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Résumé

Chez les patients infectés par le virus de I'hépali le haut niveau de réplication combiné a
'absence d’activité correctrice de 'ARN polyméeagst responsable d'une grande variabilité
génétique, comme en témoigne la présence de nagltigriants viraux (quasi-espéces) co-infectant
un méme individu. La génération continue de vasiaviraux chez I'hote infecté est un des
mécanismes contribuant a I'échappement du VHC atégye immunitaire. Les glycoprotéines E1 et
E2 sont exposées a la surface de la particuleevebsont hautement variables. Elles jouent un réle
essentiel dans l'entrée virale et sont les cibldacipales des anticorps neutralisants. Apres la
contamination, seulement 30% des patients infegiésssent spontanément.

Le role de la réponse neutralisante lors de I'éatibn virale n'est pas encore completement
élucidé. Nous avons souhaité explorer les mécasidide a la réponse humorale, menant a la
guérison spontanée. Le but de ce travail était’éxaminer la diversité et I'évolution précoce des
cibles principales des anticorps neutralisants glgsoprotéines d’enveloppe E1 et E2) en cas de
guérison spontanée rapide (ii) d’analyser compaeatent I'infectivité des différents variants du VHC
présents aux stades précoces de l'infection (iExmlorer la capacité neutralisante des anticogs d
patients étudiés vis-a-vis des variants majorisaie de plusieurs variants minoritaires portant un
profil mutationnel particulier.

Nous avons sélectionné deux patients ayant déwelopme hépatite aigue C suivie d’'une
guérison spontanée tres rapide. Pour le premierucasegment génomique codant pour l'intégralité
des genes E1 et E2 a été amplifié a partir d'uansérollecté 17 jours aprés le pic de transaminases.
Pour le deuxieme cas, les génes codant pour E2 ent été amplifiés a partir de deux sérums, I'un
collecté au moment du pic de transaminases (tlldwdte 17 jours plus tard (t2). Trente trois clene
ont été séquencés. De facon intéressante, un destgaminoritaires portait deux substitutions par
rapport au variant majoritaire, incluant une mataten position 645 située au niveau du onzieme site
de glycosylation de E2, théoriquement trés consépu@rante deux clones issus du prélevement tl et
39 du prélévement t2 ont été séquencés. Comme htrenbanalyse phylogénétique, il existe une
différentiation génétique significative entre legiants circulants a ces deux temps distants senlem
de 17 jours. Un résidu situé dans la région hypelke HVR3 est soumis a une forte pression de
sélection positive.

Afin d’explorer la capacité d’entrée de ces vasatns des cellules cibles et leur aptitude a
étre neutralisés, nous avons produit des pseudictdas rétrovirales (HCVpp) portant un gene
rapporteur (géne de la luciférase) et les envepfze différents variants. Pour le premier cas, il
s'agissait des enveloppes du variant majoritairgetvariant portant la mutationg¥S. Pour le
deuxiéme cas, il s’agissait des enveloppes ponp@esle variant majoritaire et par neuf variants
minoritaires. Grace au systeme rapporteur, 'entléeces pseudoparticules dans des cellules cibles
(HuH7) a pu étre étudiée. Pour le premier casfeltivité du variant majoritaire était la plus éev;,
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celle du variant portant la mutatiorsA6 était deux fois moindre. La restauration du B@&N11 par
mutagénése dirigée a permis de rétablir le nivéafedtivité, au méme niveau que le variant
majoritaire. Pour le deuxiéme cas, la différentiatgénétique des variants entre P2t1 et P2t2 était
associée a une baisse d'infectivité, un des detianta majoritaires a t2 étant 5 fois moins infegx

gue le majoritaire a t1.

Pour le premier patient, une réponse neutralisantelogue était détectable précocement et
atteignait un maximum entre le deuxieme et le iai® mois suivant le pic de transaminases. Cette
réponse persistait dans le temps, étant encoretdile au trentieme mois. Pour le deuxieme patient,
des anticorps neutralisants vis-a-vis du variarjbritaire isolé tres précocement étaient détectés d
le sérum le plus précoce (prélevé 4 jours apr@iclee transaminases) et dans les sérums plusstardi
(prélevés jusqu’au treizieme mois). Le titre de aescorps atteignait un maximum entre le cinquieme
et sixieme mois apres I'épisode aigu.

Lors de l'exploration de ces deux cas de guérigmontmnée, nous avons montré que la
réponse neutralisante était d’apparition précocpeesistait méme aprés I'élimination virale : 3 ans
pour le premier cas et au moins un an pour le skdgdes observations nous questionnent par rapport

au réle éventuel que pourrait jouer ces anticogmsdes cas de recontamination.

Mots-clés : Virus de I'hépatite C, neutralisatiamfologue, évolution
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Abstract

The high replication rate together with the abserfcany proofreading function of the viral
RNA-dependent RNA polymerase is responsible for ldrge intra-patient genetic variability of
Hepatitis C virus in infected individuals. Accordly, the extent of viral diversification of HCV
strains in single HCV-positive individual increassggnificantly with time, resulting in the
development of HCV quasispecies. The continuousrgemce of viral variants in the infected host is
one of the mechanisms explaining the escape of H&@Y immune survey. The glycosylated envelop
proteins E1 and E2 are exposed at the surfaceeofithl particle, and are subject to high rates of
mutation. They play an essential role in viral gr@nd are major targets for neutralizing antibodies
After initial exposure to HCV, only 30% of infect@ttividuals recover spontaneously.

The role of the neutralizing antibody responseathpgenesis and viral clearance after HCV
infection is not fully understood. We investigatté mechanisms linked to the humoral response and
leading to early HCV clearance and spontaneousveego The purpose of this work was: (i) to
explore the diversity and the early genetic evolutof the HCV envelope glycoproteins E1 and E2,
and the infectivity spectrum of isolated variantsd gii) to analyze the ability of the autologous
neutralizing response to control these variantsthusl HCV infection.

We selected two patients who had developed an &0 infection. For the first case, the
segment encoding E1 and E2 was successfully asgblifom a sample (P1t2) collected from 17 days
after the ALT peak. For the second case, the segereoding E1 and E2 was amplified from two
samples collected at the time of the ALT peak ahddys later.

Thirty-three clones were successfully sequencedk Eliones were a major variant (P1t2c16).
Interestingly, A minor variant (P1t2c28, 1/33) bdreo substitutions relative to the major variant,
including one at position 645 corresponding to wedl-conserved E2-N11 glycosylated site. Forty-
one P2tl clones and 39 P2t2 clones were sequeAseshown by the phylogenetic analysis. This
diversity was structured between the two time sesll7 days apart) with a highly significant
genetic differentiation. One site located in E2-H3/Ras submitted to a strong evidence for positive
election.

In order to explore the consequences of mutationgfectivity and neutralization, HCVpp
were produced with representative E1 and E2 seggenthe major variant and a minor one bearing
the NsysS mutation leading to the loss of the E2-N11 glytatson site for case 1, and the major
variants as well as 9 minor variants for case 2.tkefirst case, pseudoparticles bearing the epeel
of the major variant were the most infective in Mufhe minor variant in which envelope had
mutation N645S at the N11 glycosylation site hatf tiee infectivity of the major variant. Rapid
evolution was associated with a loss if infectivafyvariants between the two times (P2t1 et PZAR).

t2, the prevalent variant was significantly ledeatious (5 fold) than that of its counterpartht t
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For the first case, the maximum neutralizing attiwas for serum collected between two and
three months post ALT peak, and the activity wikdgtectable in serum collected after 30 months.
For the second case, autologous neutralizing &ctgainst HCVpp bearing the envelope of the major
variant isolated at the ALT peak was detected erggerum collected between 4 days and 13 months
after. Further titration experiments showed a gahthcrease of neutralization activity over timelwi
a maximum 5 to 6 months after the ALT peak. This wasociated with substantial evolution of the
E1 and E2 proteins corresponding to a loss of tivieég.

We have shown that the neutralizing response wast@ble at early stages of primoinfection and was
sustained beyond the time at which the virus waareld: 3 years for the first case, and at leasiat y
for the second case. These observations raisetiteg questions about the role of such antibadies

case of re-exposure

Key words: Hepatitis C virus, neutralization, aogius, evolution, diversity
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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

CD81 : la tétraspanine

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CIP: Calf Intestinal Alkaline Phosphatase

CLDN : claudine

CMV : cytomégalovirus

CTL : cellules T cytotoxiques

DTM : domaine trans-membranaire

DO : densité optique

EGFR : récepteurs du facteur de croissance épidaemi
El : Glycoprotéine d’enveloppe E1

E2 : Glycoprotéine d’enveloppe E2

GAG : glycosaminoglycanes

HEK : « Human Embryonic Kidney », lignée cellulatégliale
HVR : « Hyper Variable Region », région hypervaleatie I'enveloppe du VHC
IgG : Immunoglobulines G

LDL : « Low Density Lipoprotein », lipoprotéines 8ase densité
L-SIGN et

LB : Luria Beltrani

LBA : Luria Beltrani-Agar

min : minutes

mL: millilitres

MLV: Virus de la leucémie murine

ng : nanogrammes

NK : natural killer

nm : nanometre

NS 2-5:

Nt(s) : nucléotides (s)

OCLN : Ocludine

OST : oligosaccharytransférase

PCR : Polymerase Chain Reaction,
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p.p.i. : préparation pour injectable

RE : réticule endoplasmique

Réf. : référence

REL : Random Effect Likelihood

RIG I : ARN hélicase (Retinoic acid Inductible Gign
RLU : unité relative de luminescence (Relatif Lussoence Unit)
RTK : récepteurs a tyrosine kinase

SR-BI : récepteur « scavenger »

S : secondes

SR-BI : scavenger receptor class B type |

SE2 : forme soluble de E2

TBS : Tris Buffered Saline

TG : tampon tris glycérol

TG-SDS 10X
TLR : Toll like receptor
TNF:

UTR : (untranslatedregions), région non codante
U : Unités

V :volt

VHC : virus de I'hépatite C

WB : western blot

MM : micro molaire
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L’infection par le VHC est souvent asymptomatigéeoluant dans environ 70% des
cas vers la chronicité. L'intensité de I'hépatiteranique active conditionne le risque de
développements d’une cirrhose. Globalement, I'iecak de la cirrhose est de I'ordre de 20%
apres dix ans d’évolution de l'infection. Les maadyant une cirrhose virale C ont un risque
élevé de développer un carcinome hépatocellulaire.

L’éradication du virus de I'hépatite C d’'un organes infecté, qu’elle soit sous I'effet
d’un traitement ou bien spontanée, serait influengar la combinaison de facteurs d’hote
(age, sexe, systeme immunitaire) et de facteussdi€ virus lui-méme (génotype, charge
virale initiale).

Le role de la réponse a médiation cellulaire daradication du VHC a été largement
décrit (Paragraphe 1V.2). Par contre, I'apprécratio réle exact de I'immunité humorale dans
la pathogenése ou la clairance virale est pluseiaest (Paragraphe V.3Des travaux, déja
anciens, avaient suggéré la présence d'anticorps/BIC neutralisants dans le sérum des
patients infectés et 'émergence de mutants d'guéraent. Initialement, I'identification des
cibles moléculaires de ces anticorps a été appeodofamment par des expériences de
neutralisation a l'aide de sérums hyper-immuns tbirsfections expérimentales. Désormais,
plusieurs épitopes cibles des Ac neutralisantsébdtdécrits dans les glycoprotéines E1E2
(Paragraphe V.2).

Certains travaux ont mentionné la présence destéreanticorps anti-E2 élevés chez
des patients présentant un bas niveau de réphcatrale, suggérant le role de la réponse
anti-enveloppe dans le contrdle de linfection paVHC (K G Hadlock et al. 2001). De
facon théorique, ces anticorps pourraient neugaless pénétration du virus dans ces cellules
cibles, contribuant ainsi a I'élimination des cldhiinfectées par la cytotoxicité dépendante
des anticorps ou étre opsonisants pour contribliéliination macrophagique. Récemment,
de nouveaux modeles (HCVpp et HCVcc) ont été déypas, permettant I'étude des
phénomenes de neutralisationvitro (Paragraphe V.1.2).

Chez le chimpanzé et I'homme, le développement aleréponse neutralisante
coinciderait avec celui de la réponse humoraleatet anti-E1 (C. Logvinoff et al. 2004).
La réponse neutralisante hétérologue a pu étretééta des titres éleves chez la majorité des
porteurs chroniques. Par contre, cette réponsedi@gée a été peu fréquemment décrite lors
de I'hépatite C aigué et apparait retardée (B.dalt et al. 2003; Thomas von Hahn et al.

