core
et avec le complexe de réplication via les protéines p7 et NS2. L’étape de bourgeonnement commence
par I’encapsidation de ’ARN viral au niveau du RE. Maturation et sécrétion : 1’interaction des virions
avec les lipoprotéines au cours de 1’étape de sécrétion est essentielle pour la maturation de la particule
virale. En effet, la liaison a I’ApoE d’une part et la fusion avec les gouttelettes lipidiques dans la
lumiére du RE d’autre part constituent deux étapes cruciales pour la maturation des virions et
I’acquisition de leur faible densité. Enfin, ces virions seront sécrétés a I’extérieur de la cellule par
exocytose (Adapté de Vieyres et al., 2014).
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V. Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

V.1. Biogenése de E1 et E2

V.l.a. Synthése, et déterminants de I’hétérodimére E1E2

Les glycoprotéines d'enveloppe El et E2 sont deux protéines transmembranaires (TM) de
type I hautement glycosylées, ayant chacune un ectodomaine N-terminal de 160 et 330 acides
aminés, respectivement, et un domaine C-terminal d'environ 30 acides aminés. E1 et E2 sont
adressées au RE grace aux séquences signal internes présentes dans la région C terminale de
la protéine située en amont sur la polyprotéine. De cette maniere, la région C terminale de la
protéine Core contient le peptide signal de El et la partie C terminale de E1 correspond au
peptide signal de E2 (cf figure 9). Suite a la traduction de la polyprotéine virale, la protéine
El est libérée par clivage simultanée de la jonction Core/El et E1/E2 par un signal peptidase
cellulaire (cf figure 9). Un dernier clivage a la jonction E2/p7 permet de libérer la protéine E2.
Cependant, les clivages des jonctions E2/p7 et p7/NS2 sont retardés, conduisant a I’existence
de précurseurs E2-p7-NS2 dans les cellules infectées (Dubuisson et al., 1994 ; Grakoui et al.,
1993 ; Lin et al., 1994). Ces intermédiaires ne semblent pas étre indispensables au cycle du
virus (Jones et al., 2007). Au cours de leur synthése les ectodomaines de E1 et E2 sont
transloqués dans la lumiére du RE et leur domaines transmembranaires (TMDs) sont insérés
dans la membrane. E1 et E2 s’assemblent sous forme d’hétérodiméeres non covalents. Leurs
domaines transmembranaires contiennent deux séries d’acides aminés hydrophobes séparés
par au moins un résidu polaire conservé. Ces domaines contribuent a I’ancrage membranaire,
a la rétention dans le RE et a I’hétérodimérisation des protéines E1 et E2 (Cocquerel et al.,
2000 ; Vieyres et al., 2014). En plus des TMDs, d’autres régions des ectodomaines de E1 et
E2 participent a I’interaction entre E1 et E2 (Albecka et al., 2011 ; Douam et al., 2014 ;
Drummer & Poumbourios, 2004). La formation de 1’hétérodimere E1E2 est un processus lent
et complexe. Les repliements des glycoprotéines E1 et E2 sont interdépendants et nécessitent
la contribution des protéines chaperonnes du RE comme la calnexine et la protéine disulfide
isomérase (Lavie et al., 2007). Cependant, E2 peut étre exprimé seul et présenter une structure
native reconnue par les anticorps conformationnels et capable de se lier aux récepteurs
cellulaires du HCV (Heile et al., 2000). L’expression de E1 et E2 dans les cellules Caco-2
polarisées et HepG2 conduit a leur association avec les lipoprotéines et leur sécrétion dans le

milieu extracellulaire (Icard et al., 2009). Par ailleurs, il existe des incompatibilités
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intergénotypiques entre les protéines El et E2 de différents génotypes. Ainsi, la
caractérisation de virus HCVcc présentant des hétérodiméres chimériques a révélé que
certaines combinaisons de génotypes sont non fonctionnelles pour 1’entrée du virus (Albecka

etal., 2011 ; Carlsen et al., 2013 ; Douam et al., 2014 ; Maurin et al., 2011).

V.1.b. Repliement, glycosylation et formation des ponts disulfures

La maturation des glycoprotéines d’enveloppe a lieu dans le RE. Elle implique la formation
de ponts disulfures par les PDI (pour Protein Disulfide Isomerase) et la glycosylation de la

protéine par la machinerie de N-glycosylation.

V.1.b.i. La glycosylation

Les N-glycanes représentent le tiers de la masse des glycoprotéines d’enveloppe du HCV
avec 4 N-glycanes confirmés sur E1 et 11 sur E2 (figure 32). Malgré la grande variabilité
génétique du virus, la majorité des sites de glycosylation de E1 et E2 sont bien conservés chez
les différents génotypes (Goffard et al., 2005 ; Helle et al., 2007). Cela suggére un rdle
important pour ces sucres dans le cycle viral. Ainsi, des études de mutagénese dirigée ont
révélé que ces glycanes étaient cruciaux pour ’assemblage et 1’infectiosité du virus. Ils
modulent 1’hétérodimérisation de E1 et E2, leur repliement, leur interaction avec les
récepteurs et les anticorps neutralisants ainsi que la fusion du virus (Helle et al., 2010). La N-
glycosylation débute dans le RE avec 1’ajout de glycanes sur la chaine polypeptidique en
cours de synthése. Les différents procédés de modification des glycanes dans le RE
conduisent a une diversité limitée. Ainsi, les glycanes obtenus portent des ramifications
exclusivement composées de résidus mannoses (high-mannose glycans). Dans 1’appareil de
Golgi, une diversification structurale est introduite conduisant a la formation de glycanes
complexes. Ainsi, la nature des glycanes renseigne sur le trafic cellulaire de la protéine lors de
sa biogenese. Du fait de leur transit par I’appareil de Golgi, les glycoprotéines E1E2 associées
aux HCVcc présentent des glycanes de type oligomannosidique et complexe. Par contre, dans
le contexte des HCVpp, El et E2 présentent principalement des glycanes de type-complexe.
Ce résultat souligne 1’existence de différences dans les processus d’assemblage dans ces deux

systémes (Vieyres et al., 2010).
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Figure 32. Les glycoprotéines E1 et E2. a. Les sites de glycosylations sur les glycoprotéines
d’enveloppe du HCV (Helle et al., 2009). b. Représentation schématique de 1’hétérodimére E1-E2 sur
la surface de la particule virale (Voisset & Dubuisson, 2004).

V.1.b.ii. La formation des ponts disulfures

Les ectodomaines des protéines E1 et E2 contiennent de nombreux résidus cystéine qui
forment des ponts disulfures dans I'environnement oxydant du RE. Dans les systémes
d'expression hétérologue, une grande partie des protéines El et E2 suit un processus de
repliement non productif et forme des agrégats mal repliés, stabilisés par des liaisons
disulfures intermoléculaires. Le processus de repliement conduisant a 1’obtention d’un
hétérodimere fonctionnel est lent et assisté par la protéine chaperonne calnexine. De plus, il
nécessite une assistance réciproque de E1 et E2. Dans ce contexte, les protéines E1 et E2
forment des hétérodimeéres non covalents et les cystéines sont engagées dans des ponts
disulfures intramoléculaires (Lavie et al., 2007). Ces formes fonctionnelles de E1 et E2 sont
reconnues par des anticorps conformationnels (Cocquerel et al., 2003 ; Deleersnyder et al.,
1997 ; Dubuisson & Rice, 1996). Dans le systtme HCVpp, les cellules produisent des
hétérodimeres fonctionnels et des agrégats non fonctionnels, mais les particules de HCVpp
intégrent principalement les complexes fonctionnels correspondant aux hétérodimeres non

covalents (De Beeck et al., 2004 ; Flint et al., 2004).
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A linverse, les protéines E1 et E2 associées aux particules HCVce forment de grands
complexes connectés par des ponts disulfures (Vieyres et al., 2010). Ces liaisons covalentes
sont susceptibles de contribuer a la résistance de la particule aux faibles pH. Ce résultat
suggere qu’un réarrangement des liaisons disulfures est nécessaire pour induire la fusion a pH
acide (Tscherne et al., 2006).

De maniére inattendue, la mutation individuelle des cystéines de El atténue seulement
I’infectiosité du virus alors que la mutation individuelle des cystéines de E2 inactive le virus

(McCaffrey et al., 2012 ; Wahid et al., 2013).

V.2. Organisation globale et structure

Parmi les deux glycoprotéines E1 et E2, E2 est actuellement la mieux caractérisée. Elle
constitue la protéine de liaison aux récepteurs cellulaires et la cible majeure des anticorps
neutralisants. L’interaction directe de E2 avec les récepteurs cellulaires CD81 et SR-BI a pu
étre mise en évidence. La glycoprotéine posséde plusieurs régions hypervariables (HVR). Les
27 résidus N-terminaux de la protéine constituent la région hypervariable 1 (HVR1 ; 384-410
aa.). Cette région est la cible d’anticorps neutralisants et est de ce fait soumise a une forte
pression sélective. La région hypervariable 2 (HVR2 ; 461-481a.a) est flanquée par des
résidus cystéines conservés qui forment une liaison disulfure exposée a la surface de la
protéine. HVR3 (434-450 a.a.) recouvre une région immunogene de E2 (épitope II) ciblée par
certains anticorps neutralisants (Lapierre et al., 2011). La quatriéme région hypervariable,
appelée IgVR (pour Intergenotypic Variable Region) s'étend des résidus 570 a 580
(McCaffrey et al., 2007). Cette région est relativement conservée au sein d’un méme génotype
mais présente une importante variabilit¢é d’un génotype a 1’autre. HVR2 et IgVR sont
importantes pour 1'hétérodimérisation de E1 et E2 et pour l'infectiosité du virus (McCaffrey
et al., 2011). Les trois régions, HVR1, HVR2 et IgVR, peuvent étre supprimées dans une
forme soluble de E2 sans affecter le repliement global de la glycoprotéine E2 (McCaffrey et
al., 2007). Cependant, la délétion de ces trois régions entraine une perte d'infectiosité
(Bankwitz et al., 2010 ; Forns et al, 2000 ; McCaffrey et al., 2011).

La région contenant les sites de liaison aux récepteurs du virus (a.a résidus 384-661) est
connectée au domaine transmembranaire par un segment d’environ 30 aa (aa résidus 716-
746). Ce dernier contient une série de répétitions en heptade (résidus 675-699) qui s'est avéré

important pour |'hétérodimérisation de El1 et E2 et pourrait étre impliqué dans la
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réorganisation du complexe E1E2 lors du processus de fusion (Albecka et al., 2011; Drummer
& Poumbourios, 2004; Perez-Berna et al., 20006).

Pendant longtemps, la caractérisation structurale de E1 et E2 a été limitée par les difficultés
rencontrées lors des tentatives d’expression et de purification des protéines dans leur forme
native. La plupart des virus de la famille des Flaviviridae possedent des protéines de fusion de
classe II. Ainsi, en I’absence de données cristallographiques, il avait été¢ proposé que le HCV
possédait le méme type de protéine de fusion que les membres de sa famille. Plus récemment,
la structure cristallographique de l'ectodomaine de la protéine E2 a été déterminée par deux
groupes de chercheurs (Khan et al., 2014 ; Kong et al., 2013). Dans les deux cas, des formes
tronquées solubles de [’ectodomaine exprimées sans El1 ont pu é&tre crytallisées.
Contrairement a ce qui a été suggéré précédemment (Krey et al., 2010), cette protéine ne
présente pas l'organisation en trois domaines caractéristique des protéines virales de fusion de
classe II. En effet, E2 présente une structure globulaire contenant de nombreuses régions sans
structures secondaires particulieres (456-491 a.a). Elle posséde un domaine central de type
immunoglobuline constitu¢ par un sandwich de feuillets B (résidus 492 a 566 a.a.). Ce
domaine est flanqué a I’avant et a I’arriére par deux couches contenant des boucles, de courtes
hélices a et des feuillets § (Figure 33-B). Les deux structures présentent les mémes ponts
disulfures. De plus I’é¢tude de Kong a permis de localiser la région d’interaction avec le
récepteur cellulaire CD81 dans la partie avant (« front layer ») de la protéine.

Ces données structurales indiquent que E2 ne présente pas les caractéristiques structurales des
protéines de fusion, ce qui suggere que El seul ou en association avec E2 pourrait étre
responsable de 1'étape de fusion (cf partie V.4.c.v. Caractérisation de la structure de EI et E2
et implication dans le processus de fusion). Cependant, les données structurales concernant
l'ectodomaine de E1 sont encore trop limitées pour étayer cette hypothése.

En ce qui concerne la glycoprotéine E1, seule la structure cristallographique de la région N-
terminale comprenant les acides aminés 192 a 270 a été décrite (E1 Omari et al., 2014). Cette
structure partielle a révélé un réseau complexe d’homodimeres covalents. La structure de la
région N-terminale d’un monomeére de E1 consiste en une épingle a cheveux B (résidus 192-
205) (B1-B2, figure 34) suivie d’une hélice o de 16 acides aminés (résidus 208-223) (al,
figure 34) flanquant un feuillet  de trois brins antiparalleles (B3, 4 et B5). Dans ce feuillet f3,

la boucle entre les brins 4 et 5 contient 10 résidus désordonnés.
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Figure 33. Structure cristallographique de la glycoprotéine E2 du HCV. A) Représentation
schématique de I’ectodomaine de la protéine E2. B) la glycoprotéine E2 du HCV colorée par les
principaux composants structuraux: le feuillet interne B-sandwich, le feuillet externe du B-sandwich et
le site de liaison au récepteur CD81 (519-535 a.a). Les ponts disulfures sont représentés sous forme de
batonnets jaunes. Les régions désorganisées sont indiquées en pointillés.

En plus de la caractérisation structurale de la région N-terminale de E1, une étude par RMN a
¢galement été réalisée sur un peptide situé¢ dans la région C-terminale de l'ectodomaine E1 (aa
314-342). Cette étude a révélé la présence de 2 autres hélices a (a2 et a3, Figure 34). Ce
peptide a la capacité d’interagir avec les membranes, ce qui suggere qu'il peut interagir soit
avec la membrane de 1’enveloppe virale lors de 1'assemblage, soit avec la membrane de 1’hote
pendant I’étape de fusion (Spadaccini et al., 2010). Plus récemment, une équipe a co-
cristallisé le fragment Fab d'un anticorps monoclonal humain dirigé contre E1 (IGH526) avec
un composant majeur de son épitope (a.a 314-324). Ces données ont confirmé que ce peptide
adoptait une structure hélicoidale correspondant a I’hélice a2 (Kong et al., 2015) (figure 34).
Enfin, des études par RMN du domaine TM de E1 ont montré que ce domaine adoptait une
conformation hélicoidale, avec des étirements hélicoidaux au niveau des résidus 354-363 et
371-379 séparés par un segment plus flexible entre les résidus 364-370 (04 et a5, figure 34)
(De Beeck et al., 2000 ; Zazrin et al., 2014).
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Figure 34. La séquence et les caractéristiques structurales identifiées dans E1. Cette figure montre
la séquence de E1 de l'isolat JFHI avec I'épitope A4 (spécifique du génotype 1a) ajouté a son extrémité
N-terminale (aa 197-207). Le domaine TM est souligné et le potentiel peptide de fusion est coloré en
vert. Les résidus impliquées dans les interactions croisées de El avec la glycoprotéine E2 sont
indiquées en bleu: (8$), (€). Les résidus identifiés avec des mutations résistantes a des inhibiteurs
d'entrée et susceptibles d'affecter la fusion sont indiquées en rouge: (*), (**), (***). La position d'une
mutation conduisant a un changement de dépendance de CLDN1 a CLDNG6 est indiquée en orange (£).

V.3. Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 et la neutralisation virale

Le role des anticorps neutralisants est de bloquer 'entrée du virus dans les cellules hdtes en
ciblant les glycoprotéines de l'enveloppe virale. Ils peuvent également bloquer différentes
étapes de I’entrée en inhibant D’internalisation ou les changements de conformation
nécessaires lors de 1’étape de fusion. Ils exercent une forte pression de sélection sur le virus,
ce qui conduit a I'apparition de mutants de résistance.

Avant 1I’établissement du systtme HCVpp en 2003 (Bartosch et al., 2003a, 2003¢ ; Hsu et al.,
2003), les anticorps ont été principalement testés pour leur capacité a neutraliser 1’étape
d’attachement qui ne correspond pas toujours a leur véritable capacité de neutralisation. Les
anticorps polyclonaux dérivés d’animaux infectés expérimentalement ou de patients
naturellement infectés par le HCV, permettent d'évaluer l'importance de l'activité de
neutralisation anti-HCV in vivo. Les anticorps monoclonaux permettent d’étudier en détail

les étapes du cycle infectieux et d’identifier les épitopes impliqués dans la neutralisation.
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V.3.a. Les épitopes neutralisants de E2

Comme mentionné précédemment, la protéine E2 est la principale cible de la réponse
immunitaire humorale. Plusieurs régions de E2 sont ciblées par des anticorps neutralisants.
Les 27 premiers résidus de E2 qui correspondent & HVRI1 constituent une région
immunogene. Cette région joue d’importants roles dans I’interaction de E2 avec le récepteur
SR-BI, I’assemblage et la sécrétion des particules virales et les capacités d’adaptation du virus
(Bankwitz et al., 2010, 2014 ; Prentoe et al., 2014). HVRI1 présente une grande variabilité et
de ce fait, les anticorps ciblant cette région présentent une faible capacité a neutraliser une
large gamme de génotypes (Wang et al., 2011). Par ailleurs, des études ont révélé que des
virus dépourvus de cette région étaient plus sensibles a la neutralisation par des anticorps
neutralisants ciblant le site de liaison a CD81. Ces données suggerent que HVR1 masque le
site d’acces a CD81 sur E2.

Les anticorps neutralisants a large spectre ciblent préférentiellement des épitopes
conformationnels conservés et pour la plupart inhibent I’interaction entre E2 et le récepteur
CDS8I. Les anticorps ciblant le site de liaison a CD81 reconnaissent soit des épitopes linéaires
situés entre les a.a 412 et 423, des épitopes conformationnels dans la région 523 a 535 soit des
¢épitopes a cheval sur ces deux régions.

Le premier groupe inclut des anticorps comme AP33 et 3/11 qui reconnaissent des épitopes
linéaires de la région 412 a 423, appelée épitope I (Zhang et al., 2007). Cette région située en
aval d’HVRI1 est trés conservée. Plusieurs autres anticorps monoclonaux ciblant cette région
ont été¢ décrits récemment. Parmi eux, H77.39 neutralise un large spectre de génotypes et
bloque la liaison de E2 a CD81 et SR-BI (Owsianka et al., 2006). La structure des complexes
formés par 1’épitope de E2 et plusieurs de ces anticorps monoclonaux a pu étre obtenue (Kong
et al., 2012a, 2012b ; Potter et al., 2012 ; Sabo et al., 2011). De manicre intéressante le résidu
W420 qui est important pour I’interaction avec CD81, est en contact avec tous les anticorps
monoclonaux ciblant la région 412-423. Cependant, des études réalisées sur des sérums de
patients infectés ont révélé une faible prévalence des anticorps ciblant cette région (Tarr et al.,
2007).

Le segment de E2 situ¢ entre les résidus 523 et 535 présente plusieurs résidus conservés qui
sont la cible d’anticorps neutralisants a large spectre. De plus, cette séquence est immunogene

dans le contexte de I’infection in vivo (Ball et al., 2014).
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Enfin, la troisiéme classe d’anticorps cible des épitopes chevauchant les régions 412-423 et
523-535. Cela suggere que ces deux régions sont spatialement proches sur la protéine E2
associée au virus (Perotti et al., 2008).

Le site de liaison a CD81 est fortement conservé et est relativement résistant a 1’émergence de
mutations d’adaptation (Keck et al., 2011 ; Owsianka et al., 2006). Ces propriétés font de
cette région une cible prometteuse pour le criblage d’anticorps thérapeutiques.