2007). Plusieurs auteurs ont montré que I'éradioatiu VHC n’était pas systématiquement
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associée a la présence d’'une activité neutralisgtérologue (C. Logvinoff et al. 2004; J. C.
Meunier et al. 2005).

Les analyses de la réponse hétérologue, dirigédsecdes souches prototypes et non
contre les variants circulant chez les patientsdt#s, sont limitées. Elles ne permettent pas
d’élucider clairement les mécanismes conduisanéradication virale ou a I'échappement
immunitaire, contrairement a celles portant sututd® de la réponse autologue. Celle-ci se
définie comme le développement chez un individuntitarps neutralisants dirigés contre les
variants de la quasi-espéce présente chez undudiviecte.

Le présent travail de thése s’inscrit dans une agbe d’amont visant a contribuer a
une meilleure compréhension du réle des anticogusralisants dans I'histoire naturelle de
I'infection par le VHC. Dans la premiére partie usexposerons des généralités introductives
sur le virus de I'hépatite C et aborderons plusl&tail les mécanismes proposés dans I'entrée
virale et les éléments concernant la réponse imaivaidirigée contre le VHC. Nous
décrirons ensuite le matériel biologique et la radtiogie utilisés. Dans la troisieme partie,
nous exposerons alors les résultats expérimentdugnos puis les discuterons avant
d’aborder les perspectives de ce travail.

L’ensemble des résultats de ce travail fait I'obfeine publication soumise (Annexe).
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|. Le virus de I'hépatite C

|.1. Découverte, Taxonomie

Les tests diagnostic développés dans les annéagur®a détection des infections par
les virus des hépatites A et B chez ’lhomme, perntide se rendre compte que la majorité
des hépatites post-transfusionnelles n’étaientdpas a ces virus (S M Feinstone et al. 1975).
En utilisant le chimpanzé comme modeéle expérimeiitalété montré I'existence d’'un agent
transmissible par voie parentérale, responsablééleatites dites « non-A, non-B » (H J Alter
et al. 1978). L’identification moléculaire de cejeamt, nommeé virus de I'hépatite C (VHC),
fut réalisée par clonage et séquencage de son g@é(Reatrizia Farci 2002). L’'analyse de la
séquence obtenue, a permis de classer le VHC aulsdia famille des$-laviviridae, due a
une organisation génomique identique a celle doméndes genrdslavivirus et Pestivirus
appartenant également a cette famille (R. H. MiteR H Purcell 1990). Le VHCest alors

classé dans un nouveau genre : le gelegacivirus

|.2. Structure de la particule virale

Le VHC est connus depuis plus de deux deécenniess iaa structure et la
morphogenése de la particule virale restent incextanéme depuis I'existence d’'un systeme
de réplicationin vitro (Takaji Wakita et al. 2005). Les particulesales n'ont jamais été
observées avec certitude en microscopie électreniqu

Les premiéres descriptions de pseudoparticulegténbbtenues a partir de cultures de
cellules lymphoides humaines infectées, d’hépatscge chimpanzé ou d’hépatocytes faetaux
humains. Shimizet al (Y. K. Shimizu et al. 1996) ont observés par mscapie électronique
des pseudoparticules virales de 50 nm de diameins ¢tes vésicules cytoplasmiques de
lignées cellulaires T et B. D’aprés ces observatien par analogie avec les autres virus de la
famille Flaviviridae, la particule virale (55 a 65 nm de diamétre) isenaveloppée, contenant
probablement une nucléocapside icosaédrique de 3@8emdiameétre. Cette derniere
renfermerait le génome viral constitué d’'une maédARN monocatenairéGastaminza et
al. 2010) (Figure 1).
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> Lipoprotéine

Enveloppe

Capside

Génome viral

Figure 1: Représentation schématique de la particelvirale, une lipo-viro-particule
D’aprés (C.-I. Popescu & Jean Dubuisson 2010)
Par alilleurs, plusieurs études réalisées a pagtiselums de patients infectés ont

conduit a l'identification de plusieurs structudes densité variable contenant le génome viral
(Andre et al. 2002; Thomssen et al. 1993; D. Bnaéleal. 1991). La faible densité générale
des particules virales est due a leur associatien des lipoprotéines, pour former ce qu’on
appellei Lipo-Viro-ParticulegLVP). Il existe des particules de faible densité08 a 1,08
g/mL) et de haute densité (1,17 a 1,25 g/mL) (Aretral. 2002). Les particules de faible
densité se trouvent associés aux VLDL ou LDL ett sihas infectieuses que celles de plus
haute densité associées a des IgG (Andre et &; BOOHijikata et al. 1993; D. Bradley et al.
1991). Elles contiennent, en plus de 'ARN et dextdgines virales, les lipoprotéines ApoB et
ApoE. Il a également été montré que la productieVtC par des cellules hépatocytaires
dépend de I'assemblage et de la sécrétion des VkDggérant que les particules du VHC
seraient liées aux VLDL durant leur assemblageéetétées avec elles (Gastaminza et al.
2008; D. M. Owen et al. 2009).

1.3. Organisation du génome et protéines virales

Le génome du VHC est un ARN monocaténaire linéairea polarité positive,
d’environ 9600 nucléotides (nts) (Figure 2). Il fgoun cadre de lecture principal, encadré par
deux régions non codantes situées aux extrémités B(Tan et al., 2002). La traduction de
ce cadre ouvert de lecture aboutit a la synthésmed’polyprotéine précurseur unique
d’environ 3000 acides aminés (aa). Un processusaeration co- et post-traductionnelle
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permet le clivage de la polyprotéine pour donneissznce a des protéines structurales
(capside et protéines d’enveloppe E1 et E2), |&épre p7 et les protéines non structurales
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) sous I'acttmmbinée de protéases cellulaires et

virales.

Genes des protéines structurales Genes des protéines non-structurales
C E1 E2/p7 NS2 NS3 NS4 NS5A NS5B
341 nt 27-45 nt
342 915 1491 2769 3420 5313 6258 7601 9375
1 Traduction de la polyprotéine virale
C El E2/p7 NS2 NS3 NS4 NS5A NS5B

Maturation post-traductionnelle

Protéase NS2/NS3 Protéase NS3 associée a la NS4A
192 384 747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3011
C E1l E2 p7 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B
i - |
. Réplication
? Glycoprotéines Protéase Hélicase ) ARN polymérase
d’enveloppe assemblage NTPase Réarrangements dépendante de 'ARN
membranaires
Nucléocapside Viroporine Protéase Cofacteur Réplication
deNs3 assemblage

Figure 2 : Organisation génomique du VHC et maturaibn de la polyprotéine

Le génome du VHC est constitué d’'un ARN monocaténde polarité positive. Deux régions non codantes,
situées aux extrémités 5’ et 3' du génome et nomsmesspectivement 5’NC et 3'NC, encadrent la padidante
constituée d’'un cadre unique de lecture. La polgine (environ 3000 aa) est secondairement clivée e
protéines structurales et non-structurales soustidia de peptidases cellulaires et de protéasealesir
Lorsqu’elle est connue ou supposée, la fonctiorcliEque protéine virale est précisée. La numératadio
premier nucléotide de chaque géne et du premigleaaininé de chaque protéine virale se base sw dell
génome de l'isolat HCV-1. La protéine F est codgair d’'un cadre de lecture alternatif situé dengene de

la capside.
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.3.1 Régions non codantes

[.3.1.1 Larégion 5 non codante (5’UTR).

La région 5’ non codante (5’NC) d’'une longueur @& 31t comprend 3 a 5 codons
AUG non initiateurs de la traduction et 4 domairieBes en structures de type tiges-boucles
(domaine | a IV). Les domaines | et Il (nt 1 & 1¥6nt impliqués dans la réplication du
génome viral (P Friebe et al. 2001). Les domaiheBllet IV (nt 116 a 341) constituent le
site interne d’entrée du ribosome (IRES ptniernal Ribosome Entry S)tgour la fixation
de la sous-unité 40S du ribosome nécessaire ifdfion de la traduction. Le codon AUG
initiateur de la traduction est situé au sommedad®ucle du domaine IV (Honda et al. 1999;
R. C. Rijnbrand & S M Lemon 2000). L'IRES peut répenter une cible pour le
développement de nouvelles stratégies thérapestiquee étude a ainsi été développée
reposant sur l'utilisation de petits ARN interfésmhibant la traductio(Kanda et al. 2007)
Un micro-ARN (miR-122), exprimé de maniere abondaténs le foie, serait capable de se
lier a la région 5’ UTR et permet d’'induire une enentation un niveau optimal de réplication
virale (Jopling et al. 2005).

[.3.1.2 Larégion 3’ non codante (3’'UTR).

La région 3’ non codante (3'NC) de taille varialpdmtre 210 et 250 nt) est située en
aval du long cadre de lecture ouvert. Elle comp8ntégions successives de 5’ en 3’ : (i) une
séquence faiblement conservée non traduite d’em@fonts comprenant deux boucles (VSL1
et VSL2), (ii) une région poly U/UC de longueur iadle (Kolykhalov et al. 2000), (iii) une
séquence fortement conservée de 98 nts, appeli@m négorganisée en trois domaines de
type tiges-boucle (SL1, 2 et 3) (T Tanaka et al95)9 Cette région X joue un réle
indispensable dans l'initiation de la synthése do &’ ARN négatif au cours de la réplication
(Kolykhalov et al. 2000). La région 3'NC peut iragir avec d’autres protéines cellulaires ce
qui permet de stabiliser 'ARN viral en le protégead’'une éventuelle dégradation
(Spangberg et al. 2001), et moduler égalementiviagtde I'RES du VHC par le biais
d’interaction avec de nombreux facteurs cellulai@nt laPolypyrimidine Tract Binding
protein (PTB), protéine impliquée également dans l'initiatde la traduction sous le contréle
de I'IRES (T. Ito & M. M. Lai 1999; Y. Song et &006).
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1.3.2 Larégion codante.

1.3.2.1 Protéines structurales

[.3.2.1.1 La protéine de capside C ou protéine core.

La protéine core mature contient deux domainesddmaine D1, impliqué dans la
liaison avec I'extrémité 5’UTR de I'ARN jouerait udle dans I’homo-oligomérisation des
protéines core matures permettant la formatioradaitléocapside (Kunkel et al. 2001; Ai et
al. 2009). Le domaine D2, responsable de sa latalis au niveau des membranes du RE et
des gouttelettes lipidiques (Barba et al. 1997; bradpour et al. 1996; Rouillé et al. 2006)
interviendrait dans le repliement et la stabilit¢ domaine D1 (Boulant et al. 2006). La
protéine core semble indispensable pour recrutepietéines non-structurales, 'ARN et le
complexe de réplication au niveau des goutteldipgdiques, pour constituer la plateforme
d’assemblage viral. L’interaction Core/NS5A apparaidispensable a la production de
virions infectieux (Miyanari et al., 2007). Le rgbeécis de I'association entre la protéine core
et les goutteles lipidiques reste encore mal canpgdéanmoins, le développement de
stéatose, comme observé chez certains individunijuement infectés, semble résulter d'un
effet direct de la protéine de capside sur le nadisine lipidique (pour revue (P Roingeard &
Hourioux 2008). La protéine de capside constitusdas-unité de base pour former, apres
multimérisation, la nucléocapside virglkunkel et al. 2001) Elle fixerait 'ARN viral & 80
extrémité 5’, pour en permettre I'encapsidationn(fea al. 1999)In vitro, de nombreuses
fonctions et propriétés ont été attribuées a laépre core. Elle perturberait le métabolisme
lipidique en interagissant avec les goutteleti@giljues (Barba et al. 1997; John McLauchlan
et al. 2002). Cette interactiomja son extrémité carboxy-terminale, pourrait étre emés

relation avec le processus de stéatose (SabileJ999).

[.3.2.1.2 La protéine F ou ARFP

En plus du cadre de lecture ouvert codant poumlgppotéine, le génome du VHC
contient un cadre de lectutkcalé par rapport au cadre ouvert principal, agau de la
séquence codant la protéine de capside. Ce geeepoonl une protéine d’environ 150 aa (Xu
et al., 2001), dénommée protéine F (Frameshift) €&wal., 2001) ou ARFP (Alternating
Reading Frame Protein) (Walewski et al., 2001) 284 160 aa selon le génotyfes études

in vitro indiquentqu’un décalage ribosomique méne au processusdigctian de 'ARF

35



Le développement d'une réponse immunitaire coatprdtéine ARF chez les patients
chroniquement infectés par le VHC indique que cpttaéine est exprimée et stimule les
réponses immunitaires spécifiques (Z. Xu et al.12@ain et al. 2004). Le rdle biologique de
ARF n'est pas encore précisé. La protéine ne sepalsl@écessaire pour assurer la réplication
de 'ARN du VHC. L'expression de la forme majeu IlARFP est réprimée par la protéine
core suggérant une corrélation inverse entre lesgion de cette protéine et la réplication du
virus (Wolf et al., 2008).

1.3.2.1.3 Les glycoprotéines d’enveloppe.

La glycoprotéine E1 (gp31-35) est constituée de €ddus (aa 192-383) et la
glycoprotéine E2 (gp70) de 363 résidus (aa 384-746€% glycoprotéines E1 et E2 sont
produites par clivage protéolytique de la polypiregéprécurseur du VHC par une peptidase
signal d’origine cellulaire. La biogenese, la mation, 'assemblage et les fonctions de ces

deux glycoprotéines seront détaillées dans le papag I11.2.

[.3.2.1.4 La protéine p7.

Ce polypeptide de 63 aa, hydrophobe, est situé jrietion entre les protéines
structurales et non structural@S. Lin et al. 1994; Mizushima et al. 1994)ette protéine
membranaire est composée de deux domaines transar@aitbs N et C-terminaux orientées
vers la lumiére du RECarrére-Kremer et al. 200Zlle s’oligomérise (Clarke et al., 2006)
pour former un pore, « viroporine », qui joue uter@e canal ionique dans des bicouches
lipidiques artificielles (Pavlo¥iet al. 2003; S. D. C. Griffin et al. 2003).

Dans des cellules d'hépatome, les canaux actifigsipent le gradient de protons des
compartiments vésiculaires acides, provoquant wite fle protons dans le cytosol. Cette
inhibition de I'acidification est nécessaire pauploduction de particules virales (Wozniak et
al. 2010), tandis que les réplicons subgénomique¥HC ne contiennent pas de p7. Ceci
démontre qu'il n'est pas nécessaire a la réplicali®dRN (Sakai et al. 2003; V Lohmann et al.
1999). Elle est essentiel pour l'infectimnvitro (Joneset al, 2007); (Steinmanet al, 2007)
etin vivo, chez le chimpanzé (Sakai et al. 2003).

[.3.2.2 Les protéines non structurales et le complexe plecation

[.3.2.2.1 La protéine NS2.

NS2 est une protéine transmembranaire non esderitiid formation du complexe de

réplication (V Lohmann et al. 1999). La structursstalline de I'extrémité C-terminale de la
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protéine NS2 a partir de la souche H77 indique lg8& forme un homodimere. La fonction
de NS2 sous sa forme mature est inconnue, maigiaule la polyprotéine, le polypeptide
NS2 participe a une activité de protéase respoesiblla coupure au niveau de la jonction
NS2/NS3 (A Grakoui et al. 1993).Ce clivageie un rdle important dans la maturation de la
polyprotéine, l'infectionin vivo (Kolykhalov et al. 2000gt la réplicatiorin vitro (Welbourn

et al. 2005). NS2 est au cceur du clivage entreolgppptide comprenant les protéines non
structurales NS3-NS5B d'un co6té et les protéinespEAIS2 de lautreLe clivage de
I'extrémité N-terminale entre NS2 et p7 se fait pae peptidase signal dans le RE (Carrere-
Kremer et al. 2004; Carrére-Kremer et al. 2002)tsfia’elle est exprimée seul, NS2 est
associée aux membranes du RE (Franck et al. 2D@5)sites naturels de recombinaison du
VHC inter-génotypiques ont été cartographiés da®2 (¥Kalinina et al. 2002; I. Moreau et al.
2006; Kurbanov et al. 2008; Demetriou et al. 20¥irginie Morel et al. 2010) ou a la
jonction NS2/NS3 (Noppornpanth et al. 2006; Legrahdavanel et al. 2007; Y.-M. Lee et
al. 2010; Yokoyama et al. 2011; D. Bhattacharyal.€2011).

Outre son réle enzymatique, le domaine C-termimaladprotéine NS2 interviendrait
dans I'assemblage viral (C. T. Jones et al. 200@sklo et al. 2008t lors de la production
des virus infectieuXMinKyung Yi et al. 2007; MinKyung Yi et al. 2009Une interaction
avec la protéine p7 pourrait moduler les interaxgtioes glycoprotéines E1 et E2 avec les
protéines NS3 et NS5A dans les complexes de réiplicassociés aux GL. (Phan et al. 2009;
Stapleford & Brett D Lindenbach 2011; Ma et al. 20C.-I. Popescu et al. 2011).

1.3.2.2.2 La protéine NS3/4A.

NS3 (63laa, nt 3420-5312) est une protéine multttionnelle constituée d’'un
domaine fonctionnel N-terminal de type sérine me&iet d’'un domaine C-terminal ARN
hélicase/NTPase. L'activité de la protéase de NSB d&pendante de la protéine
transmembranaire NS4A (54aa) qui agit en tant gofacteur. Cette derniere stabilise
également la protéase contre la dégradation pxtigeé (Francois Penin, Brass, et al. 2004;
Ralf Bartenschlager et al. 2004). La protéase N&3e4t responsable du clivage de la
polyprotéine dans la région en aval de NS3, (NS3M84A/4B, NS4B/5A, NS5A/5B) (R
Bartenschlager et al. 1995). Cette activité essimth la production des composants du
complexe de réplication (Raffaele De Francesco &v@nni Migliaccio 2005) (Figure 2).
Cette activité serine protéase est cible de laembe de nouvelles thérapies antivirales
(Raney et al. 2010). Le complexe NS3/4A interferecdes voies de signalisation induites par

I'ARN double-brin et semble impliqué dans I'échappat du virus a la réponse immunitaire
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innée en agissant comme un antagoniste des voi&s3Tet RIG-1, impliguées dans la
réponse interféron de type | (Foy et al. 2003; Kigt al. 2005; Meylan et al. 2005).

L’activité hélicase a ARN ATP-dépendante du domd&@reerminal de NS3 dépendrait
aussi de l'association avec le cofacteur NS4A (Rarad. 2002). Impliquée lors de l'initiation
de la réplication, elle permettrait le déroulemees duplexes ARN/ARN (Tai et al. 1996},
le déplacement des protéines liées a I’'ARN (BrettifRlenbach et al. 2005). Les mécanismes
de son action restent peu décrits. L’extrémité iieale du domaine hélicase, jouerait un
réle lors des étapes précoces de I'assemblage(Rinah et al. 2009; Han et al. 2009).

La protéine NS4A est impliguée également dans Enghosphorylation de la protéine NS5A
(J. O. Koch & R Bartenschlager 1999; Neddermaral. €it999).

[.3.2.2.3 La protéine NS4B.

La protéine NS4B (261 aa, nt 5475-6257) est unéépr® hautement hydrophobe
ancrée dans la membrane du RE (Hugle et al. 20@idlih et al. 2003; Gretton et al. 2005).
Cette protéine jouera un réle important dans lan&dion d’'un complexe de réplication
fonctionnel due a la palmitoylation de deux cystéi I'extrémité C-terminale (G.-Y. Yu et
al. 2006), a son implication dans I'hyperphosphatigh de NS5A (J. O. Koch & R
Bartenschlager 1999; Neddermann et al. 1999) elldiinent a l'interaction entre son
extrémité N-terminale et son extrémité C-termir(&aul et al. 2011).

En outre, NS4B induit également des modificatiomsnioranaires intracellulaires, formant un
réseau de vésicules membranaires nommé « membraraius associé aux complexes de
réplication de 'ARN du VHC (Egger et al. 2002;&ao et al. 2004).

Enfin, NS4B posséderait un domaine de liaison & NAa son extrémité C-terminale (Einav
et al. 2008) et pourrait interagir avec d’autrest@nes virales afin de moduler I'assemblage
viral (D. M. Jones et al. 2009).

1.3.2.2.4 La protéine NS5A.

La phosphoprotéine NS5A (aal973-2420), ancrée radimbrane du RE, jouera un
réle dans les interactions nécessaires a la foomati'un complexe de réplication
fonctionnel (Brass et al. 2002; Francois PeninsBrat al. 2004). En plus de sa séquence
d'ancrage membranaire, NS5A comprend trois domaidissincts |, 1l et |l
(Tellinghuisen et al. 2004). Le domaine | contiantmotif unique de 4 résidus cystéine
conservés intégralement, qui sont absolument dsekenad la réplication d'ARN
(Tellinghuisen et al. 2005). En accord avec celigeovation, NS5A se lierait a I'ARN du
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VHC (L. Huang et al. 2005). Domaine Il a été implkgdans l'inhibition de l'interféron
induite par I'ARN double brin. Ce domaine contiémtrégion ISDR (poudnterferon
Sensitivity Determining Regipaa236-275), inhibant I'action de la protéine km&PKR)

(M Gale Jr et al. 1998). Le domaine lll, région meconservee, tolérant des insertions ou
délétions partielles (Darius Moradpour et al. 208dpel et al. 2005), serait impliqué dans
I'assemblage des particules virales par intéracioec la protéine Core (Miyanari et al.
2007; Appel et al. 2008). De plus, NS5A interagieaiec I'apolipoprotéine ApoE, requise

pour I'assemblage et I'export (Benga et al. 2010).

1.3.2.2.5 La protéine NS5B.

NS5B est une ARN polymérase dépendante de 'ARNjoge le rble de catalyseur au sein
de la machinerie de réplication du VHNS5B peut initier la synthese d'ARd& novg au
moinsin vitro, et il est supposé que l'initiatiae novoest également fonctionnelie vivo.
L'activité ARN polymérase ARN-dépendante semble étrodulée par linteraction avec

certaines protéines virales autres (NS3 et NS5A])f Bartenschlager et al. 2004).

l.4. Cycle viral

L’entrée du VHC dans la cellule (Paragraphe II$}, @ processus séquentiel constitué
de plusieurs étapes : I'attachement, ou I'adsomptio virus a la surface de la cellule cible,
I'interaction avec le(s) récepteur(s) spécifiquegtla fusion de I'enveloppe virale avec la
membrane cellulaire aboutissant a [linternalisatidn virus dans la cellule. Cette
internalisation du VHC par endocytose des réceptdarsurface liés aux particules virales se
fait par une voie clatherine-dépendante. Dansndesomes le faible pH déclenche la fusion
de I'enveloppe virale avec les membranes endosdrii#dRN génomique est alors libéré dans
le cytoplasme.

Une fois I'ARN viral libéré dans le cytoplasme,ttaduction débute immédiatement.
L’ARN de polarité positive est directement pris gmarge par les ribosomes cellulaires au
niveau de I'IRES a I'extrémité 5’'UTR. L'interacticavec I'lRES entraine le recrutement de
facteurs d'initiation de la traduction. La machieede traduction se met alors en place a la
membrane du RE rugueux. La synthése donne naisaamtgolypeptide précurseur de 3000

aa, ancré a la membrane du RE. Ce dernier estd#@sigrotéases cellulaires et virales. Des
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clivages co- et post-traductionnels permettentrtalpction de formes matures des protéines
du VHC.

Le mécanisme de la réplication n’est que partiedieirétablit : la transcription des
brins d’ARN de polarité positive débute par la $yste d'un brin complémentaire de polarité
négative qui, a son tour, sert de matrice pourrtadyction de brins d’ARN de polarité
positive.