Les régions antigéniques 4 et 5 ont pu étre identifiés en dehors de la région d’interaction avec
CDS81 par criblage de banques d’anticorps obtenus a partir d’échantillons de patients
(Clementi et al., 2012 ; Giang et al., 2012). Parmi les anticorps monoclonaux ciblant ces
régions, AR4A qui reconnait un épitope discontinu sur E1 et E2, présente un large spectre de
neutralisation et peut limiter la progression de I’infection in vivo.

Une autre région antigénique de E2 s’étend des résidus 427 a 446 et constitue 1’épitope 11
(Zhang et al., 2007). Cette région est également impliquée dans I’interaction de E2 avec
CDS8I1. L’¢épitope II peut étre la cible d’anticorps neutralisants et non neutralisants. Les
structures des complexes formés par cet épitope avec un anticorps neutralisant (mAb#S ;
Deng et al., 2013) ou non neutralisant (mAb#12 ; Deng et al., 2014) ont été obtenues. Ces
données ont mis en évidence des différences d’organisation spatiale des région N- et C-
terminales de cet épitope en fonction du type d’anticorps associé (Deng et al., 2014). Ainsi, la
production d’anticorps neutralisants ou non neutralisants dirigés contre 1’épitope Il in vivo
pourrait dépendre des transitions entre les différentes structures adoptées par cet épitope au

cours du cycle viral.

V.3.b. Les épitopes neutralisants de E1

La glycoprotéine E1 est moins immunogene que E2 et son role dans l'entrée n'est toujours pas
clair. Cependant, E1 contient des épitopes neutralisants. En effet, les immunoglobulines G
polyclonales, obtenues chez les souris immunisées, se lient a la protéine d'enveloppe El et
neutralisent I’infection des génotypes 1 a 3 (Dreux et al., 2006 ; Pietschmann et al., 2006).
L'anticorps monoclonal H-111 humain (Keck et al., 2004b) qui englobe les résidus 192-202,
et qui dérive d'un patient infecté¢ chroniquement, interagit avec E1 de plusieurs génotypes (1 a
3). Cependant il présente une faible capacité a neutraliser le virus (Dreux et al., 2006 ; Gal-
Tanamy et al., 2008). Par ailleurs, les anticorps monoclonaux humains IGH505 et IGH526,
qui ciblent les résidus 313 a 327 de El neutralisent I’infection des HCVpp de tous les
génotypes, a l'exception du génotype 3a ainsi que celle des HCVcc de génotype la et 2a
(Haberstroh et al., 2008 ; Meunier et al., 2008).
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En plus des anticorps conformationnels neutralisants cités précédemment, 1’anticorps
conformationnel ARSA reconnait un épitope chevauchant E1 et E2 (Giang et al., 2012). Cet
anticorps qui présente d’importantes capacités de neutralisation entre en compétition avec

I’anticorps anti-E2 CBH-7 qui cible les mémes résidus de E2 (541 a 549 a.a.).

V.4. Fonctions de E1 et E2

L’enveloppe des virus enveloppés leur permet de traverser les bicouches lipidiques sans
altérer I’intégrité des membranes de la cellule hote. Cette stratégie favorise une propagation
efficace du virus. Les protéines d’enveloppe du virus sont en premicre ligne du processus
d’infection puisqu’elles médient ’entrée du virus dans les cellules. Cette étape nécessite
I’interaction du virus avec des récepteurs cellulaires spécifiques et la fusion entre les
membranes cellulaire et virale. L'enveloppe virale contient habituellement plusieurs protéines,
cependant, chez de nombreux virus, la méme protéine d'enveloppe peut fonctionner a la fois
comme protéine de liaison aux récepteurs et protéine de fusion (par exemple la protéine E des
flavivirus) (Anderson et al., 1992; Chen et al., 1997 ; Rey et al., 1995 ; Skehel & Wiley,
2000). D’autres virus utilisent deux protéines d'enveloppe distinctes et spécialisées qui
s'associaient au niveau de l'enveloppe virale (par exemple les alphavirus El et E2,
paramyxovirus F et HN) (Kielian et al., 2010). Les protéines de d’enveloppe du HCV E1 et
E2 jouent un role essentiel a différentes étapes du cycle viral, lors de I’entrée et de

I’assemblage des particules virales.

V.4.a. Assemblage

Les protéines d'enveloppe virale jouent généralement un role majeur dans I'assemblage et, en
fonction des familles de virus, peuvent également agir au niveau de [’étape de
bourgeonnement du virus (Welsch et al., 2007). L’encapsidation consiste a envelopper la
nucléocapside du virus dans une bicouche lipidique contenant les glycoprotéines virales. Le
bourgeonnement correspond a la libération de la nouvelle particule virale de la cellule
infectée. Cela peut avoir lieu au niveau de la membrane plasmique ou au niveau de
membranes intracellulaires (enveloppe nucléaire, RE, endosomes, appareil de Golgi). Dans ce
dernier cas, la sécrétion de virus dépendra de la voie de sécrétion de la cellule. Les forces
motrices pour initier le bourgeonnement du virus dépendent des glycoprotéines virales et des

protéines de capside.
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En ce qui concerne le HCV, la caractérisation détaillée de I’assemblage du virus est limitée
par la faible efficacit¢ de cette étape, ce qui complique la réalisation d’études en cellules
vivantes par des méthodes de microscopie a haute résolution. Cependant, cette étape implique
le recrutement coordonné du complexe E1E2, de la nucléocapside et de plusieurs autres
facteurs cellulaires et viraux. Comme chez les autres membres de la famille des Flaviviridae,
I’assemblage du virus implique des protéines structurales et non structurales (cf partie IV.4.
L’assemblage et la sécrétion des particules virales).

Le développement des systemes HCVcc et HCVpp a permis de distinguer les effets des
mutations dans EIE2 sur l'assemblage du virion de ceux sur D’entrée virale. Les
glycoprotéines d'enveloppe du HCV sont nécessaires a I’enveloppement du virus (Wakita et
al., 2005). De plus, des virus chimériques présentant des glycoprotéines de génotype
différents de celui du reste des protéines virales sont déficients pour I’enveloppement de la
nucléocapside. Cela suggere qu'une interaction entre les protéines d'enveloppe et d'autres
facteurs viraux est nécessaire pour cette étape d'assemblage du virus (Steinmann et al., 2013).
Par ailleurs, des ¢léments des protéines d’enveloppe modulent la composition lipidique de la
particule virale. En effet, la suppression de la région HVR1 conduit a la production de virions
infectieux qui présentent une densité plus élevée que le virus de type sauvage (Bankwitz et
al., 2010 ; Prentoe et al., 2011). En outre, ce mutant est plus sensible a l'inhibition par les

anticorps neutralisants.

V.4.b. Interactions avec les récepteurs

L’entrée du HCV dans les hépatocytes est un processus complexe qui mobilise un grand
nombre de facteurs cellulaires. Cependant, une interaction directe avec E2 a pu étre observée
seulement avec les récepteurs CD81 et SR-BI.

Plusieurs domaines de la protéine E2 sont impliqués dans l'interaction avec CD81qui dépend
du repliement correct de E2. De plus, la plupart des anticorps neutralisants ciblent ces sites de
liaison. Ainsi, la caractérisation des sites de liaison aux anticorps neutralisants par mutagenese
dirigée a permis I’identification de plusieurs domaines cruciaux dans E2 qui sont impliqués
dans I’interaction avec CD81 (revue dans Fénéant et al., 2014). Au moins trois régions de E2
interagissent directement avec CD81, mais d’autres régions peuvent moduler cette interaction.
La premicre région proposée se trouve dans HVR2 et s'é¢tend des résidus 474 a 494. La
deuxieéme région potentielle de liaison de E2 s'étend des résidus 522 a 551 et la derniére

région correspond aux résidus 612 a 620 (Fénéant et al., 2014). De plus, des études de
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microscopie ¢lectronique a partir des protéines E2 et CD81 purifiées ont montré que CDS81
interagissait directement avec plusieurs acides aminés dans le feuillet externe de E2 (aa 427-
430 et 442-444) et dans la boucle de liaison a CD81 (y compris aa 525 dans la région aa 522-
551) (Kong et al., 2013). En accord avec ces résultats, 1'ectodomaine de E2 qui ne contient
pas le domaine de liaison a CD81 n'interagit pas avec ce récepteur (Khan et al., 2014). La
délétion d’une partie de la région 474-492 dans E2 n'empéche pas son interaction avec CD81
indiquant ainsi que cette région n'est pas directement impliquée dans la liaison a CD81. De
maniere similaire, le segment 612-619 n’est pas localisé sur la méme face que la région de
liaison a CD81 et forme une hélice alpha qui pourrait étre cruciale pour la structure de E2
(Kong et al., 2013). Ainsi, cette région pourrait étre impliquée de maniere indirecte dans
I’interaction E2/CD81.

Plusieurs régions de E2 modulent I’interaction de E2 et CD81. Ainsi, la délétion de HVRI et
différentes mutations ponctuelles (G451R, V514A) renforcent I’interaction avec CDS81 tout en
réduisant la dépendance du virus au récepteur SR-BI pour I’entrée (Grove et al., 2008 ; Lavie
et al., 2014). D’autre part, le récepteur SR-BI lie une forme soluble de E2 (sE2) en
interagissant avec HVR1 (Scarselli et al., 2002). Des données expérimentales suggerent que
cette interaction induit des réarrangements dans E2 permettant ainsi I’exposition du domaine
de liaison a CD8]1.

Aucune interaction directe entre E1 et les récepteurs cellulaires du virus n’a été¢ décrite a ce
jour. Cependant, une étude par mutagenéese dirigée des résidus cystéine conservés dans E1 a
montré que cette protéine modulait I'exposition du site de liaison a CD81 sur E2 (Wahid et al.,
2013).

De plus, la sélection d'un virus présentant une diminution de dépendance vis-a-vis du
récepteur CLDNI1 en faveur du récepteur CLDN6 a conduit a l'identification d'une mutation
adaptative dans I'hélice a2 de la glycoprotéine E1 du HCV (H316N) (Hopcraft & Evans
2015). Par ailleurs, certaines mutations de E1 affectant 1’infectiosité des HCVpp peuvent
conduire a une diminution de la liaison de ces particules a des cellules exprimant CLDN1
(Douam et al., 2014). Dans ce contexte, il a été proposé¢ que I’hétérodimeére E1E2 puisse

¢galement interagir avec la premiere boucle extracellulaire (ECL1) de CLDNI.
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V.4.c. Fusion : une nouvelle classe de protéine de fusion chez le HCV ?

V.4.c.i. Le processus de fusion

Dans le but de libérer son génome dans le cytoplasme de la cellule hote, les virus enveloppés
fusionnent leur enveloppe virale avec la membrane cellulaire. La fusion de ces deux
bicouches lipidiques, se déroule en plusieurs étapes (revue dans Chernomordik & Kozlov,
2008 ; Harrison, 2008 ; White et al., 2008) (figure 35) qui font intervenir les protéines
d’enveloppe du virus. Elle peut avoir lieu a la surface cellulaire a pH neutre ou dans un
compartiment endosomal a pH acide.

Tout d'abord, il faut que les deux membranes entrent en contact en surmontant les forces
répulsives présentes a leur la surface (figure 35-1). Par la suite, une distorsion locale des deux
membranes est nécessaire pour conduire a leur fusion en une seule membrane. Les
glycoprotéines de fusion subissent un changement conformationnel de grande amplitude qui
est induit par des stimuli spécifiques (pH acide, interaction avec un récepteur). Cette
transition structurale favorable d’un état « pré-fusion » vers un état « post-fusion » est couplée
a la formation d’états intermédiaires hautement énergétiques. Au cours du changement
conformationnel, le peptide de fusion hydrophobe ou la boucle de fusion sont exposés et
interagissent avec la membrane cible pour la déstabiliser (figure 35- ii et iii) (Chernomordik
& Kozlov, 2008). De cette maniére, cette forme intermédiaire de la protéine de fusion relie la
membrane virale par son extrémité C-terminale a celle de la cellule hote par son peptide
hydrophobe. Lorsque cette forme intermédiaire retrouve une conformation stable en épingle a
cheveux, les deux éléments insérés dans la membrane (le domaine C-ter et le peptide de
fusion) se regroupent entrainant la distorsion des deux bicouches lipidiques (figure 35-iv). Ce
processus est suivi d'un mélange lipidique des deux membranes (figure 35-v) (hémi-fusion)
(Chernomordik & Kozlov, 2003) et la formation d’un pore de fusion (figure 35-vi) (Danieli
et al., 1996 ; Roche & Gaudin, 2002).
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Figure 35. Etape de fusion des deux membranes lipidiques endosomale et virale. Les deux
membranes se rapprochent les unes aux autres en déshydratant les interfaces des deux membranes (i).
Un changement conformationnel des protéines de fusion induit par le pH faible ou une liaison ligand-
récepteur afin de libérer I’énergie stockée a I’intérieur et pour exposer le peptide de fusion. L’insertion
de ce peptide dans la membrane endosomale et la formation d’un intermédiaire (ii) et (iii).
Rapprochement des deux membranes apres repliement des deux régions N et C terminales les unes
aux autres (iv). Les deux membranes se réunissent, aboutissant a 1’hémifusion (v). Finalement, la
protéine de fusion se replie pour avoir la forme de post-fusion ou le peptide de fusion et le domaine
transmembranaire se réunissent ensemble permettant la formation du pore de fusion (vi) (Adapté a
partir de White et al., 2008).

La formation des pores de fusion nécessite 1'action coordonnée de plusieurs protéines de
fusion dans et en dehors des sites de contacts (Danieli et al., 1996 ; Roche & Gaudin, 2002).
Malgré ’existence de différentes formes oligomériques des protéines de fusion dans 1’étape
de pré-fusion, toutes les structures post-fusion décrites a ce jour présentent une conformation

trimérique en épingle a cheveux (cf figure 306).
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V.4.c.ii. Les inducteurs du processus de fusion

L’activité des protéines de fusion doit étre régulée de maniére a contrdler le lieu et le moment
de la réaction de fusion. Pour cela, la machinerie de fusion est maintenue inactive jusqu’a son
induction par un signal spécifique.

Au cours de la formation et la maturation des virions, la protéine de fusion adopte une
conformation pré-fusionnelle. Les protéines de fusion des flavivirus sont synthétisées avec
une protéine chaperonne qui participe au repliement de la protéine sous sa forme métastable
de pré-fusion (Andersson et al., 1997 ; Lorenz et al., 2002). La transition entre les formes de
pré-fusion et post-fusion nécessite un inducteur spécifique qui abaisse la barri¢re d'énergie qui
sépare ces deux conformations. Bien que les mécanismes de fusion des bicouches lipidiques
soient les mémes pour tous les virus, I’induction de cette étape est spécifique a chaque virus.
Les mécanismes de fusion peuvent étre pH dépendant ou pH indépendant. Les mécanismes
d’induction font intervenir un pH faible, une liaison au récepteur ou une combinaison des
deux. Les virus dont la fusion dépend du pH sont internalisés par endocytose. Dans ce cas,
I’enveloppe virale fusionne avec la membrane endosomale. D’autres virus fusionnent a pH

neutre directement a surface cellulaire suite a I’interaction avec un récepteur cellulaire.

V.4.c.ii. Les différentes classes des protéines de fusion virales

La caractérisation détaillée des structures 3D d'un certain nombre de protéines de fusion
virales a largement contribué¢ a la compréhension des mécanismes moléculaires du processus
de fusion. En fonction de leurs caractéristiques structurales et fonctionnelles, les protéines de
fusion virales ont été divisées en trois classes (figure 36) (classe I, classe II et classe III)
(revues dans Backovic & Jardetzky, 2011 ; Harrison, 2008 ; Kielian & Rey, 2006 ; White et
al.,2008).

Bien que la séquence des protéines de fusion virales varie considérablement au sein d’une
méme classe, les protéines de chaque classe présentent des caractéristiques structurales et des

réarrangements communs.

Les protéines de fusion de classe I

Les protéines de fusion de classe I (figure 36) forment des triméres dans leurs conformations

pré- et post-fusion. Elles sont synthétisées sous forme de précurseur, qui s’oligomérise et qui
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est ensuite clivé en deux sous-unités qui restent souvent liées par un pont disulfure. Ce clivage
est en général médié par une protéase cellulaire (comme la furine) dans la voie de sécrétion de
la cellule hote (revue dans Klenk & Garten, 1994), mais elle peut également faire intervenir
des protéases endosomales comme les cathepsines lors de 1'entrée dans la cellule cible. Le
clivage du précurseur a lieu en amont du peptide de fusion et conduit a I’obtention d’une
forme de protéine de fusion métastable.

Les structures de la majorité des protéines de fusion de classe I dans leur conformation pré-
fusion se trouvent sous forme de trimere avec une grande région globulaire au niveau de la
région N-terminale (a I’interface de la membrane de la cellule hote) et une longue tige formée
par une superhélice (coiled-coil a-helix) (figure 36). Les déclencheurs externes, provoquent
un réarrangement conformationnel qui aboutit a l'exposition d'un peptide de fusion

précédemment caché et a son insertion dans la membrane cible.

Les protéines de fusion de classe I1

Toutes les protéines de fusion virale de classe II connues a ce jour sont trouvées chez des
virus appartenant aux familles des Flaviviridae, Togaviridae et Bunyaviridae (revues dans
Kielian, 2006 ; Kielian & Rey, 2006 ; Modis, 2014). Les protéines de fusion de classe II sont
co-traduites avec une deuxiéme protéine située au niveau de leur région N-terminale (p62
pour alphavirus, prM pour les flavivirus et Gn pour les bunyavirus), qui fonctionne comme
une protéine chaperonne au cours du repliement et du transport de la protéine de fusion.
Les protéines de fusion de classe II forment des homo- ou des hétéro-dimeres orientés
parallelement a D’enveloppe virale dans leur conformation de pré-fusion, mais apres
exposition au pH acide dans les endosomes, ils se réarrangent pour former les homotrimeres
post-fusionnels.

Contrairement aux protéines de fusion de classe I dans lesquelles I'élément de structure
secondaire principal est une hélice a, les protéines de fusion de classe II sont essentiellement

constituées de feuillets f.
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Figure 36. Structure atomique des trois classes de protéines de fusion I, I et III dans leurs
formes de pré- et post-fusion. Les modéles atomiques sont représentés sous forme de rubans et les
trois monomeéres de chaque modele, (A) classe 1, (B) classe II et (C) classe III, sont colorés
différemment. Les cylindres représentent des hélices transmembranaires. (D-F) 1’état énergétique des
trois classes de protéines virales de fusion, (D) classe I, (E) classe II et (F) classe III. Les lignes
continues représentent I’état initial de la protéine et les lignes pointillées montrent 1’état de chaque
protéine apres les mécanismes déclencheurs de la fusion (Adapté a partir de Ge et al., 2014).

Les protéines de fusion de classe II sont organisées en 3 domaines dans leur conformation
pré- et post-fusion (figure 36). Le domaine I N-terminal a une structure de cylindre béta. Le
domaine II, formé par deux segments qui s'étendent depuis le domaine I, est composé

principalement de feuillets B (tableau 3) et comprend une boucle de fusion a son extrémité.
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Celle-ci est rendue inaccessible par sa localisation a I’interface des diméres. Le domaine I1I,
situ¢ a l'extrémité opposée du domaine I, présente une structure de type immunoglobuline.
Pendant la fusion de la membrane, le repliement global des domaines reste le méme, mais leur

orientation relative change.

Les protéines de fusion virale de classe I11

Les protéines de fusion de classe III sont des molécules a cinq domaines composées a la fois
d’hélices a et de feuillets B (revues dans Backovic & Jardetzky, 2011). Les protéines de
fusion de classe III identifiées appartiennent a différentes familles de virus (protéine G de
rhabdovirus (Roche et al., 2006), herpesvirus gB (Backovic et al., 2009 ; Heldwein et al.,
2006) et baculovirus gp64 (Kadlec et al., 2008). Bien que 1'organisation tridimensionnelle de
ces protéines differe significativement de celle des classe I et II, certaines caractéristiques
communes ont ¢ét¢ identifiées (tableau 3). Par exemple, dans leur conformation post-fusion,
ces protéines forment un trimére d’hélice a similaire a ceux trouvés chez les protéines de
fusion de classe I. Ce domaine se trouve en aval du domaine de fusion qui est riche en
feuillets B et ressemble au domaine II des protéines de classe 11, avec deux boucles de fusion
internes. Une caractéristique particuliere de la protéine de fusion de classe III la mieux
caractérisée (VSVG pour Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein E) est le caractére
réversible du changement conformationnel induit par le pH acide, en I’absence de membrane

cible (Baquero et al., 2013 ; Gaudin et al., 1991).