La réplication du VHC prend place au sein d’'un ctaxe de réplication dans lequel
sont associées les protéines non structurales NIS8A, NS4B, NS5A et NS5B, ’ARN viral
et des facteurs cellulaires (V Lohmann et al. 1999)

Cette étape du cycle viral entraine un remaniersardctéristique des membranes
cellulaires formant une plate forme pour la régiaravirale : le « membranous web »(Gosert
et al. 2003). Dans cet environnement, les intevastientre les différents partenaires
intervenant dans linitiation de la réplication @ent favorisées. D’autres interactions des
protéines virales avec des facteurs cellulairesyogamment avec le cytosquelette ont été
décrites. Ainsi les protéines NS3 et NS5A intersgigé avec les filaments d’actine et les
microtubules pour favoriser la mobilité des compkexle réplication (Laat al, 2008)

Aprés l'accumulation d’ARN génomigue néosynthé@séles protéines virales, la
particule VHC est assemblée dans un compartimesoica&s au RE en liaison étroite avec la
voie de biogenese des VLDL. Ce processus sembbecskiire a proximité des gouttelettes
lipidiques (GL)(Miyanari et al. 2007). Au cours tefection, la protéine NS2 associée aux
glycoprotéines d’enveloppe et aux composants degplexes de réplication, s’accumulent
dans les sites d’assemblage présents sur les meesboiu RE associées aux GL (C.-l.
Popescu et al. 2011). L'interaction de p7 -NS2 @trait le recrutement des protéines de
capsides stockées au niveau des GL.(Boson etHl)20

Ensuite, les particules de VHC s’associent a dgmptotéines comme les
apolipoprotéines B, C et E (Andre et al. 2002; séel et al. 2006; K.-S. Chang et al. 2007; J.-
C. Meunier, Rodney S. Russell, Ronald E. Englel.e2008) et utilisent la voie de sécrétion
des VLDL pour son exportation dans la lumiére du(BBRstaminza et al. 2008; D. M. Owen
et al. 2009).
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Figure 3 : Schématisation du cycle viral dans un fpgatocyte non polarisé

LD : lipid droplets-gouttelettes lipidiquesmembranous webremaniement membranaire D’aprés (C. Popescu
& Jean Dubuisson 2009)

[.5. Diversité du VHC

[.5.1 Origine de la variabilité génétique

Comme d'autres virus a ARN, le VHC présente unedgaiversité génétique. Elle
est la conséquence d’une réplication intense adgarit & la production d’environ*f®irions
par jour (Neumann et al. 1998) et du défaut d'@etigorrectrice de ’ARN-polymérase-ARN
dépendante (Steinhauer et al. 1992). Le taux mdgemutations nucléotidiques varie entre
1,4 et 1,9.18 substitutions nucléotidiques par site, par génetmgar an. Cette estimation a
été réalisée en comparant les séquences majaitleBrgénome complet obtenues apres 8 ans
d’évolution chez un chimpanzé et 13 ans chez urdinuiid Okamoto et al. 1992; Ogata et al.
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1991). Récemment, Ribeia al. ont estimé que le taux de mutatiarvivo du VHC fluctuait
entre 1,6-6,2 I®mutation par nucléotide et par génome répliquédiRibet al. 2012).

Parmi les mutations s’accumulant au cours de lcegn, certaines sont létales et
conduisent a la production de particules viraleled#&es. D’autres, dites silencieuses ou
synonymes, ne retentissent pas sur la séquence @m la protéine virale. Mais elles peuvent
avoir un impact sur la structure secondaire de NAGEnomique. Enfin, certaines mutations
ponctuelles participent a la modification de lausture des protéines et a I'émergence de
nouveaux variants. La production et la sélectiama@ente de nouveaux variants viraux sont
a l'origine de I'émergence des génotypes du VHQetleur diversification au cours de
I'évolution (P Simmonds 2001).

La nature et 'emplacement des mutations jouenlenmajeur dans la viabilité de la
particule. Les zones du génome correspondant dfahetions essentielles pour le virus
(éléments essentiels a la traduction et a la rphic) ou présentant des contraintes
structurales importantes (extrémités 5’NC et 3'$Git les plus conservées (Domingo & J. J.
Holland 1997). La séquence codant les glycoproseaienveloppe E1 et E2 est la plus
variable du génome. Les régions hypervariables (HeRHVR?2) présentent plus de 50% de
variation nucléotidique entre les différents ispld@. B. Smith 1999).

1.5.2  Génotypes

Suivant le degré de divergence génétique entrgoleshes du VHC, une classification
du VHC a été proposée. L'analyse des souches ssolées différentes régions du monde a
permis de définir six génotypes majeurs (isolattggaant plus de 70% d’identité de
séquence), numérotés de 1 a 6, et de nombreuxtyyms-(isolat d'un méme génotype
présentant plus de 85% d’homologie) (Peter Simmoedsal. 2005).Le systeme de
classification défini en 1994 par Simmonetsal basé sur la comparaison des régions 5’NC
des différents isolats, avait été initialement ddedP Simmonds et al. 1994). La découverte
de variants asiatiques ayant des valeurs de sitégamtermédiaires avait conduit a la
définition de nouveaux génotypes nommeés 7, 8, t1ll (Tokita et al. 1994; Tokita et al.
1995).

La nomenclature a été redéfinie en 1998 (B. Roberet al. 1998). Elle repose sur
I'analyse du lien phylogénétique entre les variamtaux au niveau de la région NS5B. Les
variants du VHC sont classés en 6 clades, puisoeis-types correspondant aux sous-

ensembles de virus les plus proches phylogénétigneau sein d'un méme clade. Le type est
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désigné par un chiffre arabe (de 1 a 6) auquela#sbué une lettre minuscule (a, b...)
correspondant au sous-type. Cette nouvelle nontenela conduit au reclassement des virus
de types 7, 8, 9 et 11 au sein des virus de tyee @des virus de type 10 au sein du type 3 (P
Simmonds et al. 1996) (Figure 5).

Des geénotypes spécifiques ont pu étre associéss dodalisations géographiques
particuliéres. Les génotypes 1, 2 et 3 sont ulaire avec des prévalences variables d’'une
région a l'autre. Les sous-types 1a et 1b sont mtaji@ment répandus en Amérique du Nord,
au Japon et en Europe (Figure 4). Il en est de mgowe les sous-types 2a et 2b. La
répartition des génotypes 5 et 6 apparait reseréintertaines régions du globe. Le VHC de
génotype type 4 infecte principalement les popoeti d'Egypte, du Moyen-Orient et
d’Afrique du Nord. Le génotype 5 a été localiséAdrique du Sud. Le génotype 6 circule
dans les pays du Sud-Est asiatique (Zein 2000).

En France, une étude réalisée par le Groupe Frard&itude Moléculaire des
Hépatites Virales (GEMHEP) portant sur 1872 malagiesis dans 14 centres entre 1989 et
1997 a montré que le génotype 1b était le plusuag(41%) suivi du génotype 3a (22%), du
génotype la (16%) et des génotypes 2a et 2c¢ (ll&aenotype 4 ne représentait alors que
4,5% des cas (Martinot-Peignoux et al. 1999). levalence du génotype 4 est maintenant en
augmentation en France et en Europe. Dans le sili#utepe, elle est plus élevée que dans

les autres pays européens (Juan |. Esteban €0#).2
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Figure 4 Répartition des génotypes du VHC en Europe
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(Juan I. Esteban et al. 2008)
Certains génotypes apparaissent associés a dess rdedsontamination particuliers

Les génotypes 1lb et 2 sont retrouvés plus fréquermmteez des patients transfusés.Des
études d'épidémiologie moléculaire ont montré usso@ation entre le sous-type 3a et la
contamination par toxicomanie intra-veineuse eroger En France les génotypes 1a, 3a et 4
rendent compte de la grande majorité des infectparsle VHC chez les toxicomanes. Le
génotype 1lb est majoritairement retrouvé chez lgsts n'ayant pas de facteur de risque

connu.
4a
4d
4c 4q
4e 4h
Af
2f 2c 2p
2
2d 4 5
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3f 3b
3a

|
10a

Figure 5 Arbre phylogénétique représentant les diffrents génotypes et sous-types du VHC

L'arbre phylogénétique présenté est issu de I'amatie séquences d'une partie de la région NS5BHID. Ves
amplicons, issus de sérums de patients donneussrite chroniquement infectés par le VHC, de provezsn
géographiques diverses, ont été séquencés et asndags six groupes numérotés (1 a 6) corresporalent
I'actuelle classification. Chaque génotype, exeeptiaite du génotype 5, présente de nombreux Smes;
indiqués en lettre minuscules. Certaines souchesrsonérotées de 7 a 11 : elles ont été classéesidoleur
découverte comme de nouveaux génotypes, mais éntegtoupées par la suite avec les génotypes 3 et 6
(D’aprés Simmondst al.1999).
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1.5.3  Quasi-especes

Le concept de quasi-espece a été appliqué a ldogieo pour décrire les
caractéristiques de certains virus & ARN (Eigenl)@hez un individu infecté par le VHC, le
virus circule sous la forme d'une population deiaats génétiquement différents mais
apparentés, appelés « quasi-espéeces ». Par aéfjrigs variants viraux d’'une quasi-espece
présentent entre eux au moins 90% d’homologie dgiesiee(Zein 2000). Il est estimé
gu’une population virale, présente dans 1mL dersgserait composée de plusieurs centaines
de milliers de variants différents (Martell et 8092). La quasi-espéce virale comprend donc,
un ou plusieurs variants majeurs ainsi qu’'une nugé de variants mineurs, représentant une
proportion variable par rapport a I'ensemble dedpulation virale.

Le degré d’hétérogénéité au sein de la quasi-eqpadeétre évalué par la complexité
génétique. Elle désigne le nombre total de varigingix identifiés dans un préléevement. Le
nombre de sites variables et le pourcentage désetits variants peut égalment étre estimé
(Gomez et al. 1999). La diversité génétique défamitistance génétigue moyenne entre les
différents variants composant une quasi-espece.

A un instant donné, la quasi-espéce d’un patidetiga est en équilibre transitoire. Les
guasi-especes se modifient en permanence poumpséada l'environnement sous l'influence
de pressions évolutives. Les pressions eévolutivessé@lection positives exercées sur le
génome résultent d’interactions avec les réponsesunitaires de I'hote. Ces pressions
sélectives peuvent induire une modification dediaposition des quasi-espéeces.

La distribution en « quasi-especes » du VHC jouerdle important dans les
mécanismes de persistance, la pathogénicité, istaBse aux traitements et la récidive de
I'infection apres transplantation.

Deux types de pressions de sélection vont joues aprocessus d’adaptation.

- Les pressions négatives sont liées aux contsagaaservatrices sur la séquence du génome
ou des protéines virales: elles résultent de laessté de conserver les propriétés

fonctionnelles du génome et des protéines pouraskusurvie des variants.

-Les pressions de sélections positives résultentedactions complexes avec les réponses
immunes et certaines protéines de I'h6te. Elleduévd au cours du temps spontanément ou
sous linfluence d'événements extérieurs tels ge’umnfection intercurrente ou

'administration d’antiviraux.

45



1.5.4 Les virus recombinants

La recombinaison joue un réle important dans l'éttoh des virus a ARN. Elle est
également source de variation génétique. La cdiofedd’'une méme cellule par deux virus
est une condition préalable au processus de reoambn. Il a été montré récemment que
deux génomes peuvent se répliquer apres coinfestiounltanée par deux souches distinctes
Dans le cas de surinfection, la réplication dedaosde souche est générallement inhibée
(Schaller et al. 2007).

On distingue deux mécanismes de recombinaison:igaidn simple de deux
fragments d’ARN ou le changement de matrice lorsladeéplication. Plusieurs facteurs
peuvent expliquer I'arrét et le décrochage de Isipérase lors de I'élongation : un défaut de
continuité de la matrice, la présence de séquespasfiques ou de motifs structuraux, une
erreur d’incorporation d’'un nucléotide ou une iatdion du génome avec une protéine qui ne
participe pas a la réplication (Magdalena Figleaavet al. 2003)

Ce sont des discordances de typage mises en égittesad’analyses phylogénétiques

réalisées au niveau de différents fragments génmmicqqui ont permis de suspecter la
présence de recombinants. Le point de recombingigon étre identifié plus précisément
grace a différentes méthodes bioinformatiques s€Ba et al. 2002) :
Les méthodes de similarité indiquent la présencegedembinaisons quand les mutations
synonymes au niveau des régions variables sontnaogreuses qu’au niveau des régions
conservées. Les méthodes basées sur les dista@nétgges détectent les inversions de
distances par approche de fenétre coulissante. ni&thiodes phylogénétiques, les plus
utilisées, détectent des topologies discordantemudes différentes régions du génome. Les
méthodes de compatibilité recherchent les discaemmphylogénétiques site par site. Les
méthodes basées sur la distribution des substigjtiproches des tests de maximum de
vraisemblance, recherchent des profils de subistitsispécifigues au niveau des séquences.

Les recombinaisons sont des événements iar@s/o et/ou menant souvent a des
recombinants défectifs (S Viazov et al. 2000). benbre de cas bien documentés est encore
faible [pour revu (V. Morel et al. 2011; Gonzalear@elas et al. 2011)]. La plupart des
recombinaisons sont de nature inter-génotypiquepreaniére chimeére infectieuse identifiée
était issue d'un événement de recombinaison horuoelogter-génotypique (génotype 1b /
génotype 2k) dans le gene NS2 (Kalinina et al. 20@uelques recombinaisons intra-

génotypigues et méme intra-sous-génotypiques éndédrites (Tableau 1). Une localisation
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préférentielle des points de recombinaison au niMd&2- NS3 semble existar vivo etin
vitro (Brett D Lindenbach et al. 2005; Pietschmann .2@06).

Tableau 1: Schéma des recombinaisons du VHC

o Pays de
Recombinaisons Geénes i Référence
découverte

1b/2k NS2 Russie (Kalinina et al. 2002)

2i/6p NS2/NS3 Vietham (Noppornpanth et al. 2006)
Inter-génotypiques 2/5 NS2/NS3 France (Legrand-Abravanel et al. 2007)

2b/1b NS3 Taiwan (Y.-M. Lee et al. 2010)

3a/lb C/E2 et NS5B Chine (Du et al. 2012)

la/lb NS5B Perou (Colina et al. 2004)
Intra-génotypiques

la/lc E1E2 Japon (Cristina & Colina 2006)

6a/6 NS5B Japon (H Okamoto et al. 1992)(W. Shi et al . 2012)

6e/6 NS5B Japon (W. Shi et al. 2012)
Intra-sous-type

6e/6h NS5B Japon (W. Shi et al. 2012)

6n/60 NS5B Japon (W. Shi et al. 2012)

1b E1E2 et/ou NS5A  Espagne (M. P. Moreno et al. 2006)
Intra-patient

1b,2,3a E1E2 et/ou NS5A Espagne (Sentandreu et al. 2008)

A partir du nouveau systeme de culture cellulavecala souche JFH1, plusieurs

équipes ont construit des VHC chiméres avec untggmecombinaison localisé dans le géne
NS2 (Kalinina et al. 2002; I. Moreau et al. 200&irBanov et al. 2008; Demetriou et al. 2011;
Virginie Morel et al. 2010pu a la jonction NS2/NS3 (Noppornpanth et al. 200&grand-

Abravanel et al. 2007; Y.-M. Lee et al. 2010; Yo&ma et al. 2011; D. Bhattacharya et al.

2011). Des virus chimeres construit avec un pomtcdssure a la jonction p7-NS2 ne

produisaient pas de particules infectieuses dasarleageant de culture de cellules infectées,

malgré la mise en évidence d’une réplication dwgen(MinKyung Yi et al. 2007).
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II. Epidémiologie de l'infection par le VHC

II.1. Données de prévalence et d'incidence

L’'OMS estime que dans le monde 150 million de pemes sont chroniquement
infectées. Chaque année, 3 a 4 millions de persosemient contaminées. Plus de 350 000
personnes décedent suite a des complications bapatiiées au VHC. Les pays avec les taux
d’infection chronique les plus élevées sont 'Egy22%), le Pakistan (4.8%) et la Chine
(3.2%) Fact sheetN°164, HCV, OMS juillet 2012).

En Europe, la séroprévalence est variable, flu¢tdar0.4% en Suéede, en Allemagne
et aux Pays-Bas a environ 2 a 3% dans les papsuitiour Méditerranéen (Juan |. Esteban
et al. 2008; Hatzakis et al. 2011). Une meta-amatgslisée a partir des donnés de 22 pays
européens estiment le nombre de porteurs chror@cereviron 8 millions (Muhlberger et al.
2009).

En France, selon les derniéres estimations, laafggge des anticorps anti-VHC a été
estimée a 0,84% (IC95% : 0.65-1.10), ce qui coomedpa environ 370 000 personnes
porteuses d’anticorps anti-VHC. Chez ces personagsiévalence de l'infection chronique
est estimée a 65% (280 000 personnes). Les fadtetwosiveés significativement associés a la
présence d’'anticorps anti VHCsont : 'usage de desgpar voie intraveineuse et/ou nasal,
une transfusion de sang réalisée avant 1992, ¢eidge, un age supérieur a 29 ans et la
précarité [Prévalence de hépatites B et C en Franc2004, Institut National de Veille
Sanitaire (INVS) 2006]. Plus du tiers des persoringctées par le VHC ignore leur statut
sérologique. En 2009, un plan de lutte nationaltsais ans a été lancé visant a renforcer le
dépistage et a améliorer la surveillance et lesassances epidémiologiques.

[1.1.1 Modes de transmission

La transmission du VHC est essentiellement paralgéFrancoise Roudot-Thoraval
2002)(264). La transfusion des produits sanguindéeivés (culots globulaires, concentrés
plaquettaires et leucocytaires, plasma frais cangdiactions anti-hémophiliques et
immunoglobulines) a joué un réle majeur dans ldudibn de l'infection jusqu’en 1990
(Tibbs 1995). Puis, I'impact des mesures priseg péuiction des dons de sang a risque et

I'introduction d’étapes d’inactivation virale dafte préparation des produits dérivés du sang
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ont largement modifié le contexte épidémiologiguectuellement, les hépatites post-
transfusionnelles sont devenues quasi-inexistdagesder Poel 1999). En revanche le risque
lié & la toxicomanie par voie veineuse n’a pas dir@iau cours des dernieres années.

La transmission sexuelle a été évoquée devantrataation d’'une séroprévalence
majorée chez les conjoints de sujets infectésg®HC. Ce risque est tres faible et les études
de séroprévalence ne permettent pas d’affirmerrdasimission par l'intermédiaire des
sécrétions vaginales ou du sperme. La transmigsioa-familiale a été évoquée suite a
I'observation d’'une séroprévalence élevée du VHEzates personnes vivant sous le méme
toit. L'utilisation d’objets usuels (rasoir, coupegles, brosse a dents) par un ou plusieurs
membres de la famille pourrait étre a l'origine mButransmission parentérale dont les
modalités sont difficilement identifiables (Davitia. 1995).

Concernant la transmission mére-enfant, la contatioim est probablement périnatale.
L'allaitement maternel ne constitue pas un facteirisque de transmission. Celui-ci est
majoré en cas de charge virale élevée, une situfittguente chez les meres co-infectées par
le VIH. Chez les femmes virémiques non co-infectéesisque de transmission du VHC est
de l'ordre de 4 a 7% (Zanetti et al. 1999; RobetsYeung 2002). La transmission
nosocomiale du VHC s’explique par le non-respect @gles d’hygiéne et des précautions
universelles a la suite d’'un acte médical. L'étulds chaines de transmission a permis de
prouver qu’en dehors de toute transfusion, la tression du VHC était possible dans les
centres d’hémodialyse(Le Pogam et al. 1998). Laipdgé de transmettre le VHC a la suite
d’exploration invasive telle qu’'une endoscopie awdgpsies a également été démontrée
(Sanchez-Tapias 1999).

L'épidémiologie du VHC en Europe est en constantuéon, et les parametres
épidémiologiques ont considérablement changé auscdes 20 dernieres années. Quatre
facteurs principaux contribuent a ces changemeh)sie renforcement de la sécurité
transfusionnelle, 2) I'amélioration des conditiades santé, 3) I'expansion continue de la
consommation de drogues par voie intraveineusg &tnigration vers I'Europe a partir de
régions endémiques. L"usage de drogues par vdraveineuse est devenu le principal

facteur de risque de transmission du VHC.
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11.2. Histoire naturelle de I'infection

Dans la plupart des cas, le début d’infection egtmgtomatique (environ 85% des
cas). Les symptdmes cliniques, en particulierdiiet ne sont observés que dans 10-20% des
cas, 2 a 12 semaines aprés la contamination (Odaatl 2001). Les autres signes cliniques
sont peu spécifiques : I'asthénie, le syndrome gsemippal, dyspepsie et des douleurs
abdominales (Morin & Pariente 2002; Rocca et alD30J Tilman Gerlach et al. 2003;
Santantonio et al. 2003). Le premier marqueur daiée dans le sérum est 'ARN du VHC
dans un délai de 7 a 21 jours aprés la contammafimn apparition est suivie d’'une
augmentation des transaminases sériques au-del&’ gour. Mais ce-ci peut fluctuer selon
les individus. En cas d’hépatite C aigle des flattuns de I'ALAT, allant de deux a 20 fois
la normale ont été décrites (Hajarizadeh et al2p0lles anticorps anti-VHC sont détectés
dans le sérum 4-10 semaines apres la contamin@ario U. Mondelli et al. 2005). Les
premiers anticorps détectés sont habituellement daigés contre la région NS3 ou contre
I'antigene de capside du VHC. Le diagnostic d’unfeégtion récente est retenu lors d’'une
séroconversion anti VHC documentée en présence ’ARVHC (Hajarizadeh et al. 2012).
A l'inverse des hépatites virales A ou B, I'utilism des IgM anti VHC n’est pas informative.
Des taux d’'IgM ont été retrouvés élevés tant daaddrmes chroniques que dans les débuts
d’infection (Quiroga et al. 1991). Des tests de unesle I'avidité des IgG ont été mis au point
pour permettre une datation de linfection par IBIG/; mais ils ne sont pas utilisés en
pratique courante (Kanno & Kazuyama 2002; Klimaskaya et al. 2007; Coppola et al.
2009; Gaudy-Graffin et al. 2010).

En cas de guérison spontanée (30%) (Figure 6)tdasaminases se normalisent en 4-
5 semaines précedees par une négativation de I'&MRMHC. Le titre d’anticorps anti-VHC
diminue trés progressivement mais ces anticorgsnedétectables pendant des nombreuses
années (Figure 7). La guérison spontanée a étdrpljsemment décrite chez les sujets ayant
présenté initialement une infection symptomatigu&i(man Gerlach et al. 2003; Santantonio
et al. 2003; Santantonio et al. 2006; Kamal e2@04). Des facteurs génétiques pouvaient
influencer I'évolution de [I'histoire naturelle du BC. Le polymorphisme du geéne
interleukine-28B (IL-28B) codant pour linterféronA3 (INF-A3) aurait un impact sur
I'évolution de linfection. La comparaison de celynorphisme (rs12979860) entre 388
individus ayant guéri spontanément et 620 portebreniques montre que le génotype C/C

est significativement associé a la guérison sp@é@avid L. Thomas et al. 2009)’autres
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auteurs ont confirmé par la suite que la fréquatedallele C était significativement plus
élevée en cas de clairance spontanée gu'en cassage a la chronicité (Ge et al. 2009;
Rauch et al. 2010; Montes-Cano et al. 2010; Tillmanal. 2010).

L’hépatite chronique C est caractérisée par ungigiance de 'ARN du VHC dans le
sang d’au mois 6 moins (Figure 7). Le niveau ddigagton peut fluctuer au cours du temps.
Ceci a été observé en particulier chez les sugisfectés par le VIH (E. C. Thomson &
Main 2008). Environ 70% des patients infectés \ditelopper une infection chronique. Des
manifestations extra-hépatiques sont observés ceeains patients: cryoglobulinémie,
arthrite, glomérulonéphrite, troubles cutanés, alysfionnement thyroidien, trombocytopénie
etc. [pour revue (Séne et al. 2004). Les factenfrsant sur la rapidité de la progression de la
maladie hépatique sont I'age, la consommation d&@|de sexe et laoinfection avec d’autre
virus tels que VIH et le VHB (Hernandez & Sherm#&12, Raimondo et al. 2005). Il existe
d’autres facteurs avec une influence moindre corar@mnsommation de tabac, le surpoids
associés ou non a des troubles métaboliques et B wurcharge en fer (Ascione et al. 2007).
L’évolution vers la cirrhose survient dans 10 a 2@&ocas. Le carcinome hépatocellulaire
peut succéder a la cirrhose. Il survient 30 a 49 apres le début de l'infection (But et al.
2008) (Figure 6).

PRIMOINFECTION | 30% GUERISON SPONTANEE

~70 %

] INFECTION CHRONIQUE |

'
-
____cmenost R N R
4 % par an

(apres 30 /40 ans)

Figure 6: Schématisation de I'histoire naturelle dé'infection par le VHC

Prévalence de hépatites B et C en France en 28§t#tut National de Veille Sanitaire (INVS) 2006]
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Années
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Années

Figure 7: Représentation schématique de I'évolutiodes marqueurs biochimigues et virologiques lors dia guérison spontanée d'une

infection par le VHC (A) ou lors de l'infection chronique (B)
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1. Entrée du VHC

L’entrée du VHC dans la cellule est un processugiesdtiel constitué de plusieurs
étapes (Figure 8):
- 'attachement ou adsorption du virus a la surfdeda cellule cible,
- I'interaction avec le(s) récepteur(s) spécifiqe(
- la fusion de I'enveloppe virale avec la membreaekulaire aboutissant a l'internalisation du
virus dans la cellule puis a la libération du gérarinal dans le cytosol.