V.4.c.iv. Spécificité de la fusion du HCV

Suite a l’interaction du virus avec les différents facteurs d’entrée cellulaires, le HCV est
internalisé dans des puits recouverts de clathrine (Blanchard et al., 2006 ; Meertens et al.,
2006). Le trafic intracellulaire du virus s’arréte dans les endosomes précoces dont le pH acide
déclenche la fusion entre les membranes virale et endosomale (Koutsoudakis et al., 2006 ;
Mertens et al., 2006). Contrairement a d'autres virus dont la fusion est induite a pH acide, les
particules sécrétées du HCV sont résistantes aux pH acides dans le milieu extracellulaire. Des
données expérimentales suggerent que I’interaction de la glycoprotéine E2 avec le récepteur
CDS81 favorise la réactivité¢ des glycoprotéines du HCV au faible pH dans les endosomes
(Sharma et al., 2011). D’une fagon tres intéressante, une étude a révélé que les particules

intracellulaires du HCV sont sensibles au pH, ce qui suggeére que ces particules acquiérent
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leur résistance au pH a une étape tardive avant la sécrétion du virion (Wozniak et al., 2010).
Les ponts disulfures intermoléculaires reliant les glycoprotéines d’enveloppe du HCV
requierent peut-étre une isomérisation préalable permettant le réarrangement structural des
protéines (Krey et al., 2005 ; Vieyres et al., 2010). Une situation similaire a été observée chez

les pestivirus.

Tableau 3. Comparaison entre les différentes classes des protéines de fusion. Représentation des

propriétés des différentes classes des protéines de fusion.

Location of the
fusion peptide

terminus buried in
the trimer interface

Internal loop buried
at the dimer interface

Property Class I Class 11 Class II1
Major secondary o-helix B-sheet a-helix and p-sheet
structure
Requires proteolytic
processing for Yes Yes No
activation
Oligomeric state of ) Homodimer or .
) Trimer . Trimer
pre-fusion form heterodimer
Peptide at N-

Internal loop buried
at the trimer interface

Fusion trigger

Low pH, receptor(s)
binding, low pH +
receptor binding

Low pH

Low pH or receptor
binding

Post-fusion structure

Trimer of hairpins
with a central o-
helical coiled-coil

Trimer of hairpins
composed of mainly
[-sheets

Trimer of hairpins
with a central o-
helical coiled-coil
and domains
composed of f3-
sheets

V.4.c.v. Caractérisation de la structure de E1 et E2 et implication dans le processus
de fusion

Au sein de la famille des Flaviviridae, tous les virus du genre Flavivirus possédent une
protéine de fusion de classe II. Du fait de la conservation de 1'organisation du génome chez
tous les membres de cette famille, il a été considéré que les virus des autres genres (comme
les hépacivirus et les pestivirus) codaient €¢galement des protéines de fusion de classe II.

Cependant, la structure, récemment résolue de E2, ne présente pas les caractéristiques
structurales des protéines de fusion. En effet, le peptide de fusion candidat initialement

proposé (Krey et al., 2010) est situé dans le coeur hydrophobe de la protéine et est peu
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susceptible de jouer un role direct dans la fusion (Khan et al., 2014 ; Kong et al., 2013). De
plus, la protéine E2 ne subit pas de réarrangements structuraux a pH acide. Ainsi, il semble
peu probable que E2 soit la protéine de fusion du virus. Cela suggere que El seul ou en
association avec E2 serait responsable de cette étape. Une région hautement conservée entre
les résidus 264 et 290 de El est susceptible de contenir une boucle de fusion. Cette région
présente en effet certaines caractéristiques des peptides de fusion des flavivirus. Elle est
notamment caractérisée par la présence d'un résidu acide hautement conservé (D279), situé a
une position similaire a celle trouvée chez de nombreux peptides de fusion des flavivirus.
Cette séquence présente également deux résidus Cystéine trés conservés (C272 et C281) et
deux résidus Glycines qui sont essentiels a la fusion chez les paramyxoviruses (Flint et al.,
1999). Les peptides correspondants a cette région induisent la fusion de vésicules
unilamellaires et interférent avec 1’infectiosit¢é du HCVcc (Flint et al., 1999 ; Perez-Berna et
al., 2009). Ces caractéristiques sont en faveur d’un rdle de cette région dans la fusion. De
plus, plusieurs études de caractérisation d’inhibiteurs de I’étape tardive de 1’entrée du HCV
ont conduit a I’identification de mutants de résistance dans la région C-terminale de ce
peptide de fusion potentiel et dans d’autres régions de E1 (Perin et al., 2016 ; Vausselin et al.,
2013). Ces données suggerent que la fusion nécessite 1’action coordonnée de plusieurs régions
de El. En accord avec cette hypothese, deux hélices alpha (a2 et a3) présentes dans la région
C-terminale de I’ectodomaine de E1 (314-342 a.a) peuvent interagir avec les membranes et
sont donc susceptibles de jouer un réle lors de I’étape de fusion (Spadaccini et al., 2010). De
plus, E1 est riche en résidus histidine dont la protonation est responsable du changement de
conformation induit par le pH acide (Boo et al., 2012). La résolution de la structure complete
de E1 pourrait nous renseigner sur son role lors de la fusion du HCV. La structure de la région
N-terminale de I’ectodomaine de E1 (1-79 a.a) récemment résolue indique que la protéine ne
présente pas une structure de protéine de fusion de classe II (El Omariet al., 2014). De
maniére similaire au HCV, on pensait que le virus de la diarrhée bovine (BVDV) possédait
une protéine de fusion de classe II. Cependant en 2013, la résolution de la structure de E2 du
BVDV a révélé un nouveau type de structure différent de celui des protéines de fusion
connus. En effet, E2 comporte 4 sandwichs P disposés linéairement de I’extrémité N-
terminale vers I’extrémité C-terminale (El Omari et al., 2013 ; Li et al., 2013). Le fait que les
protéines de fusion candidates E2 des pestivirus et hépacivirus ne présentent pas les
caractéristiques des protéines de fusion suggere que les protéines d’enveloppe E1 constituent

les protéines de fusion chez ces virus. De plus, bien que des peptides de fusion potentiels aient
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été identifiés dans E1 chez ces deux genres, plusieurs caractéristiques des ces protéines ne
sont pas compatibles avec les structures des protéines de classe I, II ou IIl. Ainsi, les
pestivirus et hépacivirus sont susceptibles de définir une nouvelle classe de protéines et un
nouveau mécanisme de fusion. Bien que les pestivirus, les hépacivirus et les flavivirus
partagent un ancétre commun dans la famille de Flaviviridae, ils auraient pu hériter leur

machinerie de fusion de sources différentes.
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Le virus de I’hépatite C (HCV), découvert en 1989, est un probléme majeur de santé publique
affectant plus de 170 millions de personnes dans le monde entier, soit I’équivalent de 3% de
la population mondiale. Chaque année, I’infection par le HCV conduit au déces de 350 000
personnes. Le HCV a une propension élevée a établir une infection chronique pouvant
conduire a long terme a une cirrhose et un carcinome hépatocellulaire. Bien que des progres
récents dans le domaine de la thérapie aient été obtenus, les traitements actuels restent trés

chers.

Le HCV est un virus & ARN positif simple brin qui code pour une polyprotéine précurseur qui
est clivée en 10 protéines virales : core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B.
Les protéines non structurales de NS3 jusqu’a NS5B sont impliquées dans la réplication du
génome viral, les protéines p7 et NS2, sont indispensables pour I’assemblage de la particule
virale, tandis que les protéines structurales (core, E1, E2) sont les composantes de la particule
virale. Les deux glycoprotéines d’enveloppe El et E2 se trouvent sous forme d’hétérodimeres
a la surface de la particule virale et interagissent avec les récepteurs cellulaires. Elles sont les
¢léments essentiels pour I’entrée et la fusion de I’enveloppe du virus et de la membrane
cellulaire de I’hdte. Jusqu’a présent, la recherche sur les glycoprotéines d’enveloppe du HCV
a été principalement focalisée sur E2 car elle est la protéine d’attachement aux récepteurs et la
principale cible des anticorps neutralisants. Par ailleurs, E2 a été initialement proposée
comme la protéine responsable de I’étape de fusion entre les membranes cellulaires et virales.
Ainsi, le role fonctionnel de EI reste peu étudié. Cependant, des travaux ont montré que la
glycoprotéine E1 participait au repliement de E2 et inversément. De plus, E1 peut affecter la
fonction de E2 en modulant sa capacité a interagir avec le corécepteur cellulaire CDS81.

La structure cristallographique de la région N terminale de E1 comprise entre les acides
aminés 192 et 270 a été récemment publiée et des ¢léments structuraux ont été caractérisés
dans plusieurs régions de cette protéine. Ces données structurales fournissent un point de
départ pour des études fonctionnelles de E1 par une approche de mutagenese dirigée dans le
contexte du virus infectieux. De mani¢re a déterminer I’importance de ces régions lors des
différentes étapes du cycle infectieux du HCV, nous avons entrepris la mutagenése des
résidus des régions structurées qui sont relativement conservés parmi les différents génotypes
du HCV. Les phénotypes des mutants ont été étudiés pour déterminer les effets des mutations

sur ’entrée, la réplication et I’assemblage du virus. Les méthodes utilisées et les résultats
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obtenus sont décrits dans cette thése.

% Les résultats obtenus lors de la caractérisation des résidus conservés de la région N
terminale de E1 dont la structure a récemment été déterminée par radiocristallographie ont fait
I’objet d’une publication qui est incluse dans ce manuscrit :

Haddad JG, Rouill¢ Y, Hanoulle X, Descamps V, Hamze M, Dabboussi F, Baumert TF,
Duverlie G, Lavie M, Dubuisson J. 2017. Identification of novel functions for hepatitis C
virus envelope glycoprotein El in virus entry and assembly. J Virol 91:¢00048-17. https://
doi.org/10.1128/JVI1.00048-17.

Cet article a été choisi, par les éditeurs du journal « Journal of Virology », comme « spotlight

feature » dans I’issue 8, avril 2017.

La résolution récente de la structure de E2 a révélé qu'elle ne présentait pas les
caractéristiques des protéines de fusion, suggérant que E1 était responsable de cette étape. En
accord avec ces données, une région conservée située au milieu du polypeptide, entre les a.a
270 et 291 présente certaines caractéristiques des peptides de fusion suggérant son implication
au cours de ce processus. D’une facon trés intéressante, plusieurs études caractérisant des
nouveaux inhibiteurs d'une étape tardive de l'entrée du HCV ont montré que certaines
mutations de résistance a ces antiviraux peuvent étre trouvées dans la partie C-terminale de ce
peptide de fusion potentiel renfor¢ant I'hypothése que ce peptide jouerait un réle majeur au
cours du processus de fusion.

Afin d’investiguer le rdle de cette région de El, nous avons réalisé¢ la caractérisation
fonctionnelle d’une deuxiéme série de mutants dans les résidus conservés de 278 jusqu’a 311

a.a.

% Les résultats de cette partie sont présentés dans la partie II de cette thése et feront 1’objet
d’une publication qui est en cours de préparation:
Functional characterization of the Hepatitis C Virus EI glycoprotein ectodomain. In

preparation
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Etude fonctionnelle de la région N-
terminale de la glycoprotéine E1 du HCV
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RESULTATS Partie 1

Le complexe des glycoprotéines d’enveloppe du HCV est formé par deux sous-unités E1 et
E2. Ces glycoprotéines jouent un role essentiel dans la morphogeneése virale ainsi que lors de
I’entrée cellulaire du HCV. Jusqu’a récemment, les travaux de recherche sur les
glycoprotéines d’enveloppe du virus HCV se sont essentiellement focalisés sur E2 car elle est
la protéine d’attachement du virus. De plus, elle est la cible majeure des anticorps
neutralisants et il a ét¢ longtemps postulé qu’elle était la protéine de fusion du virus.
Cependant, les récentes publications de la structure de E2 ne mettent pas en évidence la
présence d’un peptide de fusion et sa structure ne correspond pas aux critéres attendus pour
une protéine de fusion, suggérant que la glycoprotéine E1 seule ou en association avec E2
pourrait étre responsable de I’étape de fusion. La structure de la région N-terminale de El
(acides aminés 192 a 270) a récemment été résolue et a mis en évidence la présence d’une
épingle a cheveux formée par 2 feuillets beta (1 et $2) suivie par un segment de 16 acides

aminés qui forme une hélice alpha (al) flanquant 3 feuillets beta antiparalleles (B3, f4 et B5).

Nous nous sommes basés sur ces travaux récents pour investiguer le role fonctionnel de la
glycoprotéine E1 par une approche de mutagenése dirigée des résidus conservés dans la
région N-terminale, dans le contexte d’un clone infectieux du HCV. Comme attendu, nos
résultats indiquent que ces mutations introduites dans E1 n’ont aucun effet sur la réplication
virale. Cependant, treize parmi les dix-neuf mutants produits conduisent a une atténuation ou
une perte de ’infectiosité virale. D’une maniére trés intéressante, deux mutants atténués, le
T213A et le 1262A, se sont montrés moins dépendants au co-récepteur claudine-1. D’autre
part, nous avons montré que ces mutants utilisent un autre récepteur de la famille des
claudines (claudine-6) pour I’entrée virale, indiquant ainsi un changement de dépendance a
son co-récepteur claudine-1. De fagon trés surprenante, nous avons également identifié une
mutation (D263A) qui conduit a la sécrétion de particules virales dépourvues d’ARN
génomique. Une caractérisation plus poussée de ce mutant a de plus révélé une modification
dans la co-localisation subcellulaire entre I'ARN viral et la glycoprotéine E1, mettant en
évidence pour la premiere fois un dialogue croisé entre E1 et ' ARN génomique du HCV lors
de la morphogenese du virus. L’article présentant ces résultats se trouve en annexe de cette

thése (annexe P. 157).
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Des analyses complémentaires a celles présentées dans I’article (annexe) ont été réalisées.
Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous.

La glycoprotéine d’enveloppe E1 forme des triméres a la surface de la particule virale ainsi
que dans les cellules infectées (Falson et al., 2015). Ainsi, I’effet de la mutation D263 A sur la
formation de trimeéres de E1 dans les cellules électroporées a été¢ déterminé. Pour cela, les
protéines d’enveloppe E1E2 présentes dans les exrtraits cellulaires ont été précipitées a I’aide
de billes d’agarose couplées a la lectine GNA (pour Galanthus nivalis). Le virus mutant
AE1E2 a été utilisé comme controle négatif dans cette expérience. Comme le montre la figure
37, la mutation D263 A ne perturbe pas la trimérisation de E1 qui est détectable sous ses trois
formes mono, di et trimérique dans le lysat cellulaire apres électroporation. De plus, des

quantités similaires de E2 sont précipitées pour le mutant D263 A et le virus sauvage (WT).
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Figure 37. Effet de la mutation D263A sur la trimérisation de E1. Des cellules Huh-7 ont
été électroporées avec 10 pug d’ARN génomique des virus wt et mutants (D263A, AE1E2). A
48h post-¢électroporation, les cellules ont été lysées et les protéines des extraits cellulaires ont
¢été précipitées a 1’aide de billes d’agarose couplées a la lectine GNA. Ensuite, un SDS-PAGE
a ¢été réalisé afin de détecter les protéines virales E1 et E2. La figure montre les trois formes
de E1 (E1);, (E2), et (El); ainsi que la protéine E2 du mutant D263A et du sauvage (WT).
L’astérisque représente une bande qui pourrait correspondre a un intermédiaire non clivé de la
protéine E1E2p7NS2. Les doubles astérisques désignent des formes chimériques de E1E2
tronquées présentes dans le mutant AEIE2. En effet, la délétion introduite dans ce mutant
conduit a la synthése d’une protéine de fusion entre I’extrémité N-terminale de EIl et
I’extrémité C-terminale de E2. L’épitope A4 étant présent dans cette protéine de fusion, celle-
ci est détectée en western blotting. Il est probable que la forme de plus haute masse
moléculaire représente un dimere de cette protéine chimérique.
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Effet de 1a mutation D263A sur P’interaction entre E1 et E2. Afin de confirmer la perte de
I’interaction entre les deux glycoprotéines de I’enveloppe observée dans les tests de co-
précipitation de la figure 4, une immunoprécipitation (IP) a été réalisée avec 1’anticorps anti-
E1l (A4) sur des lysats cellulaires obtenus apres électroporation des ARN viraux. Dans cette
expérience, le mutant S208A est utilis¢ comme controle interne. Le contrdle négatif
correspond a une immunoprécipitation réalisée sur du lysat wt sans anticorps primaire. La
figure 38 montre que des quantités équivalentes de protéine E1 sont précipitées pour le virus
sauvage (WT) et les mutants S208A et D263A. Cependant, par rapport a ce qui est observé
pour les contrdles positifs, de plus faibles quantités de E2 coprécipitent avec E1 chez le
mutant D263 A, confirmant que la mutation D263 A conduit a la perte d’interaction entre E1 et

E2.

E2— 4 oot | o0l

IPA4 Input

Figure 38. Effet de la mutation D263A sur ’interaction entre E1 et E2. Des cellules Huh-
7 ont été électoporées avec les ARN viraux et lysées 48h post-électroporation. Le lysat
cellulaire a été utilisé pour réaliser une immunoprécipitation anti-E1 avec I’anticorps A4.
Aprés immunoprécipitation, les protéines E1E2 liées aux billes ont été séparées par SDS-
PAGE et détectées avec les anticorps A4 (anti-E1) et 3/11 (anti-E2) en Western blot.
L’astérisque représente une bande non spécifique.
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Effet des mutations sur la reconnaissance des récepteurs SR-B1 et CD81 par HCV.

Afin de confirmer les résultats obtenus lors des tests de neutralisation a ’aide d’anticorps
anti-récepteurs, un test d’inhibition de I’expression de ces récepteurs a été fait en utilisant des
siRNA. Nos résultats montrent que 1’infectiosité des mutants testés (S208A, T213A, R231A
et [262A) est affectée de la méme fagon que celle du sauvage aprés inhibition de I’expression

du récepteur SR-B1 et CDS1.
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Figure 39. Effet des mutations sur la reconnaissance des récepteurs SR-B1 et CD81. Des
cellules Huh-7 ont été transfectées avec les siRNA ciblant SR-B1, CD81 ou le siRNA
contrdle. Ces cellules ont été infectées a 72h post-transfection avec les différents virus. A 72h
post-infection, les cellules ont été¢ fixées et révélées par immunofluorescence avec un
anticorps anti-E1 afin de quantifier les niveaux d’infection. Les valeurs représentées
correspondent a la moyenne de trois tests d’inhibition indépendants. Les barres d’erreurs
représentent I’écart-type de trois expériences indépendantes.
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Partie Il

Etude fonctionnelle des résidus
conserves du peptide de fusion
potentiel de E1
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Partie II : Etude fonctionnelle des résidus conservés du peptide de fusion potentiel de E1

La résolution de la structure de I’ectodomaine de E2 a révélé qu’elle ne présentait pas les
caractéristiques structurales des protéines virales de fusion (El Omari et al., 2014). Ces
données ont suggéré que E1 pourrait étre responsable de ’étape de fusion (cf partie V.4.c.v.
Caractérisation de la structure de El et E2 et implication dans le processus de fusion).
Plusieurs résultats sont en faveur de cette hypothése. Ainsi, une région située au milieu du
polypeptide E1 (a.a. 274-291) présente plusieurs caractéristiques des peptides de fusion. Elle
contient une séquence conservée hydrophobe, des résidus aromatiques, le motif VFLVG qui
est retrouvé dans les peptides de fusion de classe II ainsi que trois cystéines et une proline
centrale qui est caractéristique des peptides de fusion interne (Drummer et al., 2007). Par
ailleurs les peptides dérivés de cette région interagissent avec les phospholipides
membranaires, sont capables de modifier les propriétés biophysiques de membranes modeles
et d’induire la fusion de vésicules in vitro (Pérez-Berna et al., 2009). Certaines mutions dans
les résidus de cette région affectent I’entrée du virus dans les cellules ainsi que la capacité des
protéines d’enveloppe E1E2 a induire la fusion dans des tests de fusion cellules-cellules ou
HCVpp-liposomes (Drummer et al., 2007 ; Lavillette et al., 2007)

Dans la poursuite de nos travaux sur 1’étude fonctionnelle de la glycoprotéine E1, nous avons
décidé¢ d’effectuer la méme approche de mutagenese dirigée dans le contexte du clone
infectieux du virus JFH1. Nous avons de plus également effectué quelques mutations
supplémentaires dans la région située entre ce peptide de fusion potentiel et le segment
correspondant a I’hélice alpha-2. Ainsi, nous avons généré une séric de mutants dans les

résidus conservés parmi les génotypes. Les résidus mutés en alanine sont indiqués dans la

Figure 40.
B1 B2 al B3 B4 B5
AQVKNSSGLYHVTNDCSNDS ITWQLEAAVLHVPGCVPCERVGNTSRCWVPVSPNMAVRQPGALTQGLRTHIDMVVMSATF
I | I I I I | ! I
192 200 210 220 230 240 250 260 270
a2 a3

CSALYVGDLCGEGVMLAAQOVEF IVSPQYHWFVQECNCSIYPGTITGERMAWDMMMNWSPTATMILAYVMRVPEVIIDIVSGA
I I | | | I I I 1
272 280 290 300 310 320 330 340 350

a4 as
HWGVMFGLAYFSMQGAWAKVIVILLLAAGVDA

| | | |
352 360 370 380

Figure 40. La séquence et les structures secondaires de E1. Dans cette partie nous avons concentré
notre étude sur la région 272-311 qui contient le peptide de fusion potentiel. Cette figure montre toutes
les structures secondaires identifiées dans E1 (déja décrites dans la partie protéines structurales). Le
peptide de fusion potentiel est surligné en vert et les résidus conservés entre les différents génotypes
qui ont été mutés et remplacés par des alanines sont désignés par des points rouges.
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Les mutations ont été introduites dans le génome du clone infectieux JFH1 par mutagenése
dirigée (Wakita et al., 2005). En vue de leur caractérisation, les virus HCVcc sauvage (WT) et
mutants ont été générés par électroporation de cellules Huh-7 avec les ARN génomiques
viraux. Pour cela, les plasmides obtenus ont été linéarisés et transcrits in vitro en ARN. Avant
¢lectroporation, la qualit¢ de ’ARN synthétisé¢ a été déterminée par électrophorése en gel
d’agarose. Les virus GND et DE1E2 ont été utilisés comme virus controles. Le virus GND
contient une mutation GND dans le site actif de NS5B et est de ce fait non réplicatif
(Delgrange et al., 2007). Le virus DE1E2 contient une délétion dans les séquences codantes

de E1 et E2 qui affecte ses capacités d’assemblage (Wakita et al., 2005).

Figure 41. Les ARN génomiques transcrits. Les plasmides obtenus par mutagénese ont été linéarisés
par digestion avec I’enzyme Xbal, traités avec I’enzyme Mung Bean et transcrits in vitro en ARN. 0,5

ug de ARN génomique de chaque mutant a été chargé sur un gel d’agarose 1% de maniere a
déterminer la qualité de I’ARN synthétisé.

Effet des mutations sur la réplication virale.

Dans un premier temps, I’absence d’effet des mutations sur la réplication du génome viral a
¢été vérifiée. Pour cela, les niveaux d’expression des protéines virales dans les cellules Huh-7
48h apres ¢électroporation ont été déterminés par western blot. Tous les mutants présentent un
niveau d’expression de E1, E2 et NS5A similaire a celui observé pour le virus HCV sauvage
(WT) (Figure 42) indiquant ainsi que les mutations introduites n’affectent pas la réplication
génomique du HCV. Cependant, pour les mutants D279A, Q289A et Q302A une deuxiéme
bande est détectée sous celle correspondant a la protéine E1. Celle-ci pourrait correspondre a
une glycoforme de E1 présentant 3 glycanes au lieu de 4 comme cela est parfois observé lors

de I’expression de cette protéine sous forme recombinante (Duvet et al., 2002) (figure 42-E1).
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Figure 42. Effet des mutations sur la réplication génomique des mutants. Des cellules Huh-7 ont
¢été électroporées avec 10 pg d’ARN génomique des virus mutants et sauvage (WT), et elles ont été
lysées 48h apres électroporation. Les protéines virales ont été séparées par SDS-PAGE et détectées par
western blotting avec les anticorps monoclonaux A4 (anti-El), 3/11 (anti-E2) et anti-NS5A. Pour
vérifier que la méme quantité de lysat cellulaire a été chargée pour chaque mutant, un western blot
révélé avec 1’anticorps anti B-tubuline a été réalisé en parallele.

Effet des mutations sur ’infectiosité des mutants

L’effet des mutations sur la production de virus infectieux a été déterminé en testant
I’infectiosité intra- et extra-cellulaire apres électroporation de cellules Huh-7 avec les ARN
viraux. Comme le montre la figure 43, les mutants présentent 3 phénotypes différents pour
I’infectiosité : les mutations G278, D279, G282, Q302, Y309 et G311 conduisent a une perte
compléte d’infectiosité extracellulaire ; les mutants L286 et E303 présentent une diminution
d’infectiosité¢ d’un facteur 10 par rapport au virus sauvage ; la mutation Q289 n’a pas d’effet
sur I’infectiosit¢ de HCV. De plus, les profils d’infectiosité intracellulaire sont similaires a
ceux observés pour les virus extracellulaires, indiquant que les mutations n’affectent pas la
sécrétion des particules virales infectieuses. Cette premiére analyse montre que cette région

de E1 contient des résidus cruciaux pour I’infectiosité du virus.
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Figure 43. Effet des mutations sur I’infectiosité du HCV. Des cellules Huh-7 ont été électroporées
avec les ARN génomiques des virus mutants et sauvage. A 48, 72 et 96h post-électroporation,
I’infectiosité des surnageants et des virus intracellulaires a été déterminée par titrage. Les valeurs
représentées correspondent a la moyenne de trois expériences indépendantes. Les barres d’erreurs
représentent 1’écart-type (SD). Un P value < 0.05 a été déterminé pour les mutants G278A, D279A,
G282A, L286A, Q302A, E303A, Y309A et G311A en intra et extracellulaire.
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Effet des mutations sur I’assemblage et 1a sécrétion des particules virales.

De maniere a poursuivre la caractérisation des mutants présentant une baisse d’infectiosité,
I’effet des mutations sur la sécrétion de particules a été déterminé. Pour cela, I’accumulation
de protéine core dans les surnageants et les lysats cellulaires apres électroporation a été
quantifiée par un test ELISA (Architect HCV Ag Abbott). Les mutants GND et AE1E2 ont
été utilisés comme controles. Les niveaux d’expression intracellulaire de la protéine core de
tous les mutants sont similaires a celui du virus sauvage (WT) (figure 44-A) a I’exception du
mutant non réplicatif GND. Ce résultat confirme 1’absence d’effet des mutations sur la
réplication du virus. Les profils d’expression extracellulaire de core sont similaires aux profils
d’infectiosit¢ extracellulaire (figure 43-A). Ainsi, la majorit¢ des mutations affectant
I’infectiosité du virus a un effet sur la sécrétion de la protéine core, ce qui traduit un défaut
d’assemblage et/ou de sécrétion de ces virus mutants. Cependant, le mutant non infectieux
G311 (figure 43-A), présente un niveau de protéine core extracellulaire comparable a celui
obtenu avec le sauvage (figure 44-B). Ces données suggerent que la mutation G311A conduit

a la sécrétion de particules virales non infectieuses.

Effet des mutations sur le repliement et I’hétérodimérisation de E1 et E2

L’effet des mutations sur 1I’hétérodimérisation de E1 et E2 a été déterminé par des tests
d’interaction biochimiques. Dans un premier temps, un test de précipitation a été réalisé avec
la grande boucle extracellulaire de CD81 (hCD81-LEL) qui interagit avec la glycoprotéine E2
du virus. La liaison de E2 a CD81 est sensible aux défauts de repliement de E2. La Figure 45-
A montre que la protéine E2 de tous les mutants est reconnue par hCD81-LEL d’une manicre
similaire a la protéine E2 du virus sauvage, cela indique que les mutations introduites dans E1
n’ont pas d’effet sur le repliement de E2. De maniére intéressante, la protéine E1 de la
majorité des mutants atténués (L286A, E303A) ou non infectieux (G278A, D279A, Q302A,
Y309A) est faiblement (L286A et E303A) ou non détectable (G278A, D279A, Q302A et
Y309A). Ce résultat suggere que la diminution ou la perte d’infectiosité de ces mutants est
due a un défaut d’hétérodimérisation de E1 et E2. L’interaction résiduelle entre E1 et E2 chez
les mutants L286A et E303A semble suffisante pour maintenir un certain niveau d’infectiosité
(Figure 43). A I’opposé, les mutations G282A et G311A qui sont déléteéres pour I’infectiosité
du virus, n’affectent pas ’interaction entre E1 et E2 qui co-précipitent avec le récepteur
CDS8I. Ainsi, la perte de I’infectiosité de ces deux mutants (G282A et G311A) n’est pas due a
un défaut d’hétérodimérisation de Elet E2 (figure 45-A). Par ailleurs, le mutant G311A ne
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présente pas de défaut d’assemblage ce qui suggere que cette mutation conduit a la sécrétion

de particules virales non infectieuses.

Afin d’étudier ’effet des mutations sur la conformation de E1 et E2, des tests d’immuno-
précipitation ont été réalisés a 1’aide d’anticorps monoclonaux sensibles a la conformation de
ces protéines. Dans un premier test, ’anticorps conformationnel AR5SA a été utilisé. Cet
anticorps reconnait un épitope conformationnel chevauchant E1 et E2 (Giang et al., 2012).
Les glycoprotéines E1 et E2 des mutants G278A, D279A, Q302A, E303A et Y309A sont
faiblement ou non reconnues par ’anticorps ARSA (figure 45-B). Cela confirme les résultats
obtenus lors de la précipitation avec CD81, indiquant une perte d’interaction entre E1 et E2
chez ces mutants. De plus, ce résultat suggére que ces mutations affectent aussi la
conformation de E1 et E2. Ainsi I’altération de la conformation de I’hétérodimére E1E2
contribue probablement a la perte ou a la diminution de I’infectiosité des mutants G278A,
D279A, Q302A, E303A et Y309A. Comme observé lors de la précipitation avec CD81, les
mutations G282A et G311A n’affectent pas la conformation de E1E2. De manicre inattendue,
la mutation L286A qui affecte I’hétérodimérisation de El et E2 n’a pas d’effet sur la
reconnaissance de I’épitope chevauchant ces deux protéines par ARSA. Ce résultat pourrait
étre d a une altération partielle de I’affinité entre E1 et E2 chez ce mutant.

Un deuxieéme test d’immuno-précipitation a été effectué avec 1’anticorps conformationnel
IGH-526, qui reconnait une région située entre les acides aminés 314 et 324 de la
glycoprotéine E1 (Kong et al., 2015). La glycoprotéine E1 de tous les mutants a 1’exception
du mutant Q302A est reconnue par I’anticorps IGH-526 (figure 45-C), indiquant que ces
mutations n’affectent pas de maniere drastique la conformation de El. Cependant, de plus
faibles quantités de E2 co-précipitent avec la protéine E1 des mutants G278A, D279A,
Q302A, E303A et Y309A qu’avec la protéine El sauvage, confirmant un défaut
d’hétérodimérisation des protéines d’enveloppe pour ces mutants (figure 45-C). De plus, ce
test d’immunoprécipitation, confirme 1’existence d’une interaction résiduelle entre E1 et E2
chez le mutant L286A, qui est probablement responsable de I’infectiosité atténuée de ce
mutant.

Aucun des tests biochimiques utilisés n’a pu mettre en évidence de défaut de conformation ou

d’hétérodimérisation pour le mutant G311A dont la perte d’infectiosité reste inexpliquée.
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Figure 44. Détermination de la sécrétion de la protéine core. Des cellules Huh-7 électroporées avec
les ARN génomiques des virus mutants et sauvage (WT) ont été lysées a 48h post-électroporation et la
quantification de la protéine core intracellulaire a été réalisée dans le lysat cellulaire (A). Les
concentrations de la protéine core dans les surnageants ont été¢ déterminées en paralléle (B). La
quantification a été faite avec le kit ELISA de la société Abbott. Les valeurs représentées
correspondent a la moyenne de trois quantifications indépendantes. Les barres d’erreurs représentent
les écart-types. P value <0,05 pour les mutants G278A, D279A, G282A, L286A, Q302A, E303A et
Y309A en extracellulaire.
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Figure 45. Effet de la mutation sur le repliement et I’hétérodimérisation de E1E2. (A)
précipitation a 1’aide de CD81 attachée a des billes d’agarose montrant I’interaction de E1E2 avec le
récepteur CD81. Les cellules électroporées ont été lysées a 48h post-électroporation. Le lysat
cellulaire a été utilisé pour réaliser les précipitations mettant en jeu l‘interaction de la protéine de
fusion CD81-LEL-GST avec les billes de gluthatione agarose. Aprés précipitation, les protéines E1E2
liées aux billes ont été séparées par SDS-PAGE et détectées avec les anticorps A4 (anti-E1) et 3/11
(anti-E2) en western blotting. (B et C) Tests d’immuno-précipitations (IP) pour étudier les interactions
de E1E2 avec les anticorps conformationnels ARSA (B) et IGH 526 (C). 48h aprés électroporation
avec les génomes viraux sauvages ou mutants les cellules ont été lysées pour effectuer les
immunoprécipitations. Les protéines immunoprécipitées ont été séparées par SDS-PAGE et détectées
par western blot en utilisant les anticorps A4 et 3/11.
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by

Effet des mutations sur la sensibilit¢ de HCV a Dinhibition par les anticorps

neutralisants et par hCD81-LEL

La structure quaternaire des glycoprotéines d’enveloppe subit des changements
conformationnels au cours de leur incorporation a la surface de la particule virale. Les
analyses biochimiques des glycoprotéines associées au virus sont difficiles a mettre en ceuvre
car elles requicrent d’importantes quantités de particules. Une approche alternative plus
sensible consiste a déterminer la sensibilité des virus mutants a I’inhibition médiée par les
anticorps neutralisants ou CDS81-LEL. Cependant, cette approche est uniquement
envisageable pour la caractérisation des glycoprotéines associées aux virus mutants atténués.
Ainsi, les tests d’inhibition d’infectiosité n’ont pu étre réalisés qu’avec les mutants L286A et
E303A, qui présentent une diminution d’infectiosit¢ d’un facteur 10 par rapport au virus
sauvage. Au cours de ces expériences, le mutant Q289A qui présente un phénotype sauvage a

été utilisé comme contrdle interne.

Les tests d’inhibition de l’infectiosité des virus par hCD81-LEL et de neutralisation par
ARSA ne révelent aucune différence de sensibilité entre les virus mutants et le virus sauvage
(figure 46-A et B). Ainsi, bien que les tests d’interactions biochimiques réalisés sur les formes
intracellulaires des glycoprotéines d’enveloppe aient mis en évidence un effet des mutations
L286A et E303A sur la formation de I’hétérodimere, ces mutations ne semblent pas affecter la

conformation de I’hétérodimere a la surface de la particule virale.
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Figure 46. Les tests de Nneutralisation et d’inhibition de ’infectiosité par AR5SA et h\CD81-LEL. (A)
Le test d’inhibition de I’infectiosité (hCD81-LEL) et (B) la neutralisation par AR5SA, Ces tests ont été
réalisés par incubation des virus mutants ainsi que le virus sauvage avec différentes concentrations de
hCD81-LEL et I’Ac ARSA pendant 2h 4 37°C. Le mélange a ensuite été inoculé sur des cellules Huh-7. A
6h post-infection, le mélange a été aspiré et remplacé par du milieu de culture DMEM. Apres 72h
d’incubation, les cellules ont été fixées avec du méthanol et une immunofluorescence IF a été effectuée
pour déterminer toute infectiosité résiduelle. Les valeurs montrées représentent la moyenne de trois tests
d’inhibitions indépendantes. Les barres d’erreurs représentent les écart-types (SD).
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Effet des mutations sur la dépendance de HCV aux principaux récepteurs cellulaires

Pour déterminer 1’effet des mutations sur la dépendance aux principaux récepteurs cellulaires
du HCV, des tests de neutralisation et d’inhibition de ’expression des récepteurs ont été
réalisés. Les tests d’inhibition de ’infectiosité a 1’aide d’anticorps anti-CD81 (JS81) ou anti-
SR-BI (Cla-I) n’ont révélé aucune différence de sensibilité entre les mutants L286A, E303A
et le virus sauvage (figure 47-A et B). Afin de confirmer ce résultat, 1’effet de 1’inhibition de
I’expression de ces récepteurs par ARN interférence a été évalué (siSR-B1 et siCD81) (figure
47-C). L’inhibition de I’expression de CD81 conduit a une diminution drastique de I’infection
pour les virus sauvage et mutants. L’inhibition de I’expression de SR-BI se traduit par une
inhibition d’environ 70% de I’infectiosité pour les virus sauvage et mutants. Cette approche a
permis de confirmer I’absence d’effet des mutations L286A et E303A sur la dépendance du
HCV aux récepteurs CD81 et SR-BI.

Cependant, lors de la neutralisation du récepteur CLDNI1 par 1’anticorps monoclonal anti-
CLDNI (OM8A9-A3), les deux mutants L286A et E303A présentent des profils différents de
ceux observés avec les virus controle interne (Q289A) et sauvage (figure 47-D). Ainsi, une
concentration de 0,1 pg/mL d’anticorps conduit a 1’inhibition de 50% de I’infectiosité de ces
mutants alors qu’elle n’inhibe que 20% de I’infectiosité des virus sauvage et Q289A. Les
mutants L286A et E303A présentent donc une plus grande sensibilit¢ a 1’inhibition par
I’anticorps anti-CLDN1 que le virus sauvage. Ces données indiquent que les mutants L286A
et E303A présentent une plus grande dépendance vis-a-vis du récepteur CLDN1 pour I’entrée
dans les cellules Huh-7.

Cependant, le test de neutralisation du récepteur CLDN6 n’a pas révélé de différence de
sensibilité entre les mutants L286A, E303A et le virus WT (figure 47-E). De maniére
similaire au virus sauvage, ces mutants restent peu dépendants de ce récepteur pour 1’entrée
dans les cellules.