L'ensemble de ces étapes mettent en jeu deux paunxitypes de molécules : les
protéines d’enveloppe virales E1 et E2 et les riecep cellulaires.

Particule virale du VHC associée aux apolipoprotéines

. Glycoprotéines de ’enveloppe E1 et E2

Post-Attachement
Attachement _

Endocytose
Clathrine dépendante

Caniculesbiliaires

Caniculesbiliaires

Fusion

Figure 8: Schéma d’entrée du VHC dans les hépato@a polarisés

E1l et E2 = Glycoprotéines de I'enveloppe du VHC,LED= Récepteur des lipoprotéines de basse densité,

GAGs = glycosaminoglycanes, SR-Bl = Récepteur sugae de type B class 1, CLDN1 =claudine 1, et
OCLN = occludine. [D'aprés (Ploss & M. J. Evans 2J]1
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[11.1. Partenaires cellulaires

[11.1.1Molécules d’attachement

[11.1.1.1 Les lectines L-SIGN et DC-SIGN
Les lectines DC-SIGN et L-SIGN (ou DC-SIGNRrment des homotétrameres et

possedent une région C-terminale extracellulaireaeztant un domaine capablerdeonnaitre
des structures glycanes de maniere dépendantdladuntala lectine L-SIGNest exprimée,
entre autres, a la surface des cellules de I'eddiath bordant les capillaires sinusoides du
foie (P6hlmann et al. 2001). La lectine DC-SIGNwst protéine d’adhésion intervenant dans
I'interaction entre les cellules dendritiques et igmphocytes T ou les cellules endothéliales.
Ces lectines sont localisées également a la sudacmrtaines populations de macrophages
comme les cellules de Kupffer, présentes dansrenphyme hépatiquéoilleux et al. 2002).
Ces deux lectines sont capables de reconnaitrestdestures glycaniques a la surface de
certains pathogenes (Koppel et al. 2005). Ellesmptent l'internalisation d’antigénes
présentés aux lymphocytes T (Engering et al. 2B@2hirova et al. 2001Y outefois, elles ne
peuvent pas étre des récepteurs spécifiques padd@ carin vitro elles ne suffisent pas a
I'entrée des VHCpp et des VHCcc (W. K. Lai et &08). Des formes recombinantes de la
protéine E2 ainsi que des VHCpp et des particuledes présentes dans le sérum de patients
infectés peuvent interagir spécifiquement avec aesx lectines. Le VHC utiliserait ces
protéines pour rentrer dans les cellules, en s¢\lia les résidus sucrés situés en C-terminal
de la glycoprotéine d’enveloppe de E2 (E. G. Cornidairso, et al. 2004; Lozach et al. 2003;
Lozach et al. 2004; Gardner et al. 2003; Pohlmadrel.€2003). La liaison de E2 a L-SIGN
induirait la « transmission » de VHCpp a des celuhépatiques adjacentes (E. G. Cormier,
Durso, et al. 2004; Gardner et al. 2003).

Il est envisageable que ces lectines contribuend®tablissement de linfection
persistante en capturant et concentrant le vimgulaint. Elles permettraient également leur

migration jusqu’au foie initiant ainsi I'infectiotles hépatocytes.

[11.1.1.2 Les glycosaminoglycanes (GAG)

De nombreux virus de la famille ddslaviviridae utilisent les GAG tels que
I'héparane-sulfate, le dermatane-sulfate, le kémtalfate ou l'acide hyaluronique, pour
s'attacher a la cellule cible (Y Chen et al. 199Germi et al. 2002b). Les
glycosaminoglycanes de type héparane sulfate s@septs a la surface des hépatocytes
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(Figure 9). lls sont caractérisés par une grandérdgénéité structurale leur permettant
d’interagir spécifiguement avec de nombreuses ppredé lls servent de premier point
d’attache cellulaire pour certains virus avant ténaction avec leur (s) récepteur (S)
(Villanueva et al. 2005)

Concernant le VHC, la protéine E2 interagirait sfigieement avec I'héparane sulfate
présent a la surface des lignées humaines d’ortggpatique (Barth et al. 2003a). Les résidus
chargés positivement de la région HVR1 de E2 igiemdé avec les GAG chargées
négativement (Koutsoudakis et al. 2006; Barth e2@06; Francois Penin et al. 2001). En
utilisant le modele des HCVpp, aucune interactioeate entre E2 et les héparanes-sulfates
n'a pas pu étre montrée (Callens et al. 2003)éparine soluble, des héparinases et le
dextrane-sulfate sont capables de diminuer l'atant aux cellules cibles de particules
virales présentes dans le sérum, de HCVpp et deddCainsi que d’inhiber I'infection des
VHCcc (Arnab Basu et al. 2007; Barth et al. 2006rtB et al. 2003b; Koutsoudakis et al.
2006; Germi et al. 2002a; Cribier et al. 1998; Kydeet al. 2000)Des expériences de
cinétique a 4°C et a 37°C suggerent que les GABtéraient I'attachement des VHCcc a la
surface des cellules cibles (Mirjam B Zeisel e2807; Koutsoudakis et al. 200@)utefois,
'analyse de la séquence de la protéine E2 ne pgrasede définir de séquences consensus
impliquées dans cette interaction (Olenina et 805} L'interaction E2-GAG n’est pas
clairement définieUne interaction indirecte entre le VHC et les GAi@ les lipoprotéines
associées aux particules virales [comme la lip@met lipase (LPL)] permettrait cette
interaction (Andréo et al. 2007). Néanmoins, l'eltiement des particules virales la LPL
semble diriger les particules vers une voie nordpetive, inhibant I'infection des cellules

cibles par les VHCcc.

[11.1.1.3 Récepteur des lipoprotéines de faible densité (IH)L-

LDL-R joue un réle dans le métabolisme du cholestgui est transporté sous forme
de LDL aux cellules hépatiques. Plusieurs travamnixsaiggéré la participation du récepteur
des lipoprotéines de faible densité (LDL-R) darentfée virale lors d’'une infection par le
VHC (Figure 9) (Agnello & Abel 1997). La densité MHC dans le sérum des patients
infectés est hétérogene et étonnement basse(Andle2002) suggérant une association aux
LDL et VLDL, et lutilisation du LDL-R comme réceptur des cellules cibleCette
hypothese est soutenue par le fait que des antHRD&nti-ApoB, anti-ApoE, VLDL et des
LDL purifiees inhibent I'entrée du VHC (K.-S. Chaegal. 2007; Birke Bartosch, Vitelli, et

al. 2003; Germi et al. 2002a; S Winschmann etGfl02Monazahian et al. 1999; Agnello et
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al. 1999).Une association entre 'accumulation de 'ARN du WHlans les hépatocytes
primaires, I'expression de I'ARN messager du LDLeRI'entrée des LDL a été montrée
(Molina et al. 2007). La glycoprotéine E2 interagfiravec les LDL (Nahmias et al. 2006;
Wunschmann et al. 2006) et E1 avec les apolipojpegé(Mazumdar et al. 2011), pour
former des complexes facilitant I'entrée du vimia le LDL-R dans les cellules hoétes.
Néanmoins, le LDL-R est exprimé également a laaserfle cellules non permissives au VHC
(Birke Bartosch, Vitelli, et al. 2003), suggérantifpn’est pas la seule voie d’entrée des

particules

lll.1.2Récepteurs

Figure 9: Interaction virus-cellule héte

(C.-l. Popescu & Jean Dubuisson 2010). Sur ce sahas glycosaminoglycanes (GAGS) ainsi que leptece
au LDL (LDL-R) facilitent I'attachement du VHC. Ryjile virus interagit avec le complexe récepteuméopar
SR-BI et CD-81. Le virus est ensuite transféré jamctions serrées ou il interagit avec les prot@iclaudine-1

(CLDNZ1) et occludine (OCLN)L.e virus est alors endocyté de facon e dépendaniz clathrine.

[11.1.2.1 La tétraspanine CD81

La molécule CD81 est une protéine appartenant fanhdlle des tétraspanines. Ces
protéines sont composées de quatre DTM, deux b®wlgacellulaires (une petite et une
grande) et des extrémités N- et C-terminales isthalaires (Figure 9). Cette molécule est un
récepteur exprimé a la surface des tous les tygadaires, a I'exception des hématies et des
plaquettes (Levy & Shoham 2005tlle est impliquée dans la différenciation celltgai
'adhésion et la prolifération cellulaire, la md#l et la signalisation.

La glycoprotéine E2 du VHC est capable d’interayiec CD-81via sa grande boucle

extracellulaire (LEL). De plus, linteraction entl@ forme soluble de E2 (SE2) et le CD81
56



humaine peut étre inhibée par du sérum de chimparezkinés avec se2 (Pileri et al. 1998).
Depuis, le role de CD81 dans linfection du VHC té éonfirmé en utilisant les modeles
HCVpp et VHCcc.En effet, I'entrée de ces particules virales ebtbiée par des anticorps
dirigés contre CD81, ainsi que par une forme seluld la LEL de CD81Birke Bartosch,
Vitelli, et al. 2003; M. Hsu et al. 2003; E. G. Guer, Fay Tsamis, et al. 2004; D. Lavillette
et al. 2005; J. Zhong et al. 2008n outre, l'utilisation d’ARNSs interférents rédumga
I'expression de CD81 dans les cellules Huh-7 diminemarquablement I'infection par les
VHCpp, les VHCcc et les particules dérivées deraérde patients infectés (Jie Zhang et al.
2004; Mirjam B Zeisel et al. 2007; Molina et al.0&). Des résidus appartenant notamment
aux régions hypervariables de E2 joueront un rédportant dans cette interaction (R.
Roccasecca et al. 2003; H. E. Drummer et al. 2006)

La présence de CD81 est nécessaire pour I'entred/HEpp de tous les génotypes
(Dimitri Lavillette et al. 2005; J A McKeating el.&2004). Cependant, il semblerait que
I'affinité de E2 pour CD81 differe selon le génatypiral (A. T. Yagnik et al. 2000; R.
Roccasecca et al. 2003). Une étude récente sugger€D81 initie tres tot la fusion pH-

dépendante du VHC dans le processus d'e(ittéB. Sharma et al. 2011).

[11.1.2.2 Le récepteur « scavenger » classe B de type (ISR-BI

La molécule SR-BI est un récepteur membranairesptésur la plupart des cellules, et
particulierement sur les cellules hépatiques. Cetteéine traverse deux fois la membrane
plasmique, avec les extrémités N- et C-terminalggoptasmiques et une boucle
extracellulaire, présentant neuf sites potentiedsNdglycosylation (Figure 9) (Rhainds &
Brissette 2004). SRBI est un acteur clé du métab@ilipidique qui interagit avec différentes
lipoprotéines. SR-BI est notamment important dangdnsfert des lipides vers la cellule. I
est capable de modifier la composition lipidiqudalenembrane plasmique. C’est le principal
récepteur des lipoprotéines de haute densité (HIDppurrait aussi jouer le rdle de récepteur
pour les LDL et VLDL (Acton et al. 1996).

Le récepteur SR-BI a été identifié comme un réeeppetentiel du VHC en utilisant
une forme soluble de E2, (Scarselli et al. 2002 Ble dans I'entrée virale a été démontré
par I'utilisation de VHCpp et VHCcc (Birke BartoscHitelli, et al. 2003; Cécile Voisset et
al. 2005; Dimitri Lavillette et al. 2005; S. B. Kaglia et al. 2007). Des anticorps anti-SR-BI
inhibent I'interaction de SR-BI avec des formesubt#s de E2, des VHCpp et des VHCcc
((Birke Bartosch, Vitelli, et al. 2003; Cataneseakt2007; S. B. Kapadia et al. 2007; Mirjam

B Zeisel et al. 2007). Des anticorps dirigés comé® lipoprotéines spécifiques inhibent
57



également l'interaction entre SR-BI et le virusr Pantre, ce n’est pas le cas des certains
anticorps dirigés contre les glycoprotéines E1 2t(Haillard et al. 2006)L’infection en
absence de lipoprotéines peut aussi étre inhibédgzanticorps anti-SR-BI (Catanese et al.
2007). Egalement, I'infection est fortement inhidées de l'utilisation d’ARNS interférents
dirigés contre SR-BI. Ces derniers permettent édeaation efficace de I'expression de SR-BI
a la surface des cellules hépatocytaires (Dimiawvillette et al. 2005; Cécile Voisset et al.
2005; Mirjam B Zeisel et al. 2007). Par ailleuts,surexpression de SR-BI et SR-BIl (une
isoforme de SR-BI) peut augmenter le niveau d’idecde cellules cibles par des VHCcc
(Grove et al. 2007).