Du fait de I’indisponibilité d’anticorps anti-OCLDN neutralisant 1’infection, la dépendance
des mutants a ce récepteur a été testée dans une lignée Huh-7 n’exprimant pas I’OCLDN
(OKH4) (Shirasago et al., 2016). Tous les mutants testés se sont révélés incapables d’infecter
les cellules OCLDN KO montrant ainsi I’importance de ce récepteur pour 1’entrée virale.
Ainsi, les résultats obtenus montrent que les mutations L286A et E303A n’ont pas d’influence
sur la dépendance du HCV aux récepteurs CD81, SR-B1, CLDN6 et OCLDN. Par contre, ces

mutations accentuent la dépendance du HCV a CLDNI1 pour I’entrée dans les cellules Huh-7.
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Figure 47. Tests de neutralisation et d’inhibition des récepteurs. Des cellules Huh-7 ont été pré-
incubées avec des concentrations croissantes d’anticorps anti-récepteurs : (A) anti-CD81 JS81, (B)
anti SR-B1 Cla-1, (D) anti-CLDN1 OM8A9-A3 et (E) anti-CLDN6 MADb 342927. Les cellules ont été
infectées par les mutants ou le virus sauvage. A 6h post-infection, le milieu a été remplacé par du
milieu de culture. Aprés 72h d’incubation, les cellules ont été fixées au méthanol. Une
immunofluorescence a été réalisée avec 1’anticorps anti-E1 (A4) afin de quantifier ’infectiosité. Les
valeurs présentées dans la figure sont les résultats de trois tests de neutralisation indépendants. Les
barres d’erreurs représentent les écart-types (SD). (C) Des cellules Huh-7 ont été transfectées avec des
siRNA ciblant SR-B1 ou CD81 ou le siRNA contrdle (siSCR). A48h post-transfection, les cellules ont
¢été infectées avec les virus mutants ou sauvage. Aprés 72h d’incubation, les cellules ont été fixées au
méthanol. Une immunofluorescence a été effectuée avec I’anticorps anti-E1 (A4) afin de quantifier les
cellules infectées. Les données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Les barres
d’erreurs représentent les écart-types (SD).

138



RESULTATS Partie I1

Caractérisation du mutant G311

Le mutant G311A est non infectieux, mais cette mutation n’a pas d’effet sur 1’interaction
entre E1 et E2, ni sur le repliement de ces protéines (figures 45, 46 et 47). De plus, pour ce
mutant le niveau de sécrétion de la protéine core est comparable a celui obtenu avec le virus
sauvage. Ce résultat suggeére que cette mutation conduit a la sécrétion de particules non
infectieuses. De maniére a mieux caractériser les formes sécrétées de ce mutant, nous avons
cherché a déterminer si ces particules contenaient de I’ARN viral. Pour cela les particules
présentes dans le surnageant apres électroporation des cellules Huh-7 ont été concentrées par
une étape de précipitation au polyéthyléne glycol (PEG). Cette étape permet d’éliminer
I’ARN libre présent dans le milieu apres électroporation. Apres cette étape, I’ARN viral a été
extrait et quantifi¢ par RTqQPCR. En parallele, I’ARN viral intracellulaire a été quantifié. Le
mutant non réplicatif GND et le mutant AE1E2 qui présente un défaut d’assemblage ont été
utilisés comme controles négatifs. Suite a ’¢lectroporation de cellules Huh-7, un niveau
équivalent d’ARN viral intracellulaire a été¢ obtenu pour le mutant G311 de E1 ainsi que le
contrle AE1E2 et le virus sauvage. Ces données sont en accord avec 1’absence d’effet des
mutations sur la réplication du virus (figure 48-A). Le mutant non réplicatif GND présente un
niveau d’ARN viral intracellulaire inférieur a celui obtenu pour le virus sauvage et les
mutants réplicatifs. Le mutant G311A présente un niveau d’ARN extracellulaire comparable a
celui obtenu avec le virus sauvage (figure 48-B), indiquant ainsi que cette mutation n’affecte
pas le recrutement de I’ARN génomique viral lors de la phase d’encapsidation.

Finalement, la caractérisation du mutant non infectieux G311A n’a pas mis en évidence de
défaut de structure des glycoprotéines ni d’assemblage permettant d’expliquer la perte
d’infectiosité¢ de ce mutant. Dans ce contexte, I’hypothése la plus plausible est que cette

mutation affecte ’entrée du virus dans les cellules.
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Figure 48. Quantification intra et extracellulaire de ’ARN viral aprés précipitation avec PEG.
Les cellules Huh7 ont été électroporées avec I'ARN viral sauvage et mutants. A 48h post-
électroporation, les ARN intracellulaires ont été extraits. En paralléle, les surnageants ont été collectés
et les virus extracellulaires précipités par addition de PEG (6000) a une concentration finale de 8%. Le
mélange a été incubé sur glace pendant lh avec agitation et une nuit a 4°C. La solution a été
centrifugée a 8000 trs/min pendant 25 min, le culot a été resuspendu avec 10 ml de surnageant et re-
centrifugé a 8000 trs/min pendant 20 min. Enfin, le surnageant a ét¢ éliminé et le culot a été
resuspendu dans 11 mL de PBS1X froid. Aprés 30 minutes d’incubation a 4°C, la suspension virale a
été centrifugée pendant 5 min a 2000 trs/min de maniére a éliminer le matériel insoluble. Les virus ont
ensuite été culottés par ultracentrifugation a 27000 trs/min a 4°C (rotor SW41). Le culot obtenu a été
resuspendu dans de DMEM complet. L’ARN viral a été isolé a partir de cette suspension. Enfin, la
quantification de I’ARN viral intra et extracellulaire a été faite par RTqPCR.
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Effet de la mutation G311A sur la trimérisation de E1

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 s’associent sous forme de triméres non covalents a la
surface de la particule virale ainsi que dans les cellules infectées (Falson et al., 2015). De
plus, la trimérisation de EI est essentielle a I’infectiosité des particules. Dans ce contexte,
nous avons déterminé I’effet de la mutation G311A sur la formation de trimeres de E1 dans
les cellules Huh7 aprés électroporation de I’ARN viral. Pour cela, les protéines d’enveloppe
E1E2 présentes dans les lysats cellulaires ont été concentrées par précipitation avec des billes
d’agarose couplées a la lectine GNA (pour Galanthus nivalis). Les protéines d’enveloppe
précipitées ont été analysées par SDS-PAGE et Western blot dans des conditions réductrices
sans dénaturation thermique. Comme controle négatif, nous avons utilis¢ le virus mutant
AE1E2. Comme le montre la figure 49, la mutation G311A n’a pas d’effet sur la trimérisation
de E1 qui est détectable sous ses trois formes mono, di et trimérique dans le lysat cellulaire
apres ¢lectroporation. Ainsi, la perte d’infectiosité du mutant G311A ne peut étre attribuée a

I’incapacité de E1 a former des trimeres.
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Figure 49. Effet de la mutation G311A sur la trimérisation de E1. Les cellules Huh-7 ont été
électroporées avec 10 ug d’ARN génomique des virus wt et mutants (G311A, AE1E2). A 48h post-
¢lectroporation, les cellules ont été lysées et les protéines des extraits cellulaires ont été précipitées a
I’aide de billes d’agarose couplées a la lectine GNA. Ensuite, un SDS-PAGE a ¢été réalisé¢ afin de
détecter la protéine virale E1. La figure montre les trois formes de E1 (E1);, (E2), et (E1); du mutant
G311A et du sauvage (WT). L’astérisque représente une bande qui pourrait correspondre a un
intermédiaire non clivé de la protéine EIE2p7NS2. Les doubles astérisques désignent des formes
chimériques de E1E2 tronquées présentes dans le mutant AE1E2. En effet, la délétion introduite dans
ce mutant conduit a la synthése d’une protéine de fusion entre I’extrémité N-terminale de E1 et
I’extrémité C-terminale de E2. L épitope A4 étant présent dans cette protéine de fusion, celle-ci est
détectée en western blotting. Il est probable que la forme de plus haute masse moléculaire représente
un dimére de cette protéine chimérique.
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Les protéines d’enveloppe E1 et E2 forment un hétérodimére non covalent qui représente
I’'unité¢ de base impliquée dans les fonctions d’assemblage et d’entrée du virus HCV. Les
¢tudes structurales de ces protéines se sont révélées difficiles du fait de leur hétérogénéité
lorsqu’elles sont exprimées sous forme de protéines recombinantes car elles sont hautement
glycosylées et elles ont une forte tendance au mauvais repliement. Pendant longtemps, les
¢tudes structure-fonction de ce complexe se sont focalisées sur la glycoprotéine E2. En effet,
il a été¢ rapidement montré que cette protéine était responsable de la liaison de la particule
virale aux récepteurs. Elle est également la cible principale des anticorps neutralisants et sur
base d’analogies avec d’autres membres de la famille des Flaviviridae, il a rapidement été
propos¢ que E2 était la sous-unité responsable du processus de fusion au cours de 1’étape
d’entrée virale et un modele structural basé sur les protéines de fusion de classe II a été
proposé (Krey et al., 2010). Ce modéle a cependant été remis en question apres publication de
la premiére structure cristallographique de la majeure partie de 1’ectodomaine de E2 (Khan et
al., 2014 ; Kong et al., 2013). En effet, la structure de cette sous-unité n’a montré aucune
ressemblance avec les protéines de fusion de classe II, ni d’ailleurs avec aucune autre classe
de protéine de fusion. De plus, cette structure ne montre pas la présence d’un peptide de
fusion potentiel, suggérant que la sous-unité E2 ne serait pas une protéine de fusion.

Ces nouveaux résultats ont conduit plusieurs chercheurs a proposer que la glycoprotéine E1
est la protéine de fusion au sein de I’hétérodimere E1E2 (Li & Modis, 2014). Depuis, un
regain d’intérét s’est manifesté pour cette protéine ayant été peu étudiée du fait qu’elle était
considérée comme jouant un rdle accessoire. Une premiere structure de la région N-terminale
de cette protéine a rapidement été publiée (El Omari et al., 2014), donnant une premicre base
structurale pour des études structure-fonction. En prenant avantage de ces données récentes,
nous avons réalisé une étude fonctionnelle de la région N-terminale de la glycoprotéine E1 du
HCV (partie I de cette thése) en nous basant sur la structure de cette région. Dans une seconde
partie expérimentale (Partie II), nous avons également entrepris une étude de mutagenése
dirigée sur une autre région de E1 qui a été proposée comme contenant le peptide de fusion
potentiel (Drummer et al., 2007 ; Lavillette et al., 2007 ; Pérez-Berna et al., 2009). La figure
40 reprend la séquence de la protéine E1 de la souche JFH1 et indique les acides aminés qui
ont été mutés au cours de cette these.

Au cours de la premiere partie de cette theése, nous avons généré une série de mutants des
régions structurées de la partie N-terminale de E1 (B1, al, B3, 4 et B5), en remplagant 1’acide
aminé ciblé par une alanine dans le contexte d’un clone infectieux du virus HCV permettant

ainsi d’étudier I’effet de ces mutations dans le contexte du cycle infectieux viral. Comme
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attendu, aucune de nos mutations n’affectait la réplication génomique. La caractérisation des
mutants a montré que les régions al, B4 et B5 contiennent des résidus essentiels pour le cycle
infectieux du HCV, puisque dans ces régions certaines mutations (W214A, Q215A, H222A,
W239A, D263A) ont conduit a la perte compléte d’infectiosité. Cette perte d’infectiosité était
due a une altération dans le repliement de E2 ou la perte d’interaction entre E1 et E2, causée
par la mutation dans E1. Il a en effet ét¢ montré que ces deux protéines interagissent au cours
de leur repliement pour former un hétérodimére non covalent (Brazzoli et al., 2005 ;
Cocquerel et al., 2003 ; Michalak et al., 1997 ; Patel et al., 2001). La perte d’interaction entre
El et E2 des mutants H222A, W239A, 1262A et D263A est en accord avec le modéle
structural récent de Freedman et al dans lequel la région de E1 comportant les deux feuillets
Beta (B1 et f2) et I’hélice alpha (al) (résidus 192 a 215) ainsi que celle des résidus 258 a 268
a.a. sont impliquées dans I’hétérodimérisation de E1 et E2 (Freedman et al., 2017). Du fait de
la perte d’infectiosité des mutants W214A, Q215A, H222A et W239A, une caractérisation
plus approfondie était impossible en utilisant les approches fonctionnelles développées dans
notre étude. D’autres mutants ont présenté une réduction légere ou drastique de I’infectiosité.
Ces résultats soulignent I’importance de ces régions dans I’infectiosit¢ du HCV et dans la
biogenese de E1 et E2.

Ensuite, nous avons continué la caractérisation des mutants atténués dans leur infectiosité. Les
différentes analyses effectuées au cours de ce travail (pulldown, immunoprécipitation,
neutralisation, inhibition, quantification de la protéine core...) ont permis de définir des
phénotypes intéressants. En effet, nous avons obtenu deux mutants (T213A et 1262A) qui
présentaient une diminution de la dépendance au récepteur CLDNI1 pour I’entrée. De plus,
nous avons également montré que cette diminution de dépendance vis-a-vis de CLDNI1 était
compensée par l’utilisation de CLDNG6, une autre protéine de jonction serrée capable de
remplacer la fonction de CLDN1 dans I’entrée cellulaire du HCV (Meertens et al., 2008 ;
Zheng et al., 2007). Ces deux acides aminés se situent dans deux régions différentes de la
glycoprotéine E1. Il s’agit de I’hélice al (T213) et du brin B5 (1262). De plus, un phénotype
similaire avait déja été rapporté pour une mutation du résidu H316 situé dans I’hélice a2
(figure 40) de E1 (Hopcraft et al., 2015). Ces résultats suggerent que les acides aminés des
positions 213, 262 et 316 sont localisés dans un environnement proche dans le contexte de la
structure tridimensionnelle de E1. Il reste cependant a déterminer si la glycoprotéine E1
interagit directement avec CLDN1, ce qui n’a pas pu étre démontré expérimentalement.

Il est intéressant de noter que dans le cadre d’une étude précédente, notre laboratoire avait

réalisé une étude de mutagenése dirigée des résidus cystéines de E1 dans le contexte du clone
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infectieux JFH1. Etonnamment, ces mutants étaient toujours infectieux méme s’ils étaient
atténués (Wahid et al., 2013), ce qui a permis leur ¢tude fonctionnelle. Le phénotype le plus
remarquable de ces mutants était qu’ils étaient plus sensibles a 1’inhibition par le co-récepteur
soluble CD81. Ce co-récepteur interagissant avec la glycoprotéine E2, cela montre que la
glycoprotéine E1, de par son interaction avec E2, est capable de moduler la capacité de E2 a
interagir avec CD81. Ajouté a I’observation que la glycoprotéine E1 joue également un rdle
dans la reconnaissance de CLDN1, ces résultats supportent un role de E1 dans la modulation
de I’interaction avec les récepteurs du HCV.

Le phénotype le plus intéressant identifi¢ au cours de ce travail concerne le mutant D263A.
En effet, cette mutation a conduit a la production de particules virales sécrétées non
infectieuses et dépourvues d’ARN génomique, suggérant une interaction indirecte entre la
glycoprotéine E1 et ’ARN génomique, probablement par I’intermédiaire de la protéine de
capside. Il a ét¢ montré précédemment que la protéine de capside du HCV, exprimée en
bactéries, est capable de s'auto-assembler en nucléocapsides (Kunkel et al., 2001). Cependant,
dans ce cas, des molécules d'ARN viral ou non viral étaient associées aux particules sécrétées.
De plus, I'assemblage intracellulaire en cellules eucaryotes de capsides du HCV a également
¢été décrit (Blanchard et al., 2002). Cependant, ces particules n’étaient pas sécrétées, et il a été
montré qu'elles présentaient des phénomenes de bourgeonnement abortif. Dans le cas du
mutant D263 A, nous avons observé la production de particules sécrétées qui contiennent au
moins la protéine de capside mais pas de génome viral. De plus, la caractérisation de la
protéine de capside exprimée dans le contexte de ce mutant a montré qu’elle ne présentait pas
de défaut d’oligomérisation. Il aurait également ét¢ intéressant de mettre en évidence la
présence des protéines d’enveloppe associées a la particule virale sécrétée pour le mutant
D263A et de caractériser les particules virales de ce mutant en microscopie €lectronique. Ceci
n’a cependant pas pu étre réalisé en raison de la faible quantité de particules virales produites
dans nos conditions expérimentales et du fait que nous ne pouvions pas amplifier ce mutant
non infectieux par réinfection.

Dans le cas du mutant D263 A, la production de particules virales sécrétées non infectieuses et
dépourvues d’ARN génomique, suggere une interaction tripartite entre la glycoprotéine E1, la
protéine de capside et I’ARN génomique. Il a été précédemment montré que la glycoprotéine
El interagissait avec la protéine de la capside dans le contexte d'un systéme d'expression
hétérologue (Nakai et al., 2006). Dans le cas de notre mutant D263 A, nous pouvons spéculer
que, en raison de la perte d'interaction avec E2, la glycoprotéine El pourrait interagir

directement avec la protéine de capside en l'absence d'interaction entre celle-ci et 'ARN
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génomique, conduisant ainsi a la production de particules virales dépourvues d’ARN
génomique. De fagon intéressante, nous avons également observé une diminution de la
colocalisation de la glycoprotéine E1 avec I’ARN viral dans le contexte du mutant D263A,
suggérant que E1 pourrait jouer un rdle dans le recrutement de 'ARN génomique au site
d’assemblage, grace a son interaction avec la protéine de capside. Ces données montrent donc
que la glycoprotéine E1 joue un role majeur non seulement au niveau de ’entrée mais
¢galement dans l'assemblage des particules virales du HCV. D’un point de vue structural, le
résidu D263 se trouve dans le feuillet S (figure 40) avec son domaine carboxylique qui se
situe au centre des liaisons hydrogénes des chaines latérales des résidus R237, W239 et H261
(figure 11-B du papier résultats partie I). Ces interactions polaires pourraient étre impliquées
dans la stabilisation des chaines latérales de D263, R237, W239 et H261 vers une
conformation de E1 appropriée pour interagir avec un partenaire biologique essentiel.
L’ensemble de ces données indique pour la premicre fois une interaction indirecte entre une
protéine d’enveloppe et I’ARN génomique viral.

Apres une premicre étude fonctionnelle focalisée sur la région N-terminale de E1, nous avons
réalisé la caractérisation fonctionnelle de la région 272 a 311 a.a qui présente un peptide de
fusion potentiel (figure 40). Dans le modele de structure proposé par Freedman et
collaborateurs (Freedman et al., 2017), cette région est formée par une hélice alpha (275 a 286
a.a.) qui correspond au peptide de fusion suivi par deux feuillets f (290 a 303 a.a.). Ce peptide
de fusion est exposé vers I’extérieur de la protéine mais aucun anticorps neutralisant ciblant
cette région n’a pu étre identifi¢, suggérant ainsi que ce peptide est protégé de la réponse
immunitaire par des apolipoprotéines (Freedman et al., 2017). De fagon intéressante, des
travaux précédents basés sur ’utilisation de molécules antivirales avaient montré I’apparition
de mutations de résistance dans cette région de E1 au niveau des résidus Q289 et F291 (Perin
et al., 2016 ; Vausselin et al., 2016). De plus, un peptide synthétique correspondant a cette
région présente une capacité a interagir avec des membranes et a induire des perturbations
lipidiques, en accord avec un role potentiel d’interaction avec la membrane de I’héte pendant
I’¢étape de fusion (Pérez-Berna et al., 2009). Une étude plus récente a montré que la délétion
de la région du peptide de fusion potentiel aboutissait non seulement a une perte d’infectiosité
du virus mais aussi réduisait les niveaux de I’ARN et de la protéine de capside du HCV dans
le surnageant (Tong et al., 2017). Ce résultat suggere que cette région de El pourrait
¢galement jouer un role important dans la morphogenese du virus en plus de sa contribution a
l'entrée du HCV (Drummer et al., 2007 ; Lavillette et al., 2007). Il était donc important

d’étudier le role fonctionnel de cette région dans le contexte du virus JFH1 afin de mieux
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comprendre son réle éventuel au cours de 1’entrée virale.

Comme précédemment, nous avons généré une série de mutants dans la région correspondant
au peptide de fusion potentiel, en remplagant I’acide aminé ciblé¢ par une alanine dans le
contexte d’un clone infectieux du virus HCV permettant ainsi d’étudier ’effet de ces
mutations dans le contexte du cycle infectieux viral. Nous avons ensuite analysé I’effet de ces
mutations sur I’infectiosité du virus et nous avons utilisé¢ différentes approches biochimiques
pour la caractérisation des mutants obtenus. Comme attendu, aucune de nos mutations
n’affectait la réplication génomique. Cependant, parmi les 9 mutants obtenus, 8 étaient
partiellement ou complétement affectés dans leur infectiosité, montrant un role important pour
cette région au cours du cycle infectieux du HCV.

Les approches biochimiques ont montré que, pour la plupart de ces mutants, la perte
d’infectiosité était associée a un défaut de repliement de E1 et/ou d’interaction entre E1 et E2.
Une perte d’interaction entre E1 et E2 a été observée pour les résidus G278A, D279A,
L286A, Q302A, E303A et Y309A. Ces résultats confirment ’implication de la région des
résidus de 290 a 306 dans I’hétérodimérization de E1 et E2 comme suggéré dans le modele de
Freedman (Freedman et al., 2017). En effet, les glycoprotéines E1 et E2 coopérent pour
former un hétérodimére non covalent qui forme 1’unité fonctionnelle de I’enveloppe virale
(Wahid et al., 2013). Cependant, aucune des mutations de E1 n’affectait le repliement de la
glycoprotéine E2 car celle-ci était détectable dans nos expériences de précipitation avec le co-
récepteur CD81. Parmi les virus caractérisés, les deux mutants G282A et G311A n’ont pas
montré de défaut de repliement ou d’assemblage de I’hétérodiméere E1E2, indiquant ainsi que
la mutation au niveau de ces deux positions n’affecte pas la structure de El1 et E2, ni
I’interaction entre ces deux glycoprotéines. Il est intéressant de noter que la mutation G282A
a été récemment caractérisée dans le contexte du systtme HCVpp (Tong et al., 2017). Dans ce
contexte, la mutation G282A conduisait a une diminution d’infectiosité sans toutefois aboutir
a une perte totale du pouvoir infectieux comme nous avons pu 1’observer dans le systéme
HCVcec.

Parmi les mutants de la région du peptide potentiel de fusion, deux présentaient une
infectiosité résiduelle suffisante pour une caractérisation fonctionnelle. Il s’agit des mutants
L286A et E303A. Nous avons réalisé des tests de neutralisation avec des anticorps
monoclonaux anti-E1 et/ou E2 ainsi qu’un test d’inhibition d’infection avec une forme soluble
du récepteur CD81 afin de mettre en évidence d’éventuels changements au niveau de la
structure quaternaire des protéines d’enveloppe, mais aucun changement de phénotype n’a été

observé dans ces expériences. Nous avons ensuite évalué¢ ces mutants dans un test d’infection
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en présence d’anticorps anti-récepteur. Aucun changement phénotypique n’a été observé en
présence des anticorps anti-CD81 ou anti-SR-B1. Par contre, les mutants L286A et E303A
présentaient une sensibilité accrue a I’inhibition par I’anticorps anti-CLDNI1. Ces résultats
contrastent avec ceux observés pour les mutants T213A et [1262A qui montraient une
diminution de la dépendance a CLDNI1, mais ils renforcent I’hypothése du réle majeur joué
par la glycoprotéine E1 dans I’interaction du HCV avec le co-récepteur CLDN1. Devant ces
observations, nous avons tenté de mettre en évidence une interaction directe entre la
glycoprotéine El1 et CLDNI dans une approche biochimique. Malheureusement, nos
expériences se sont révélées infructueuses. Ceci pourrait étre di a la présence de détergent
dans nos conditions expérimentales qui pourrait affecter cette interaction. Alternativement,
nous ne pouvons pas exclure qu'une premicre interaction du complexe E1E2 avec le co-
récepteur CD81 soit nécessaire pour que la glycoprotéine E1 puisse interagir avec CLDNI.
Des approches expérimentales complémentaires seront donc nécessaires afin de mieux
comprendre I’implication de la glycoprotéine E1 dans I’interaction avec le co-récepteur
CLDNI.

Dans le cadre de cette deuxieéme étude, un mutant a particulicrement attiré notre attention. Il
s’agit du mutant G311A qui était non infectieux tout en présentant un bon niveau de sécrétion
de particules virales quantifi¢ par la présence de la protéine de capside. Contrairement au
mutant D263A, les particules virales du mutant G311A présentaient de I’ARN génomique,
mettant en évidence un défaut d’entrée cellulaire pour ce virus. Il reste cependant a
déterminer si cette mutation affecte réellement I’étape de fusion. En effet, nous ne pouvons
pas exclure un effet de cette mutation sur une étape antérieure telle que par exemple
I’attachement aux co-récepteurs. Cependant, le fait que le complexe E1E2 soit précipité par la
forme soluble de CD81 indique une reconnaissance correcte de ce co-récepteur. Au vu de nos
résultats, nous ne pouvons pas exclure un effet sur I’interaction du virus avec CLDN1. Afin
d’aller plus loin dans la caractérisation de ce mutant, nous prévoyons de I’étudier dans le
contexte du systéme HCVpp afin de confirmer définitivement son effet sur I’entrée virale. De
plus, cet outil pourrait nous permettre d’envisager des études complémentaires afin
d’identifier plus précisément I’étape d’entrée affectée par la mutation G311A. Il est a noter
¢également que I’acide aminé G311 n’est pas localisé directement dans la région potentielle du
peptide de fusion. Il est en effet localisé a une vingtaine de résidus de ce segment peptidique
dans le contexte de la séquence primaire de El. Cela pourrait signifier que le peptide de
fusion n’est pas exactement localisé dans la région initialement identifiée. Alternativement,

nous ne pouvons exclure un effet a distance de cette mutation dans le processus de fusion.
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En conclusion de cette thése, nos études nous ont permis de consolider ’hypothese suggérant
des relations interdépendantes entre les glycoprotéines E1 et E2. Nous avons en effet identifié
de nouvelles régions de E1 impliquées dans des interactions avec la glycoprotéine E2. Nous
avons également mis en évidence le réle de la glycoprotéine E1 dans la modulation de
I’interaction avec le co-récepteur CLDN1. Nos travaux nous ont aussi permis de mettre en
évidence pour la premiere fois une interaction indirecte entre la glycoprotéine E1 et ’ARN
viral du HCV au cours de 1’étape d’assemblage du virion. Enfin, nous avons également
identifié¢ une région de la glycoprotéine E1 impliquée dans I’entrée virale. Pour aller plus loin
dans I’interprétation de I’ensemble de nos travaux il serait souhaitable d’avoir acceés a une
structure tridimentionnelle de I’hétérodimeére E1E2 afin de mieux comprendre la relation

structure-fonction de cette nouvelle classe de protéine de fusion.
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METHODOLOGIE

Notre étude vise a investiguer I’importance de la région N-terminale (résultats partie I) et du
peptide de fusion potentiel (résultats partie II) présent dans El, lors du cycle infectieux du
HCV. Afin d’atteindre ce but nous avons remplacé les acides aminés conservés de ces régions
par des résidus alanine. Les tests de caractérisation des mutants générés non décrits dans
I’article : Identification of novel functions for hepatitis C virus envelope glycoprotein El in

virus entry and assembly, sont détaillés ci dessous.

1. Clonage des virus mutants

Le virus HCV utilisé dans cette étude est une version modifiée de I’isolat JFHI (génotype 2a,
numéro d'accés GenBank AB237837) (Wakita et al., 2005 ; Delgrange et al., 2015), fourni par
T. Wakita (Institut national des maladies infectieuses, Tokyo, Japon) (Deleersnyder et al.,
1997). Le plasmide pJFH1 contenant la séquence codante de la souche JFHI1 a été utilisé
comme matrice pour effectuer les PCR en utilisant des amorces spécifiques contenant les
mutations en alanine. Trois PCR ont été réalisées pour produire 1’insert contenant la mutation
(figure 50). Une premicre PCR a été réalisée avec une amorce sens contenant la mutation et
une amorce antisens terminant par le site de restriction BsiWI présent dans la séquence du
geéne E1 Cette PCR a permis de générer le segment d’ADN en aval de la mutation. Une
deuxiéme PCR réalisée en parallele avec une amorce sens commencant par le site de
restriction EcoRI et une amorce antisens contenant la mutation a permis d’obtenir le fragment
d’ADN en amont de la mutation. Enfin, une troisi¢me PCR de fusion a été réalisée avec les
amorces sens contenant le site EcoRI et antisens contenant le site Bswl afin de fusionner les

deux fragments d’ADN.

EcoRlI BSWI
(1) (1368)

Polyprotéine VHC “Core " E1 ™ E2 stem [TMI

Région E1E2

* mutation

Figure 50. La génération des fragments d’ADN mutés.
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Le fragment PCR EcoRI/ BsiWI obtenu apres la PCR de fusion a ensuite été digéré par les
enzymes de restriction EcoRI et BsiWI. Apres purification sur gel d’agarose, ce fragment a
été ligué dans le vecteur pJFHI1 digéré EcoRI/ BsiWI.

Apres ligation, les constructions ont été introduites dans des bactéries E. coli compétentes afin
d’amplifier I’ADN plasmidique. Le criblage des colonies porteuses de la construction a été
réalisé par PCR sur colonies (figure 51). Les plasmides des colonies positives identifiées ont

été extraits et séquencés afin de vérifier que I’insert contenait uniquement la mutation désirée.

1,5kb

1 2 3 4 5 6 7 8 Ctrl+

Colonies

Figure 51. Le résultat de la PCR sur colonies. Les colonies 2, 3, 4 et 5 donnent une bande
sur gel d’agarose 1% apres PCR. Ces colonies sont porteuses de la construction et contiennent
la mutation désirée. La PCR a été réalisé avec un primer spécifique contenant la mutation et
un primer contenant le site de réstriction de I’enzyme EcoRI.

2. Tests d’inhibition de I’expression des récepteurs par siRNA
Les cellules Huh7 ont été transfectées avec les siRNA ciblant les génes des récepteurs SR-
B1 et CD81 en plaques de 6 puits. Pour chaque puit, 3 ul de I’agent de trasfection
lipofectamine RNAIMAX (life technologie ref# 13778-150) ont été dilués dans 500 ul de
PBS1X stérile. Le mélange a été incubé 3 minutes a température ambiante. Durant
I’incubation, 2,5 ul de siRNA (20 nM) ont été ajoutés dans chaque puit d’une plaque 6 puits.
500 ul de la solution diluée de PBS1X / lipofectamine ont ét¢ ajoutés sur les 2,5ul de siRNA

au milieu du puit. Ce mélange a été¢ incubé 30 min a température ambiante. Durant cette
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incubation, les cellules Huh7 ont été trypsinées et comptées. Dans chaque puit, 3 ml de
milieu DMEM complet contenant 10° cellules ont été ajoutés et les cellules ont ensuite été
incubées pendant 2 jours a 37°C. Par la suite, les cellules ont été inoculées dans des plaques
de 96 puits. Le lendemain, ces cellules ont été infectées par les virus sauvage et mutants. A
72h post-infection, les cellules ont été fixées et analysées par immunofluorescence pour

quantifier les niveaux d’infection.

3. Concentration des virus par précipitation au polyéthyléne glycol (PEG) et
quantification de I’ARN viral

Environ 4 x 10° de cellules Huh7 ont été électroporées avec 10 ug d'ARN viraux sauvage et
mutants. A 6h post-électroporation, le surnageant a été aspiré et les cellules ont été lavées 2
fois avec du PBS1X stérile puis incubées dans du milieu DMEM complet (cette étape est
essentielle afin d’¢liminer tout ARN non incorporé dans les cellules au cours de
I’¢lectroporation). A 48h post-électroporation, I’efficacité d’électroporation a été évaluée par
immunofluorescence anti-E1. Les ARN intracellulaires ont été extraits avec le kit d’extraction
NucleoSpin RNA, Ref. 740955.250, Macherey-Nagel. En paralléle, les surnageants ont été
collectés et les virus extracellulaires précipités par addition de PEG (6000) a une
concentration finale de 8%. Le mélange a été incubé sur glace pendant 1h avec agitation et
une nuit a 4°C. La solution a été centrifugée a 8000 trs/min pendant 25 min, le culot a été
resuspendu avec 10 ml de surnageant et re-centrifugé a 8000 trs/min pendant 20 min. Enfin, le
surnageant a ¢été éliminé et le culot a été resuspendu dans 11 mL de PBS1X froid. Apres 30
minutes d’incubation a 4°C, la suspension virale a été centrifugée pendant 5 min a 2000
trs/min de maniére a éliminer le matériel insoluble. Les virus ont ensuite été culottés par
ultracentrifugation a 27000 trs/min a 4°C (rotor SW41). Le surnageant a ¢été retiré
soigneusement et le culot obtenu a été resuspendu dans 140 uL de DMEM complet. L’ARN
viral a été isolé a partir de cette suspension en utilisant le kit QlAamp Viral RNA mini Kit,
Cat. N0.52906, QIAGEN. La quantification de I’ARN viral intra et extracellulaire a été faite
par RTqPCR.
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Abstract

Hepatitis C Virus (HCV) envelope glycoprotein complex is composed of E1 and E2 subunits.
E2 is the receptor-binding protein as well as the major target of neutralizing antibodies,
whereas the functions of E1 remain poorly defined. Here, we took advantage of the recently
published structure of the N-terminal region of E1 ectodomain to interrogate the functions of
this glycoprotein by mutating residues within this 79 amino acid region in the context of an
infectious clone. The phenotypes of the mutants were characterized to determine the effects of
the mutations on virus entry, replication and assembly. Furthermore, biochemical approaches
were also used to characterize the folding and assembly of E1E2 heterodimers. Thirteen out
of nineteen mutations led to viral attenuation or inactivation. Interestingly, two attenuated
mutants, T213A and [262A, were less dependent on claudin-1 for cellular entry in Huh-7
cells. Instead, these viruses relied on claudin-6, indicating a shift in receptor dependence for
these two mutants in the target cell line. An unexpected phenotype was also observed for
mutant D263 A which was no longer infectious but still showed a good level of core protein
secretion. Furthermore, genomic RNA was absent from these non-infectious viral particles,
indicating that D263 A mutation leads to the assembly and release of viral particles devoid of
genomic RNA. Finally, a change in subcellular co-localization between HCV RNA and E1
was observed for D263 A mutant. This unique observation highlights for the first time a

crosstalk between HCV glycoprotein E1 and the genomic RNA during HCV morphogenesis.
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Importance

Hepatitis C virus (HCV) infection is a major public health problem worldwide. It encodes two
envelope proteins, E1 and E2, which play a major role in the life cycle of this virus. E2 has
been extensively characterized, whereas E1 remains poorly understood. Here, we investigated
E1 functions by using site-directed mutagenesis in the context of the viral life cycle. Our
results identify unique phenotypes. Unexpectedly, two mutants clearly showed a shift in
receptor dependence for cell entry, highlighting a role for E1 in modulating HCV particle
interaction with cellular receptor(s). More importantly, another mutant led to the assembly
and release of viral particles devoid of genomic RNA. This unique phenotype was further
characterized and we observed a change in subcellular co-localization between HCV RNA
and E1. This unique observation highlights for the first time a crosstalk between a viral

envelope protein and the genomic RNA during morphogenesis.
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Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is a major public health problem with around 170 million
people infected worldwide (1). HCV infection has a high propensity for establishing a chronic
infection and, in the long term, this can lead to cirrhosis and hepatocellular carcinoma.
Although recent improvements in the standard of care therapy have been achieved, the
available treatments remain very expensive and far from being accessible to the majority of
HCV-infected patients (2).

HCV is a plus-stranded RNA virus which belongs to Hepacivirus genus in the Flaviviridae
family. The viral genome contains a single open reading frame generating a polyprotein
which is sequentially processed by both cellular and viral encoded proteases into ten mature
viral proteins. Among these polypeptides, the structural proteins (core, E1 and E2) are the
components of the viral particle (reviewed in (3)).

The E1 and E2 envelope glycoproteins are two highly glycosylated type I transmembrane
proteins, each with an N-terminal ectodomain and a well-conserved C-terminal
transmembrane domain. By being part of the viral particle, HCV envelope glycoproteins E1
and E2 play an essential role in virion morphogenesis as well as in HCV entry into liver cells.
These two steps necessitate timely and coordinated control of HCV glycoprotein functions.
Furthermore, HCV entry is a complex multistep process involving at least four major entry
factors. They include scavenger receptor BI (SR-BI)(4), tetraspanin CD81 (5) and tight-
junction proteins claudin-1 (CLDN1) (6), and occludin (OCLN) (7).

Until recently, research on HCV glycoproteins has been mainly focused on E2 because it is
the receptor-binding protein interacting with CD81 and SR-BI. E2 is also the major target of
neutralizing antibodies and it was postulated to be the fusion protein (reviewed in (8)).
However, the structure of E2 does not fit with what one would expect for a fusion protein (9,

10), suggesting that E1 alone or in association with E2 might be responsible for the fusion
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step. Interestingly, several studies characterizing novel inhibitors of late steps of HCV entry
have shown that some resistant mutations can be found in E1 (11-13), re-enforcing the
hypothesis that this protein plays a major role during the fusion process. Furthermore, E1 also
plays a role in modulating the exposure of the CD81-binding region on E2 (14). Together,
these observations indicate that E1 plays a more important role than previously thought in the
HCV life cycle. It is therefore essential to better understand how E1 plays an active role in
HCYV entry and assembly.

Recently, the crystal structure of the N-terminal half of E1 ectodomain has been reported (15).
This partial structure reveals a complex network of covalently linked, intertwined
homodimers. We took advantage of this reported information to investigate the functional role
of E1 by alanine replacement of residues in the context of an infectious clone. Among 19
mutants, eight showed reduced viral infectivity and five were no longer infectious.
Interestingly, two attenuated mutants, T213A and 1262A, showed a shift of dependence for
virus entry factor from CLDN1 to CLDN6. Importantly, another mutation, D263 A, which
abolished virus infectivity, led to the secretion of viral particles devoid of genomic RNA but
containing core protein and HCV glycoproteins, highlighting cross-talks between HCV

glycoprotein E1 and the genomic RNA during HCV morphogenesis.

Results

Amino acid conservation in the N-terminal region of E1 ectodomain and mutagenesis
rationale. The secondary structures present in the N-terminal 79 amino acid residues of E1 are
presented in Figure 1A (15). The analysis of the E1 amino acid sequence conservation among
all HCV genotypes shows that the most conserved residues do not necessarily match with the
secondary structure elements that have been identified in the crystallographic structure of the

N-terminal domain of E1 ectodomain (Figure 1B). This highlights that both the secondary
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structures and peculiar features of the loops, which contain crucial cysteine residues as well as
glycosylation sites, are crucial for the biological function(s) of E1. It is worth noting that the
less conserved region in the N-terminal region of E1 ectodomain corresponds to the disordered
loop between 4 to 5 that was not seen in the electron density of the crystallographic
structure.

Here, we mutated residues in the context of an infectious clone. The effects of mutation of
cysteine residues and glycosylation sites have already been reported previously (14, 16), and
these residues were therefore not included in this study. We produced a series of nineteen
mutants in which residues were individually replaced by alanine residues, and we concentrated
our study on structured segments (1 to f5 and a-helix) or conserved amino acids located
close to these secondary structures (Figure 1A). Mutations were introduced in a modified
version of the plasmid encoding the full-length JFH1 genome in which the N-terminal E1
sequence has been modified to reconstitute the A4 epitope, which is present in E1 of genotype
la (17), and therefore allows the identification of E1 of genotype 2a for which there is no
antibody easily available. We did not introduce any mutation in 2 since it contains A4
epitope sequence. It worth noting that the introduction of the A4 epitope had no effect on
HCYV infectivity (data not shown), indicating that this modification is not interfering with the

phenotype of E1 mutants characterized in our study.

Effect of E1 mutations on HCV infectivity. We first determined whether our mutants are
functional for replication. For this, we analyzed the expression of several HCV proteins at 48h
post-electroporation. For all the mutants, the levels of expression of E2 and NS5A were
similar to the wild-type virus (Figure 2A). However, we observed a weaker signal for the E1
glycoprotein in the case of Q193A and V194A mutants, which is likely due to a weaker

recognition of E1 by Mab A4 whose minimum epitope has been mapped immediately
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downstream of these two residues. Together, our data indicate that our mutations do not affect
HCYV genome replication.