La région HVR1 de E2 est nécessaire a la recoraraissde SR-BI (Scarselli et al.
2002; Birke Bartosch, Vitelli, et al. 2003). L’augntation de l'infectivité des VHCpp induite
par les HDL est dépendante de linteraction erdreélgion HVR1 de E2 et SR-BI (Birke
Bartosch et al. 2005; Marléne Dreux et al. 2006;il€é/oisset et al. 2005). Les résidus L339
et G406 de cette région semblent étre impliquékéBBartosch et al. 2005).

La molécule SR-BI pourrait également interagir av&@polipoprotéine sérum
amyloide A (SAA) et l'internaliser (Baranova et 2005; L. Cai et al. 2005).
Des travaux ont montré la capacité des anticorfisCidB1 et anti-SR-BI a inhiber I'entrée
des VHCpp. La coopération de SR-Bl et CD81 auiieil lpendant une étape succédant
I'attachement de I'entrée du VHC (S. B. Kapadiale2007; Mirjam B Zeisel et al. 2007).

[11.1.2.3 Claudine-1 (CLDN1), 6, 9

Les protéines claudines appartiennent a la fardae protéines des jonctions serrées
qui sont chargées de limiter le passage des solatdsavers |'espace intercellulaire
(Schneeberger & Lynch 2004). La Claudine-1 est ymetéine ubiquitaire exprimée
principalement dans le foie qui exprime égalemeéattdes claudinegRahner et al. 2001)
Ces protéines présentent quatre domaines transrapaitas, deux boucles extracellulaires.
Leurs extrémités N et C-terminales sont dirigées leecytoplasméFigure 9.

La claudine-1 est nécessaire a I'entrée des HCVYple® HCVcoM. J. Evans et al.
2007; Meertens et al. 2008)a réduction de I'expression de CLDN-1 dans ledutes
hépatiques par des ARN interférents ou par l'a@ilen d’Ac anti-CLDN1 entraine une
diminution ou une inhibition de I'entrée des VHCepVHCcc dans des cellules cibles. De
maniere intéressante, I'expression de CLDN-1 damtaines lignées non hépatiques, telles
que les HEK-293T et SW13, les rend permissiveséettion par les VHCpp et VHCcc (M.

J. Evans et al. 2007; W. Yang et al. 2008). Il ehd® méme pour les CLDN-6 et -9 en
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utilisant des VHCpp de différents génotypke&ntrée des VHCpp dans les cellules HEK-
293T exprimant les CLDN-1, -6 ou -9 peut étre idalen présence de sérums de patients
infectés par le VHC et en présence des anticorpsC&81. Cette inhibition est également
observée par la diminution de l'acidité des endasowa le traitement des cellules par la
bafilomycine Al. L’expression de la CLDN-1 a permise infection des VHCpp-1a et 1b
dans ces cellules. Par contre, I'entrée médiéelpaClLDN-6 était faible et détectable
uniquement pour le génotype la, alors que leslesllexprimant la CLDN-9 ne s’infectent
pas (Meertens et al. 2008).

Des travaux récents montrent que la phosphorylatiories sérines en position 192,
205, 206 et la thréonine 191 pourrait réguler €éadslage de la claudine-1 au niveau des
jonctions serrées (Ahmad et al. 2011).

Dans les tissus hépatiques (normaux ou infectéslgavHC), la CLDN-1 est
exprimée, en plus des jonctions serrées, dans udaces apicales et basolatérales des
hépatocytes. Elle co-localise avec CD81 dans cesg d&gions (H. J. Harris et al. 2010a;
Reynolds et al. 2008). Des travaux récents montyeatla formation d’un complexe CD81-
Claudine-1 joue un réle essentiel lors du processestrée du VHC (H. J. Harris et al.
2010a) . Dans le méme sens, une étude tres réa@etenis d’observer une diffusion libre de
tous les récepteurs dans des cellules hépatoathmemis I'occludine qui serait confinée aux
jonctions serrées. Les molécules CD81 et Claudidétdseraient a travers de la membrane

sous la forme d’un complexe (H. J. Harris et alL(if).

[11.1.2.4 L'occludine (OCLN)

L’occludine est une protéine transmembranaire destijons serrées trés exprimee
dans le foie (Saitou et al. 1997). Son implicatdtans I'entrée du VHC a été découverte
récemment par I'expression d’'une banque d’ADNc ellules hépatiques humaines dans un
contexte murin (Ploss et al. 2009). En effet, l'@gsion de l'occludine par un clone de
cellules murines NIH3T3 exprimant les autres fadalientrée CD81, SR-BI et claudine-1
augmente tres fortement la permissivité cellulag VHCpp. De plus, l'utilisation des ARN
interférents ciblant I'occludine inhibent l'infeoti par les VHCpp et VHCcc de cellules
hépatocytaires naturellement permissives (S. Liwale2009; Ploss et al. 2009). Comme
CLDN-1, son role dans I'entrée du VHC pourrait m@nir tardivement au cours de I'entrée
aprés une migration latérale des complexes vircgptéurs au niveau des jonctions serrées
(S. Liu et al. 2009; Benedicto et al. 2008).
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[11.1.2.5 Récepteurs a tyrosine kinase (RTK), tels que desptéurs du facteur de
croissance épidermique (EGFR) et EphA2 du récegglrine

Les travaux de Lupberget al. ont confirmé la pertinence de I'EGFR et RTK Eph2A
pour I'entrée du VHC par régulation négatilel'infection par des inhibiteurs spécifiques de
la protéine kinase de I'EGFR (erlotinib, gefitinile, lapatinib) et EphA2 (dasatinib des
hépatocytes primaires humail@ependant, I'entrée d’autres virus comme le MLMewuirus
de la rougeole n'a pas été altérée par le méméenrant. Les inhibiteurs ne pas
compromettent pas la réplication virale dans unésye d'entrée indépendante du modele
réplicon suggérant une spécificité pour le processus derire outre, les auteurs montrent
que l'entrée du VHC est nettement améliorée padéesx ligands du EGFR, le EGF et le
TGF-. Ces effets sont réversibles par un traitemenerdotinib ou un anticorps EGFR
(Lupberger et al. 2011).

[11.1.2.6 Le réle des lipoprotéines

Il est clairement démontré que les lipoprotéired sapables de moduler I'entrée du
VHC. Linfection de cellules cibles avec des sérumespatients infectés est inhibée par les
VLDL et LDL purifiees (Agnello et al. 1999). Par ailleurs, Andréagt ont mis en évidence
que des formes circulantes du VHC de faible densigmmées LVP, résultaient de
I'association avec les lipoprotéines de faible (Q@u de tres faible densité (VLDL) (Andre
et al. 2002). Les LDL oxydées sont capables d’'iehibnfection des cellules cibles par les
HCVpp et les HCVcc (Thomas von Hahn et al. 2008) contraire, les HDL facilitent
I'entrée des VHCpp. Cet effet facilitateur est dégmnt de I'activité de transfert lipidique de
SR-Bl (Marlene Dreux et al. 2006; Cécile Voissetakt 2005).11 a été proposé que
I'apolipoprotéine C1 serait un des composants mesgaes de l'interaction des HDL avec les
particules viralegJ. C. Meunier et al. 2005). L’apolipoprotéine sgramyloide A (SAA) est
une protéine produite par le foie apres une inde¢tiun dommage tissulaire ou une
inflammation. Elle inhibe I'entrée des VHCpp et dédCcc et cette activité antivirale est
modulée par les HDL (Z. Cai et al. 2007; Lavie et2806). La SAA peut interagir et étre
internalisée par SR-BI (Baranova et al. 2005; Li €aal. 2005). Cependant il a été montré
que linhibition de I'entrée des VHCpp par SAA este a une interaction avec les particules
virales et pas a une compétition pour le réce@®®uBl. Les VLDL pourraient participer a la
morphogenése du virus dans ces cellules.

Une autre protéine présente dans le sang circui¢alipoprotéine lipase (LPL), permet

une interaction indirecte du VHC avec les glycosmyglycanes. La liaison de ces LVP a des
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récepteurs spécifiques des lipoprotéines, favaitdrentrée du virus dans la cellule
contribuant de ce fait a son infectivité (Andréoakt2007). Néanmoins, I'attachement des
particules viralesvia la LPL semble diriger les particules vers une vo@n-productive

puisqu’elle inhibe I'infection par les VHCcc

[11.1.2.7 La protéine EWI-2wint

Des travaux récents suggerent qu’en plus de laepeésde facteurs d'entrée, le
tropisme hépatocytaire du VHC pourrait étre li€’abdence d’inhibiteurs de cette étape.
Ainsi, I'expression d’'un partenaire de CD81 appEMY/I-2wint36 modulerait I'entrée du
VHC dans les cellules, en bloguant I'interactiotretes glycoprotéines d’enveloppe du virus
avec CD81 (Rocha-Perugini et al. 2008). La prot&Mé-2wint est exprimée dans un grand
nombre de lignées cellulaires mais absente danglestocytes. EWI-2wint est un produit de
clivage de EWI-2, un partenaire majeur de CD81llpaméme inhibiteur. Il est possible que
la protéase responsable du clivage soit absenteldamépatocytes ou que EWI-2 ne soit pas

accessible a cette protéase dans ces cellules.

11.1.2.8 CD229

Une étude récente propose le récepteur SLAM-CD2patigue comme un facteur de
fixation et d’entrée du VHC dans les hépatocytesniolécule CD229 est un membre de la
famille SLAM (signaling lymphocytic activation maleles), exprimé sur la surface des
hépatocytes humains. Les récepteurs de cette éamiitialement décrit sur la surface des
leucocytes (superfamille des Ig) sont impliquéssdactivation des lymphocytes T et B. Elle
est composé de quatre domaines extracellulaireslépgimmunoglobulines-like". Il est le
seul membre de la famille SLAM capable de s'auteriraliser. La diminution de I'expression
du récepteur CD229 par des siRNA (small interfeRMA) ainsi que l'utilisation d'anticorps
bloquants dirigés contre le réecepteur, diminuémielction des hépatocytes par le virus JFH-1.
La surexpression dans les cellules permissives Hammplifie jusqu'a trois fois I'attachement
du VHC et son entrée virale par rapport aux cedlulen transfectées (présentation oral O7.06
par Flora Cartier lors du congres « 18th symposiuGV and related virus »).

[11.1.2.9 Récepteur d’absorption du cholestérol Niemann-Eitkke 1 (NPC1L1)

Sainzet al ont recemment découvert un récepteur de surf@ae® et al. 2012).
L’infectivité du VHC se réduit d’'une facon similairen utilisant des Ac spécifiques anti-
NPC1L1 que quand des anti-CD81 spécifiques soligégi
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l1l.2.  Glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les deux glycoprotéines d'enveloppe, E1 et E2,jbua rble essentiel a différentes
étapes du cycle réplicatif du VHC. Elles sont etsbes a I'entrée dans la cellule de I'héte,
en se liant aux récepteurs et en induisant la fuaiec la membrane de la cellule hote.

Comme pour d'autrddaviviridae, elles participent a 'assemblage des particuiedes.

l1l.2.1Biogenése

Le génome du VHC code deux protéines d’envelopaatycoprotéine E1 (gp31-35)
est constituée de 192 résidus (aa 192-383) etytaogtotéine E2 (gp70) de 363 résidus (aa
384-746). E1 et E2 sont produites par clivage pigti&gue de la polyprotéine précurseur du
VHC par une peptidase signal d'origine cellulais®PP). Les clivages co-traductionnels au
niveau des sites C/E1, E1/ERE2/p7/NS2 produisent E1 et un précurseur deEBEf7/NS2,
rapidement clivé pour produire E2, E2/p7 et NSA)buisson et al. 1994) (Figure 10).

Figure 10: Biogenése et clivage E1 et E2 du VHC
D’aprés (Francois Penin, Jean Dubuisson, et ak00

Comme protéines transmembranaire de type |, etiegportent un large ectodomaine
amino-terminal hautement glycosylé (160 et 334Edaget E2 respectivement) et un unique
domaine transmembranaire (DTM) carboxy-terminale@ §&) d’ancrage dans le réticulum
endoplasmique. Lors de la traduction de 'ORF,dendine 3 de la protéine de la capside est
responsable du signal de clivage entre C et E1 quesde la translocation de I'ectodomaine
de E1 dans la lumiere du RE (Santolini et al. 1924) méme, les parties C-terminales de E1
et E2 font office de séquences de translocatios kelumiére du RE pour I'ectodomaine de
E2 et pour p7 respectivement (Laurence Cocqueral.et999; Laurence Cocquerel et al.
2000). Ultérieurement, les DTM des deux glycopraéi sont ancrés dans la membrane du
RE et les glycoprotéines forment des hétérodimEfds2 qui sont retenus au niveau de ce

compartiment.
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[11.2.2Maturation

Au cours de son passage dans le RE et I'appare®algi, les protéines immatures
subissent différents modifications co et post-tcdidimnelles telles que la formation de ponts
disulfure, la N- et la O-glycosylation, le clivage peptide signal, les interactions avec les
protéines chaperons, etc. A l'issue de ces tramsfions, les protéines seront sous leur forme
mature et correctement repliées.