We then measured the effects of the mutations on the production of infectious virus by
determining intra- and extra-cellular infectivities. As shown in Figure 2B, we observed three
phenotypes for virus infectivity: (1) complete loss of infectivity, (2) no effect on infectivity or
(3) reduced infectivity. In B1 strand we observed a slight decrease in extracellular infectivity
for Q193A and V194A, indicating that these mutations only slightly affect HCV infectivity.
Four mutations (S208A, T213A, V220A and L221A) in the a-helix had only a slight effect or
no effect at all on HCV infectivity, whereas the others had a drastic reduction in HCV
infectivity (I212A and Q215A) or totally abolished it (W214A and H222A). Most mutants
within the B-sheet (83 to f5) showed no change in infectivity (G233 A, M264A and V265A)
or only a slight decrease (R231A, V240A, P244A and 1262A). However, for two of them
(W239A and D263 A) infectivity was totally abolished. Overall, the intracellular infectivity
profiles were similar to those observed for extracellular viruses, excluding any effect of the
mutations on infectious particles release. This first analysis indicates that the a-helix and the

[B-sheet contain essential residues for HCV infectivity.

Determination of virion release. To determine the effect of mutations on viral secretion in
the case of reduced or abolished infectivity, we measured the expression of core protein in
cell lysates and supernatants. As shown in Figure 3A, the levels of intracellular core protein
of the mutants were comparable to the wild-type, excluding any effect of the mutations on
HCYV genomic replication. In contrast, the levels of extracellular core protein were reduced
for several mutants (Figure 3B). For most mutants, the levels of extracellular core protein
paralleled those of extracellular infectivity (compare Figures 2 and 3). However, mutant

D263A showed a good level of core release despite the absence of infectivity in the

164



ANNEXE

supernatant (Figure 3B), which was confirmed in an additional experiment in the presence of
a mutant virus defective in virus assembly (Figure 3C), suggesting that this mutation leads to

the release of non-infectious viral particles.

Effect of E1 mutations on HCV glycoproteins folding and E1E2 heterodimerization.
Given the cooperativity between E1 and E2 on their respective folding, we analyzed the effect
of E1 mutations on the formation of E1E2 heterodimers. To study the effect of mutations on
the folding of E1 and E2, we used a pulldown assay using CD81-LEL that recognizes
correctly folded E2. As shown in Figure 4A, E2 from all the mutants was recognized by
CDS81-LEL. However, a lower signal was observed for several of them: 1212A, T213A,
W214A, Q215A, V220A, H222A, R231, W239A and D263A. Importantly, for some mutants,
the presence of E1 was not detected or barely detected (Q193A, V194A, 1212A , H222A,
W239A, 1262A and D263A) or reduced (T213A). As discussed above, the weaker E1 signal
for mutants Q193A and V194A is likely due to the involvement of these two residues in A4
epitope. For the other mutants, the absence or drastic decrease of E1 co-precipitation suggests
that these mutations affect the interaction between E1 and E2, at least in the context of
properly folded E2. Since these mutants (I1212A, H222A, W239A, 1262A and D263A) are
also affected in their infectivity (Figure 2B), our data suggest that the assembly defect of the
E1E2 heterodimer could be responsible for the decrease in infectivity. However, in the case of
1262 A mutant, infectivity was only 1 Log;o lower than the wild-type (Figure 2B), suggesting
that the residual interaction between E1 and E2 is sufficient to maintain a certain level of
infectivity. In contrast, E1 and E2 from mutants W214A and Q215A were precipitated by
CDS8I despite loss of infectivity, suggesting that the functional defect for these mutants is not

due to a global effect on E1E2 folding, but rather on the virion assembly itself.
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To further characterize the folding of E1E2 complex, we also performed an
immunoprecipitation experiment with conformation-sensitive Mabs. We first used Mab
ARSA that recognizes a conformational epitope shared between E1 and E2 (18). For five of
our mutants (1212A, H222A, W239A, 1262A and D263A), HCV glycoproteins were not
detected or weakly recognized by Mab ARSA (Figure 4B), which correlated with the data
obtained with CD81 pulldown of E1E2. Since these mutants were also altered in their
infectivity, one can expect that alteration in protein folding is responsible for the phenotype of
these viruses.

Finally, we also used the conformation sensitive anti-E1 Mab IGH526 whose core epitope is
located at amino acid positions 314-324 (19). For this analysis, we focused mainly on mutants
showing alterations in infectivity. As shown in Figure 4C, a decrease in the recognition of E1
was observed for [212A, T213A, H222A, W239A and D263 A mutants, which correlated with
an alteration in recognition of E1E2 complex by CD81 and ARSA (Figures 4A and B). It is
noteworthy, that [262A mutant was relatively well recognized by IGH526 Mab (Figure 4C),
which contrasts with the altered recognition by CD81 and ARSA, suggesting that E1 might
have achieved an advanced state of folding for this mutant despite alterations in E1E2
interactions. A decrease in E1 recognition by Mab IGH526, which correlated with a slight
reduction of recognition by CD81, was also observed for R231A mutant (Figure 4C). This

could again explain the slight decrease in infectivity observed for this mutant (Figures 4A).

Effect of E1 mutations on sensitivity to antibody neutralization and inhibition by CD81
co-receptor. The above analyzes of the effects of E1 mutations on the folding of the envelope
proteins were performed in the context of intracellular proteins. However, incorporation of the
envelope glycoproteins on the surface of the viral particle during the assembly process leads

to conformational changes that occur in the quaternary structure of these proteins (15, 20).
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The biochemical analysis of the glycoproteins associated with the viral particle are not easily
performed because they require high amounts of viral particles. A more sensitive alternative
approach is to determine the sensitivity of the mutant viruses to inhibition mediated by the
presence of CD81-LEL or neutralizing Mabs. We therefore used CD81-LEL as well as Mabs
ARSA and IGH526 for these experiments. In these analyses, we focused on infectious
mutants showing a decrease in infectivity of approximately 1 logio (T213A, R231A, 1262A)
and S208A mutant was used as control. Interestingly, we observed a strong decrease in
sensitivity to inhibition by CD81-LEL, ARSA and IGH526 for T213A and [1262A mutants
(Figure 5). These results indicate conformational changes in the envelope proteins present on
the surface of these two mutants, which are in line with the alterations observed in our
biochemical approach (Figure 4), suggesting a similar effect of the mutations on the
conformation of HCV glycoproteins present on the surface of the viral particle. However, for
some mutants, discrepancies were observed between biochemical analyses and neutralization
results. Indeed, R231A mutant showed some alteration in the biochemical approach, but was
neutralized at the wild-type level. On the opposite, [262A mutant was well recognized by
IGH526 in the immunoprecipitation experiment, but was much less sensitive to neutralization
by this antibody. This indicates that the biochemical results do not necessarily parallel the

functional phenotype.

Effect of E1 mutations on the recognition of HCV receptors. To further characterize the
phenotype of T213A, R231A and 1262A mutants, we analyzed their dependence on known
receptors. For this, we analyzed the sensitivity of our mutants to inhibition by anti-receptor
Mabs previously reported to affect HCV entry. Similar dose-dependent decreases in
infectivity were observed for mutant (S208A, T213A, R231A and 1262A) and wild-type

viruses in the presence of anti-CD81 Mab JS81 or anti-SR-BI Mab C167 (Figure 6A and B).
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In contrast, T213A and [262A mutants were less inhibited by anti-CLDN1 Mab OM8A9-A3
(Figure 6C), suggesting that these viruses were less dependent on CLDNI1 to infect Huh-7
cells. Since these cells also express CLDNG6, another tight-junction protein that can be used by
some viruses in the absence of CLDN1 (21), we also tested the sensitivity of T213A and
1262 A mutants to inhibition by anti-CLDN6 Mab 342927. As shown in Figure 6D, T213A
and 1262 A mutants were more sensitive than the wild-type virus to inhibition by anti-CLDN6
Mab, whereas S208A and R231A mutants showed the same profile as the wild-type virus
(data not shown). Furthermore, when we co-incubated these mutants with both anti-CLDN1
and anti-CLDN6 Mabs, T213A and 1262A mutants were inhibited to a similar extent as the
wild-type virus (Figure 6E). In the absence of antibodies against OCLN, we used a cell line
knocked out for this receptor (22) to determine the dependence of our mutants to OCLN for
virus entry. None of our mutants were able to infect this cell line (data not shown), indicating
a similar dependence on OCLN. Altogether, our data indicate that T213A and 1262A

mutations induce a shift in receptor usage from CLDN1 toward CLDNG6.

Characterization of the D263A mutant. Since it had lost infectivity but showed a good level
of core protein secretion, D263 A mutant was further characterized. For this, we analyzed the
released viral material on an iodixanol density gradient. As a negative control, we used a viral
genome carrying a large in-frame deletion in E1E2 coding region known to affect the release
of viral particles (AE1E2). The different fractions obtained after gradient sedimentation were
analyzed to determine infectivity as well as the content in core protein and genomic RNA. As
shown in Figure 7B, core protein of the wild-type virus showed two peaks, one in fractions 1-
2 and the other one in fractions 5-7. Fractions 1-2 corresponded to the peak of infectivity and
the first peak of genomic RNA, whereas fractions 5-7 corresponded to the second peak of

genomic RNA which was non-infectious (Figure 7A). Although core protein of D263 A
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mutant was detected in fractions 1-9, the majority peaked in fractions 5-7 together with the
non-infectious peak of the wild type-virus (Figure 7A). Surprisingly, HCV RNA was at
background level for D263 A mutant very similarly to the control AE1E2 which is defective in
virus assembly (Figure 7B). This was not due to the absence of viral replication since
intracellular RNA levels were similar for both D263 A mutant and wild-type virus (Figure
7C). Together, our data indicate that D263 A mutation leads to the assembly and release of
particulate material devoid of genomic RNA.

To further understand the molecular basis of the absence of genomic RNA in secreted virus
particles in the context of D263 A mutation, we investigated whether the core protein was able
to oligomerize into capsid-like structures. Oligomerization of core proteins expressed by this
mutant was analyzed on a iodixanol gradient by ultracentrifugation, as described in Materials
and Methods. The core protein complexes of the wild-type were detected in fractions 6 to 8
(Figure 8). These fractions correspond to highly ordered multimeric complexes (23). A
similar profile of sedimentation was observed with D263 A mutant as well as with the
assembly-defective control AE1E2 (Figure 8). However, there was a slight shift towards
lower density for D263 A mutant. Furthermore, a small proportion of the core protein was
found in fractions 2 and 3 for both mutants D263 A and AE1E2. This likely corresponds to
monomeric and/or dimeric forms of the core protein as previously suggested (24). When the
wild-type core protein was treated with 1% SDS before ultracentrifugation, only the
monomeric form of the core protein was detected in fractions 1 and 2 at the top of the
gradient. This profile is due to disruption of core protein complexes by SDS, as shown
previously (23) (Figure 8). These results therefore suggest that the D263 A mutation does not

drastically affect core protein multimerization.

169



ANNEXE

Finally, we recently showed that E1 forms homotrimers during the assembly process (20). We
therefore also tested the capacity of D263 A mutant to form such trimers, but we did not detect

any defect in E1 trimerization (data not shown).

Subcellular localization of HCV proteins during the assembly process of D263A mutant.
Since D263 mutant leads to the production of viral particles devoid of genomic RNA, we
further investigated the subcellular co-localization of HCV proteins to determine whether this
mutation would induce a mislocalization of E1 glycoprotein. For this, Huh-7 cells were
electroporated with D263 A mutant RNA, and the cells were fixed with paraformaldehyde at
48h post-electroporation before being processed for immunofluorescence. E1 mutated at
position D263 showed a co-localization with E2 similar to what was observed for the wild-
type virus (Figure 9). Furthermore, there was no difference in core and NS5A co-localization
with lipid droplets, the site where HCV assembly is supposed to take place (25). Finally, we
also analyzed whether D263 A mutation affects the colocalization of core or E1 with the viral
RNA. For this, we analyzed the localization of HCV RNA by FISH. Although D263A
mutation did not change the co-localization of core protein with HCV RNA (Figure 10A), a
significant decrease in subcellular co-localization between HCV RNA and E1 was observed
for this mutant (Figure 10B and C), supporting the hypothesis that E1 could play a role in the

recruitment of HCV RNA during virus assembly

Discussion

For a long time, E1 remained poorly studied. However, recent structural studies on E2 suggest
that E1 might play an active role in the fusion process (26), prompting us to initiate a
functional study of this protein based on the recently published structure of its N-terminus

(15). Our data identify residues in the a-helix and the B-sheet that are important for the
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assembly and release of infectious viral particles. Characterization of our mutants also
highlights crosstalks between E1 and E2 during HCV morphogenesis. Furthemore,
neutralization experiments indicate that mutations in two of our mutants induce a shift in
receptor usage from CLDN1 toward CLDNG6. Finally, characterization of the mutant D263A
shows that this virus leads to assembly and release of viral particles devoid of genomic RNA,

indicating that E1 plays a role in the incorporation of HCV RNA into the nucleocapsid.

Several mutations in E1 affect the folding of E2. This is the case for [212A , T213A, H222A
and W239A mutants, as shown by CD81 pulldown. CD81 is often used as a probe to
determine the folding of E2 since its binding region is located in E2 and it is conformation
dependent (27). HCV glycoproteins have been shown to assemble as a noncovalent E1E2
heterodimer (28), and these proteins are known to cooperate for the formation of a functional
complex(29). The folding of E1 has indeed initially been shown to be dependent on the co-
expression of E2 (30, 31). Later on, it was reported that E1 can also affect the folding of E2
(32, 33). Our observation that mutations in E1 can affect the recognition of E2 by CD81 is
therefore in line with the fact that E1 can play an active role in the folding of E2 in the context
of E1E2. It is however to be noted that E2 expressed alone is well recognized by CD81(5),
suggesting that mutations in E1 can push E2 towards a conformation poorly recognized by
CDS81, which is in line with the crosstalks observed between these two proteins (34, 35). 1212,

T213 and H222 correspond to highly conserved residues located in the a-helix of E1 (Figure

11), whereas W239 belongs to the 4 strand.

Several mutations in E1 affect E1E2 interaction. This is particularly the case for mutants
W239A, 1262A and D263 A, as shown by the lack of E1 signal after CD81 pulldown.
Residues involved in E1E2 interactions have been identified in the transmembrane domains of

these two proteins (36). Moreover, a study based on chimeric E1E2 heterodimers derived
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from different genotypes has also recently identified residues in the ectodomain of E1, at
positions 308, 330 and 345, as being involved in functional interactions between E1 and E2
(35). However, in the study of Douam and coworkers, no biochemical analysis was performed
to determine the physical interaction between these two proteins. Amino acid residues
W239A, 1262 A and D263 A identified in our study as affecting E1E2 interaction are located in
a B-sheet structure identified in the N-terminal region of E1 (Figure 11) (15). 1262, D263 and
W239 belong to the p4 and B5 strands respectively and are close in space in the structure of
El. Indeed the D263 residue is directly facing the W239 residue. Therefore, our data suggest
that this (3-sheet is involved in interactions with E2. Interestingly, D263 and W239, two
highly conserved residues, are part of a rather hydrophobic surface that has been described by
El Omari et al. as being likely involved in interaction with another protein partner (15). It has
to be noted that one of our mutations, 1262A, is not lethal for the virus, suggesting that
alteration in E1E2 interactions does not necessarily abolish viral infectivity. However, for this
particular mutant, E1E2 interaction was not totally abolished, and the remaining infectivity
might be explained by this residual interaction. If 1262 is close to D263 and W239 residues,
its side-chain does not point out in the same direction. Indeed, the side-chains of D263 and
W239 are exposed to the E1 surface, directly available to potentially interact with another
protein, whereas the side-chain of 1262 is buried in the E1 structure and makes hydrophobic
contacts with the a-helix (Figure 11). Thus the side-chain of 1262 is unlikely to be directly
involved in the interaction with E2, and this may explain the peculiar phenotype observed for

1262 mutant.

Our data indicate that mutations in E1 can affect the tropism of HCV for CLDNI1. Indeed,
T213A and 1262 A mutants preferentially use CLDNG6 instead of CLDN1 in Huh-7 cells. A
similar shift in receptor dependence has recently been reported for another E1 mutant that has

been selected by long-term culturing and passage of the HCV Jcl isolate through CLDN1 KO
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Huh-7.5 cells (37). Together, these data point to a role for E1 in the HCV cell-entry process as
a modulator of entry factor usage. It has been previously reported that many HCV isolates can
naturally use both CDLN1 and CLDNG6 for host cell entry (21, 38-40) , so a change in
receptor dependence from CLDN1 to CLDNG is not entirely surprising. However, it is not
clearly known whether E1 interacts directly with CLDNI. It has been reported that mutations
in E1 that affect the infectivity of pseudoparticles bearing HCV glycoproteins can modulate
the binding of these particles to CLDN1-expressing cells, suggesting a role for E1 in HCV
glycoprotein interaction with CLDN1 (35). However, one cannot exclude that these E1
mutations may be functioning indirectly by influencing how E2 interacts with CLDN1. We
have indeed already observed that mutations in E1 can affect E2-CD8]1 interaction, indicating
that E1 plays a role in modulating the receptor binding capacity of E2 (14). The most
surprising observation is that mutations located in different regions of the E1 primary
sequence can affect the dependence on CLDNI1. Indeed, the mutations identified in our work
are at position 213 and 262 which belong to the a-helix and the 5 strand respectively (Figure
1), whereas the mutation identified by the group of Evans is located at position 316 (37),
which is located in the epitope of neutralizing Mab IGH526 (19). However, T213 in the a-
helix and 1262 in the 35 strand are proximate in space in the E1 structure. Moreover, 1262
establishes hydrophobic interactions with the a-helix that contribute to the folding back of this
helix on the B-sheet of E1 (Figure 11). Interestingly, our biochemical and neutralization data
indicate that both T213A and 1262A mutations affect E1 recognition by IGH526, suggesting
that amino acid positions 213, 262 and 316 might be in close proximity in the 3D structure of
E1. Whether the alteration in CLDN1-dependence is clinically relevant remains to be

determined.

The most surprising observation of our study is the production of HCV particles devoid of

genomic RNA in the case of D263 A mutation. The D263 amino acid is highly conserved.

173



ANNEXE

Indeed, an aspartate residue is present at this position in 18 out of 19 reference sequences
from all confirmed genotypes and subtypes (Figure 1B) as well as in 96% of the full E1
sequences from the euHCVdb (https:euhcvbd.ibep.fr)(41)23. It has been shown that, in a cell-
free assay, HCV core proteins produced in bacteria self-assemble into nucleocapsids (42).
However, in this case viral or nonviral RNA molecules were associated with the particles.
Intracellular assembly of HCV capsids has also been described in the past (43). However,
these particles were not secreted and they were shown to form abortive budding events. In our
case, we detected secretion of viral particles that contain at least the core protein but no
genomic RNA. Due to the low production of particles and the fact that we cannot amplify
them by reinfection, we could not determine whether HCV envelope glycoproteins are
associated with these particles. We presume that they should be present in the envelope. E1
has been shown to interact with the capsid protein in the context of a heterologous expression
system, at least after oligomerization of the capsid protein (44). Together with our data, this
suggests that E1 plays a major role in HCV particle assembly. In the context of our D263 A
mutant, one can speculate that due to loss of interaction with E2, E1 might be able to directly
interact with the capsid protein in the absence of interaction with the genomic RNA.
Interestingly, we also observed a decrease in subcellular co-localization between HCV RNA
and E1 for D263 A mutant which is in line with the hypothesis that, through its interaction
with core protein, E1 might play a role in recruiting the genomic RNA. As already mentioned
above, in the E1 structure, the D263 residue that is located in the 3-sheet has its side chain
exposed at the molecular surface (Figure 11). Interestingly, the D263 carboxylic function of
its side chain is at the center of a hydrogen bonds network, which comprises the R237, W239
and H261 side chains (Figure 11B). This polar interaction network might be involved in the
stabilization of D263, R237, W239 and H261 side chains toward an E1 conformation suitable

to interact with an essential biological partner.
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To conclude, our mutagenesis study highlights cross-talks between the E1 and E2 during
HCV morphogenesis. Our data also indicate the role of E1 in modulating functional
interactions between E1E2 complex and CLDN1. Finally, this study describes for the first

time a cross-talk between E1 and the genomic RNA during HCV morphogenesis.

Materials and Methods

Cell culture. Huh-7 hepatoma cells (45) were grown in Dulbecco’s modified essential
medium (DMEM; Thermofisher) supplemented with glutamax, 10% fetal calf serum and non
essential aminoacids (NEAA).

Antibodies. Anti-HCV monoclonal antibodies (Mabs) A4 (anti-E1) (46) and 3/11 (anti-E2;
kindly provided by J. A. McKeating, University of Birmingham, Birmingham, UK)(47) were
produced in vitro by using a MiniPerm apparatus (Heraeus) as recommended by the
manufacturer. Anti-E1E2 Mabs AR5A (18) and anti-E1 Mab IGH526 (19) were kindly
provided by M. Law (Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA). The anti-NS5A MAb
9E10 (48) and a polyclonal antibody (49) were a gift from C. M. Rice (Rockefeller
University, New York, NY) and M. Harris (University of Leeds, United Kingdom),
respectively. Anti-core Mab ACAP-27 (50) was kindly provided by J. F. Delagneau (Bio-Rad,
France). Anti-SR-BI Mab C167 was a gift from A. Nicosia (Okairos, Rome Italy) (51). Anti-
CLDNI1 Mab OM8A9-A3 has been previously described (52). Commercially available anti-
CD81 Mab JS81 (BD Pharmingen), anti-SR-BI polyclonal antibody (Abcam), anti-SR-BI
Mab Cla-I (BD Biosciences), and anti-CLDN6 Mab clone 342927 (R&D Systems) were used
in this work. Secondary antibodies used for immunofluorescence were purchased from

Jackson Immunoresearch. Control anti-tubulin antibody was from Sigma.

175



ANNEXE

Structural model of E1. The structural model of the N-terminal region of E1 ectodomain was
constructed using the JFH1 amino acid sequence and the crystallographic structure of E1 from
H77 strain (PDB code 4UOI, chain F) as template thanks to the Swiss-Model server (53).
Mutagenesis and virus production. The virus used in this study is a modified version of the
JFH1 isolate (genotype 2a; GenBank accession number AB237837) (54), kindly provided by
T. Wakita (National Institute of Infectious Diseases, Tokyo, Japan) (17). Mutants were
generated by site-directed mutagenesis. Selected residues were replaced by alanines. The
restriction enzyme Xbal was used to linearize plasmids encoding viral RNAs. The linearized
plasmids were then treated with mung bean nuclease (New England BioLabs) with the aim of
obtaining blunt-ended DNA. For in vitro transcription, 2 pg of linearized DNA was
transcribed using the Megascript kit according to the manufacturer’s protocol (Ambion). The
in vitro transcription reaction mixture was set up and incubated at 37°C for 4 h, and
transcripts were precipitated by the addition of equal volumes of LiCl and nuclease-free
water. The mixture was chilled at - 20°C for 30 min and then centrifuged at 4°C for 15 min at
14,000 g. The supernatants were then removed, and the RNA pellets were washed with 70%
ethanol and resuspended in RNase-free water. Infectivity analyses were performed as
previously described (14). Briefly, supernatants containing extracellular virus were removed
at different times after electroporation, and cell debris was removed by centrifugation for 5
min at 10,000 x g. Infected cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS),
harvested by treatment with trypsin, and intracellular viral particles were obtained after 4
freeze-thaw cycles. Cell lysates were clarified by centrifugation at 10,000 x g for 7 min.
Clarified supernatants containing extracellular virus and intracellular virus were used for
infection of naive Huh-7 cells. Infected cells were then fixed with ice-cold methanol (100%)
and immunostained with anti-E1 or anti-NS5A antibodies. The non replicative control HCV

genome (GND) contained a GND mutation in the NS5B active site, as previously reported
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(55). The assembly-deficient control of HCV (AE1E2) containing an in-frame deletion
introduced into the E1E2 regions has been previously described (54).

Immunofluorescence. Immunofluorescence analyses were performed as previously described
(24). Briefly, Huh-7 cells electroporated with 10 pg of wild-type or mutant RNAs, were
grown on 12-mm coverslips or in 96 well plates. After 48 h, the cells were washed twice with
PBS and then fixed with cold methanol (100%) for 5 min. The methanol was removed by
washing the cells twice with PBS. The cells were then blocked with 10% goat or horse serum
for at least 10 min, followed by washing with PBS. The primary anti-E1, anti-E2 and anti-
NS5A antibodies were diluted in 10% goat serum/horse serum, and the coverslips were
incubated with antibodies at room temperature for 25 min. The cells were then washed 3
times in PBS. The secondary antibody was diluted in goat serum/horse serum (1/500), and
coverslips were incubated with a Cy3-conjugated antibody for 20 min. The cells were washed
again with PBS. Nuclei were stained with DAPI (4’°,6-diamidino-2-phenylindole). The
coverslips were mounted on glass slides using 7 uL. of mounting medium (Mowiol 4-88,
Calbiochem). Confocal microscopy was performed with a LSM 880 confocal laser-scanning
microscope (Zeiss) using a x63/1.4 numerical aperture oil immersion lens. Double-label
immunofluorescence signals were sequentially collected by using single fluorescence
excitation and acquisition settings to avoid crossover. Images were processed by using Image
J software.

Equilibrium density gradient analysis. Equilibrium density gradient analyses were performed
as previously described (14) after concentration of viral preparation by polyethylene glycol
precipitation as described (56). Briefly, viruses were harvested 48 h following electroporation.
Approximately 80 mL of virus supernatants was precipitated using polyethylene glycol (PEG)
6000 to a final concentration of 8%. The mixture was shaken for 1 h on ice, centrifuged at

8,000 rpm (Beckman JLLA-10.5 rotor) for 25 min, and then resuspended in 1 mL sterile PBS.
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The virus was then loaded on a 10-50% iodixanol gradient. The gradients were spun for 16 h
at 36,000 rpm in an SW41 rotor (Beckman) and fractionated from the top.

Core oligomerization. Huh-7 cells electroporated with mutant and wild-type RNA genomes
were lysed at 48 h postelectroporation in lysis buffer (PBS/0.3% NP-40 and a protease
inhibitor cocktail (Roche)) for 15 min at room temperature. Cell lysates were precleared by
centrifugation at 14,000 rpm for 5 min at 4°C. Each sample was layered on top of 11 ml 10-
50 % iodixanol gradient and centrifuged in a Beckman SW41 Ti rotor (Beckman) at 36,000
rpm for 16 h at 4°C. Fractions of 1 ml were collected from the top of each tube and analyzed
by SDS-PAGE and immunoblotting.

HCYV core quantification. HCV core was quantified by a fully automated chemiluminescent
microparticle immunoassay according to the manufacturer’s instructions (Architect HCVAg;
Abbott, Germany) as previously described (57, 58).

Western blotting. Western blotting experiments were performed as previously described (13).
Cells were lysed in PBS lysis buffer (1% Triton X-100, 20 mM NEM, 2 mM EDTA, protease
inhibitor cocktail; Roche). Cell lysates were then precleared by centrifugation at 14,000 x g
for 5 min at 4°C. Protein samples were heated for 7 min at 70°C in Laemmli sample buffer.
Following separation with SDS-PAGE, the proteins were transferred onto nitrocellulose
membranes (Hybond-ECL; Amersham) and detected with specific antibodies. Following
incubation with primary antibodies, the membranes were incubated with the corresponding
peroxidase-conjugated anti-rat (Jackson), anti-rabbit (Amersham), anti-sheep (Amersham) or
anti-mouse (Dako) antibodies. The proteins were then detected by enhanced
chemiluminescence (ECL) (Amersham) as recommended by the manufacturer.

CD81 interaction and immunoprecipitation assays. CD81 pulldown and
immunoprecipitation experiments were performed as previously described (59). Cells were

lysed in PBS lysis buffer (1% Triton X-100, 20 mM NEM, 2 mM EDTA, protease inhibitor
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cocktail; Roche). Cell lysates were then cleared by centrifugation at 14,000 x g for 15 min at
4°C. For CD81 pulldown, Glutathione-Sepharose beads (glutathione-Sepharose 4B;
Amersham Bioscience) were washed twice with cold PBS to remove the storage buffer. For
each cell lysate sample, 50 pL of glutathione beads was incubated with 10 pg of human
CD81 (hCD81) large extracellular loop (LEL) glutathione S-transferase (GST) recombinant
protein in 1 mL cold PBS containing 1% Triton X-100 for 2 h at 4°C. Following incubation,
the glutathione-Sepharose beads were washed with cold PBS. Cell lysate samples containing
E1E2 proteins were then incubated with CD81-LEL complexed with glutathione beads
overnight at 4°C. The following day, the beads were washed five times with cold PBS and
1% Triton X-100. Finally, the beads were resuspended in 30 uL. of Laemmli buffer. Samples
were heated at 70°C and loaded onto 10% SDS-PAGE, followed by western blotting to
reveal the proteins of interest. For immunoprecipitation, 70 pL of protein A Sepharose beads
was incubated with 10 pg of Rabbit anti-human IgG (Dako) in 1 mL cold PBS and 1% Triton
X-100 for 2 h at 4°C. In parallel, 100 pL of cell lysates were incubated with 2 pg of Mab
ARSA (anti-E1E2) or Mab IGH526 (anti-E1) in 400 pL cold PBS and 1% Triton X-100 for 2
h at 4°C. Next, Protein A Sepharose beads were washed twice with cold PBS and 1% Triton
X-100 and added to cell lysates. The mixture was then incubated for 90 min at 4°C. After
incubation, the beads were washed five times with cold PBS and 1% Triton X-100. Finally,
the beads were resuspended in 30 puL. of Laemmli buffer. The presence of HCV envelope
glycoproteins was then detected by western blotting.

Entry inhibiton assays and neutralization assays. Viruses or cells were preincubated with
human CD81-LEL, Mab ARS5SA, Mab IGH526 or anti-receptor antibodies for 2 h at 37°C. The
viruses were then put in contact with Huh-7 cells. At 6 h post-infection, the inoculum was
removed and the cells were further incubated for 72 h with complete medium. The cells were

then processed for immunofluorescence to measure residual infectivity.
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Fluorescence in situ hybridization (FISH) and colocalization with viral proteins. In Situ
hybridization was performed as previously described (60). Briefly, cells were washed once
with PBS and fixed with 500 pl of 4% paraformaldehyde for 20 min at room temperature,
followed by three times washing with PBS. Fixed cells were processed for FISH analysis,
using the QuantiGene ViewRNA ISH Cell Assay (Affymetrix) as recommended by the
manufacturer.

Graphs and statistics. Prism v5.0c (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) software was used
to prepare graphs and to determine statistical significance of differences between data sets

using the Mann-Whitney test.
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Fig.1 : E1 N-terminal region sequence analyses. (A) The sequence of the 79-amino-acid region
comprising positions 192 to 270 of E1 of the HCV JFH1 strain (AB047639; genotype 2a) is indicated
(polyprotein numbering). The A4 epitope (specific for genotype 1a) is comprised of N-terminal amino
acids 197 to 207. The secondary structures corresponding to the oa-helix and 3 strands previously
identified are highlighted in blue and yellow, respectively. Amino acids mutated in this study are
indicated by a red dot. (B) Amino acid repertoire of the N-terminal region of the E1 ectodomain. The
amino acid repertoire was deduced from ClustalW multiple alignment of 19 reference sequences from
all confirmed genotypes and subtypes (https://euhcvdb.ibep.fr/euHCVdb/). Amino acids observed at a
given position in fewer than two distinct sequences were not included. Amino acids observed at a
given position in more than 17 distinct sequences are shown in uppercase letters. The degree of amino
acid conservation at each position can be inferred from the extent of variability (with the observed
amino acid listed in decreasing order of frequency from top to bottom), together with the similarity
index according to Clustal W convention (asterisk, invariant; colon, highly similar; dot, similar).
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Fig. 2 : Effects of mutations on viral protein expression and infectivity. (A) Huh-7 cells were
electroporated with viral RNA transcribed from JFHI-derived mutants, and they were lysed at 48 h
postelectroporation. Viral proteins were separated by SDS-PAGE and detected by Western blotting
with MAbs A4 (anti-E1), 3/11 (anti-E2), and anti-NS5A. Western blotting with an anti-beta-tubulin
antibody was performed in parallel to verify that equal amounts of cell lysates had been loaded. (B)
Infectivity of E1 mutants. Huh-7 cells were electroporated with viral RNA transcribed from JFH1-
derived mutants. At 48, 72, and 96 h postelectroporation, infectivities of the supernatants and
intracellular viruses were determined by titration. Error bars indicate standard errors of the means
from at least three independent experiments. Results were compared to those for the wild type, and a P
value of < 0.05 was determined for intracellular mutants Q193A, V194A, 1212A, T213A, W214A,
Q215A, V220A, L221A, H222A, R231A, G233A, W239A, V240A, P244A, 1262A, D263A and
M264A. A P value of < 0.05 was determined for extracellular mutants 1212A, T213A, W214A,
Q215A, H222A, W239A, and D263A. WT, wild type; FFU, focus-forming units.
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Fig. 3 : Analysis of core protein release for E1 mutants. Huh-7 cells were electroporated with viral
RNA transcribed from JFH1-derived mutants. At 48 h postelectroporation, the amount of intracellular
core antigen was determined in cell lysates (A) and supernatants (B). A control experiment with a
genome defective in virus assembly, AE1E2, is shown in panel C. HCV core protein was quantified by
a fully automated chemiluminescent microparticle immunoassay. Error bars indicate standard
deviations. Results were compared to those for the wild type, and a P value of < 0.05 was determined
for extracellular mutants 1212A, T213A, W214A, Q215A, H222A, and W239A.
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Fig. 4 : Effect of E1 mutations on HCV glycoprotein folding and E1E2 heterodimerization. (A)
Interaction of viral glycoproteins with HCV entry factor CD81. At 48 h postelectroporation, lysates
were analyzed by GST pulldown using a CD81-LEL-GST fusion protein. Pulled-down E1 and E2
were analyzed by SDS-PAGE and detected by Western blotting with MAbs A4 and 3/11. (B and C)
Interaction of HCV glycoproteins with the conformation-sensitive anti-E1E2 MAb ARSA and anti El
MAD IGH526, as indicated. At 48 h postelectroporation, E1 and E2 from cell lysates were analyzed by
immunoprecipitation with MAbs ARSA and IGHS526. Precipitated E1 and E2 were then separated by
SDS-PAGE and detected by Western blotting with MAbs A4 and 3/11. The weaker E1 signals
observed with two of our mutants (Q193A and V194A) are likely due to the involvement of these two
residues in the A4 epitope.
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Fig. 5 : Effect of E1 mutations on sensitivity to antibody neutralization and inhibition by CD81. CD81
inhibition assays (A), ARSA neutralization experiments (B), and IGH526 neutralization experiments
(C) were performed by incubating E1 mutants or wild-type virus with increasing concentrations of
human CD81-LEL, MAb ARS5A, or MAb IGHS526. After 2 h of incubation at 37°C, the mixtures were
put into contact with target cells, and the inoculum was replaced by fresh medium at 6 h postinfection.
At 72 h postinfection, residual infectivity was measured by immunofluorescence. The values are the
combined data from three independent experiments. The error bars represent standard errors of the
means. Results were compared to those for the wild type, and a P value of < 0.05 was determined for
mutants T213A and 1262 A under all inhibitory conditions.
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Fig. 6 : Effect of E1 mutations on the recognition of HCV receptors. (A to D) Huh-7 cells were
preincubated for 2 h at 37°C with increasing concentrations of antibodies targeting HCV receptors:
anti-CD81 Mab JS81, anti-SR-BI MAb Cla-I, anti-CLDN1 MAb OM8A9-A3, and anti-CLDN6 MAb
342927, as indicated. Cells were then incubated with E1 mutants or wild-type virus, and the inoculum
was replaced by freshmedium at 6 h postinfection. At 72 h postinfection, cells were processed for
immunofluorescence to quantify residual infectivity. The values are the combined data from three
independent experiments. The error bars represent standard errors of the means. Results were
compared to those for the wild type, and a P value of < 0.05 was determined for mutants T213A and
1262A in the presence of anti-CLDN1 and anti-CLDNG6 antibodies. (E) Effect of E1 mutations on the
recognition of CLDN1 and CLDN6. Huh-7 cells were preincubated for 2 h at 37AiC with a
combination of anti-CLDN1 (5 pg/ml) and anti-CLDN6 (10 pg/ml) MAbs. Cells were then incubated
with E1 mutants or wild-type virus, and the inoculum was replaced by fresh medium at 6 h
postinfection. At 72 h postinfection, cells were processed for immunofluorescence to quantify the
residual infectivity. The values are the combined data from three independent experiments. The error
bars represent standard errors of the means.
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Fig. 7 : Characterization of the secreted form of the D263 A mutant. Concentrated supernatant of cells
electroporated with HCV was separated by sedimentation through a 10 to 50% iodixanol gradient.
Fractions were collected from the top and analyzed for their infectivity as well as their viral RNA (A)
and core protein content (B). (C) Analyses of intracellular genomic replication for the D263 A mutant.
Intracellular HCV genome copies in electroporated cells were quantified at different times
postelectroporation. Control experiments with the wild type and AE1E2 and GND mutants were
performed. The error bars represent standard deviations.
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Fig. 8 : Analysis of core protein oligomerization by velocity sedimentation. Cells electroporated with
the D263 A mutant, AE1E2, or wild-type JFH1 RNA genome were lysed at 48 h postelectroporation.
Lysates were subjected to velocity sedimentation on a 10 to 50% iodixanol density gradient, followed
by Western blot analysis of core protein. Fractions were collected from the top. A control gradient was
performed in parallel with extracts of cells electroporated with the wild-type genome that had been
treated with 1% SDS. The input represents 8% of lysates.
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Fig. 9 : Subcellular localization of HCV proteins in the context of the D263 A mutant. Electroporated
cells grown on coverslips were fixed at 48 h postelectroporation and processed for
immunofluorescence with antibodies against viral proteins (E1, E2, core protein [C], and NS5A).
Lipid droplets were stained with BODIPY 493/503 (green). Rat anti-E2 Mab 3/11 was used for the
colocalization with El1 (mouse anti-E1 MAb A4). Anti-core MAb ACAP-27 was used for the
colocalization with lipid droplets (LD). The NS5A protein was labeled with anti-NS5A (9E10). Nuclei
were stained with DAPI (blue). Representative confocal images of individual cells are shown with the
merged images in the right column. Bar, 25 pm.
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Fig. 10 : Subcellular localization of the D263A mutant and wild-type RNA by fluorescence in situ
hybridization (FISH). Huh-7 cells were electroporated with the D263A and wild-type (WT) RNA
genomes, fixed at 48 h postelectroporation, and processed for HCV positive-strand-specific RNA
detection, followed by immunofluorescence staining for core protein with MAb ACAP-27 (A) or for
El with MAb A4 (B). Scale bar, 20 pm. (C) Pearson’s correlation coefficient. Error bars represent
standard deviations from 21 different images (***, P <0.0004).
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Fig. 11 : Positions of identified amino acid residues on the 3D structure of the E1 N-terminal region.
The residues identified in this study are highlighted on the structural model of the N-terminal region of
El from the JFHI1 isolate. This model was built using the Swiss-Model web server (53) with the
crystallographic structure of E1 (H77 strain) (PDB accession number 4UOI) as the template. (A)
Residues for which the mutation toward an alanine showed an interesting or lethal phenotype are
shown in green or orange, respectively, and their side chains are shown in stick rendering. (B)
Hydrogen bond network established by the D263 residue with others residues from the 4 and 5
strands. The figure was generated using the PyMOL Molecular Graphics System, version 1.8
(Schr.dinger, LLC). Ct, C terminus; Nt, N terminus.
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