Généralement, les enveloppes de virus enveloppésNsglycosylées en utilisant la
machinerie de la cellule infectée. Ainsi, les glgmtéines virales vont étre modifiées par des
glycanes caractéristiques de la cellule héte. Tdiabord, la glycosylation permet un
repliement correct des protéines virales. Lesajigs associés peuvent jouer un rble dans les
différentes étapes de I'entrée virale. Ensuite glgsanes peuvent aider les virus a échapper
au systeme immunitaire de I'h6te, masquant desmégbotentiellement immunogénes. Dans
le cas du VIH, I'existence d’ « un bouclier glycqme » a été clairement décrit (Wyatt et al.
1998; Wei et al. 2003).

La N-glycosylation passe par le transfert d’'un gl par I'enzyme cellulaire
oligosaccharytransférase (OST) a une chaine poligigpe en cours de synthése apres la
reconnaissance du motif consensus spécifique AgiparX;-Sérine/Thréonine-X La nature
des aa Xet X, peut modifier les conditions environnementauxaattivité de 'OST (Susan
H. Shakin-Eshleman et al. 1996; Mellquist et aP&)9 Tableau 2. Les séquons potentiels ne
sont pas glycosylés avec la méme efficacité. Alasprésence d’un résidu thréonine en
position +2 du séquon est plus favorable que ckile résidu sérine (Lakshmi Kasturi et al.
1995).
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Tableau 2: Nature des acides aminés (AA) influencafiefficacité de la N-glycosylation

Asparagine-X-Sérine/Thréonine-X

Contexte favorable enX Contexte favorable eX,
Petit acide aminé Glycine o
. : . o Arginine
AA chargés positivement Lysine, Arginine, Histidine
AA portant un résidu hydroxylé Sérine, Thréonine Sérine, Thréonine

Contexte défavorable en X Contexte défavorable en, X

Proline Proline

_ Leucine, Phénylalanine,
AA hydrophobes de grande taille ) Tryptophane
Tryptophane, Tyrosine

. Acide glutamique, _ _
AA chargés négativement _ ) Acide glutamique
Acide aspartique

Durant leur synthese, les ectodomaines des glyt&ipes d’enveloppe du VHC sont
fortement glycosylés dans la lumiére du RE. La gyotéine E1 (gp31-35) présente 6 sites
potentiels de N-glycosylation. Quatre d’entre ewntstres conservés quel que soit le
génotype [aa 196 (E1N1), aa 209 (EL1N2), aa 234 8t aa 305 (E2N4)] (Figure 11).
D’autres sites potentiels ne sont conservés que EaEains génotypes : le site en position
250 est conservé au sein des génotypes 1b etsielen position 299 I'est aussi au sein de
génotype 2b (Goffard & Jean Dubuisson mars; M. ghetral. 2004) (Tableau 3).

Tableau 3 Pourcentage de conservation des sites @otiels de N-glycosylation de la glycoprotéine d’exeloppe E2 du VHC.
(D’aprés Helle et al. 2007)
Genotype n° % Conservation

417 (N1) 423 (N2) 430 (N3) 448 (N4) 476 (N5) 532 (N6) 540 (N7) 556 (N8) 576 (N9) 623 (N10) 645 (N11)

1 294 99.7 100 98.3 98.0 39.1 97.6 98.3 99.3 98.6 99.7 99.7
1a 77 100 100 98.7 98.7 97.4 90.9 100 100 100 100 100

1b 213 99.5 100 98.1 97.7 17.8 100 97.7 99.5 98.6 99.5 99.5

2 51 100 100 98.0 100 88.2 100 100 96.1 100 100 98.0
2a 21 100 100 95.2 100 90.5 100 100 95.2 100 100 100

2b 25 100 100 100 100 92.0 100 100 96.0 100 100 96.0

3 68 100 98.5 100 100 98.5 97.1 0 86.8 98.5 98.5 100
3a 66 100 98.5 100 100 100 97.0 0 86.4 98.5 98.5 100

4 9 100 100 100 100 88.9 100 100 100 100 100 100
4a 8 100 100 100 100 87.5 100 100 100 100 100 100

5 2 100 100 100 100 0 100 50 100 100 100 100
27 100 100 96.3 100 85.2 100 3.7 100 96.3 100 100

6a 15 100 100 100 100 100 100 0 100 100 100 100
Total 45199.8 99.8 98.4 98.7 57.2 98.0 77.8 97.1 98.7 99.6 99.6

n?, nombre de séquences
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La glycoprotéine E2 (gp70) possede 10 ou 11 sikeglgcosylation en fonction des
génotypes viraux. Neuf sites sont tres conservés que soit le génotype [aa 417 (E2N1),
423 (E2N2), 430 (E2N3), 448(E2N4), 532 (E2N6), 5EZN9), 623 (E2N10) et 645
(E2N11)] (Tableau 4). Un site en position 476 semblement présent au sein des séquences
de génotype 1b. Un autre site en position 540kesdra pour le génotype 3 et pour la majorité
des génotypes 6. Malgré la grande variabilité dilCytd conservation importante des sites de
glycosylation suggére un réle essentiel des glysatans le cycle viral. Le pourcentage de
conservation des sites potentiels de N-glycosylasio sein des glycoprotéines d’enveloppe
El (Tableau 3) et E2 (Tableau 4) du VHC pour lesot¢pes 1 a 6 a été estime (Helle et al.
2010).

E1
@ N2 N3 N4
192 V¥ 353 383
| T™MD
E2
N1N2NB N4 N5 NENZ 8B No i
384 YYY V , e 722 750
1 — v v "o
. Sécrétion Entrée virale Protection contre la neutralisation

Figure 11 Représentation des sites potentiels dedltcosylation sur E1 et E2 et ses possibles roles.

Les sites de glycosylation présents sur les preséid’enveloppe sont indiqués par N suivi du numéro
correspondant a la position relative sur la séqeiefMD : domaine transmembranaire ; HVR : région
hypervariable ; IgVR : région variable intergénatyge (Helle et al. 2009).

Tableau 4 Pourcentage de conservation des sites @otiels de N-glycosylation de la glycoprotéine d’exeloppe E1 du VHC.

(D’apres Helle et al. 2007)

Genotype n® % Conservation at site:
196 (N1) 209 (N2) 234 (N3) 250 299 305 (N4)
x| 1,119 98.2 98.7 97.0 29.4 0 99.1
1a 768 98.7 98.8 96.5 0 0 99.2
1b 345 97.1 98.6 98.0 95.4 0 98.8
2 74 100 100 95.9 0 51.4 98.6
2a 22 100 100 86.4 0 0 100
2b 39 100 100 100 0 97.4 97.4
3 98 100 100 100 0 0 100
3a 75 100 100 100 0 0 100
4 26 100 100 100 0 0 100
4a 12 100 100 100 0 0 100
5 21 100 100 100 0 0 100
6 55 98.2 94.5 100 96.4 0 98.2
6a 19 100 100 100 94.7 0 100
Total 1,393 98.5 98.8 97.3 27.4 2.7 99.1

2 n, number of sequences.
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Sur les 5 sites potentiels de N-glycosylation dglya@oprotéine E1, un d’entre eux ne
soit pas modifié par 'OSTFournillier-Jacob et al. 1996). L'analyse de lgu#nce en aa
indique que I'absence de glycosylation sur le B®&l5 due a la présence d’un tryptophane en
position X% et d'une proline en X De plus, I'efficacité de glycosylation de la ghprotéine
El est dépendante de la présence d’'une séqueras@lette celle-ci sur la polyprotéine virale
(Dubuisson et al. 2000). En effet, lorsque E1 aegtrimée seule, elle n'est pas glycosylée
efficacement. La séquence en aval de E1, en l'oecoe I'extrémité N-terminale de E2,
pourrait améliorer la glycosylation de E1 en craame pause traductionnelle permettant une
glycosylation complete de E1. Alternativement, tiémité N-terminale de E2 pourrait
imposer une conformation a E1 plus favorable a iglydosylation. Cette conformation
pourrait étre présentée transitoirement avant gévde la polyprotéine entre E1 et E2 pour
retarder le clivage. Ce délai de clivage pourrag &écessaire a la glycosylation de E1.

Des expériences de mutagenése dirigée en modeleppl©u HCVcc ont permis
d’étudier le role fonctionnelle des N-Glycanes ags® aux protéines d’enveloppe du VHC.
Certains glycanes jouera un rble important dans stabilité, le repliement et
I'nétérodimerisation, mais aussi dans les inteoastientre le VHC et son héte comme est
I'entrée virale (Goffard et al. 2005) et 'immunagété de E1 et E2 (Helle et al. 2010; Helle
et al. 2007; Falkowska et al. 2007) (

Tableau 6).

Les premieres études effectuées sur l'influencesdes de N-glycosylation de E1 et
E2 sur l'assemblage et I'entrée du VHC ont étéiséal sur des HCVpp portant des
enveloppes mutés sur un seul site de N-glycosylatio E1 ou sur E2. La caractérisation de
ces mutants par rapport a leur infectivité a perdasdéfinir trois phénotypes: le premier
groupe (E1N3, E2N3, E2N5, E2N6, E2N7 et E2N9) awee infectivité des mutants proche
de celle du type sauvage, le deuxiéme groupe (EENN2, E1N4, E2N1 et E2N11)
présentant une infectivité réduite de plus de 5@¥oraport au type sauvage, et le troisieme
groupe (E2N2, E2N4, E2N8 et E2N10) non inféctielbabsence d'infectivité de mutants
E2N8 et E2N10 serait due a l'absence d'incorparatie I'hétérodimére E1E2 dans les
HCVpp. En revanche, I'absence d'infectivité de mist&2N2 E2N4 indiquerait 'importance
dans le contrdle de l'entrée. Au total, certaincahes des glycoprotéines d'enveloppe du
VHC jouent un réle majeur dans le repliement de¢gimes et d'autres dans l'entrée du VHC
(Goffard et al. 2005).
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Autrement, les expériences de neutralisation démontque plusieurs glycanes
réduisent la sensibilité du VHC vis-a-vis des amps neutralisants (Falkowska et al. 2007;
Helle et al. 2007; Helle et al. 2010). Les glycaB@&1 et E2N6 réduisent la sensibilité des
VHCpp a des anticorps neutralisants et diminueatedgent I'accessibilité de CD81 a son
site d’association sur E2 (Falkowska et al., 20&7645 (E2N11) (Helle et al., 2007). Ceci
indiquerait que ces glycanes sont proches de laréte E2 interagissant avec CD81 et que
cette région est une cible majeure des anticorpgalsants. De plus, la glycosylation de ces
sites, qui protégent le site d’association a CD&ladnheutralisation, est hautement conservée.
Ces glycanes contribuent a I'échappement du VHCavids de la réponse immunitaire
humorale (Helle et al., 2007).

Tableau 5: Récapitulatif des travaux effectués sue role des N-glycanes situés sur E1 et E2

Goffard et al.

Falkowskaet al 2007 Helleet al 2007 Helleet al 2010
2005
Provenancée  patient H, gt 1a Patient H77, gt 1a Patient gt 1a JFH-1, gt 2a
I'enveloppe
Mutation sur
le site de Asn—GIn Asn—Ala Asn—GIn
glycosylation
Modele utilisé HCVpp HCVpp HCVpp HCVcc et HCVpp
. . — Réplication virale,
Repliement Assemblage, entrée,  Neutralisation et P .

Phé N expression de E1E2,
(,an(()jr.rfenes assemblage, et neutralisation, interaction avec sécrétion virale,
étudiés . N

entrée interaction avec CD81 CD81 infectiviité et

neutralisation

Tableau 6: Effet des mutations sur les N-glycanessociés a la glycoprotéine d'enveloppe E1 du VHC.

Récapitulatif bibliographique des résultats obteaymartir d’enveloppes mutées sur un site de gigatien en
rapport a la souche sauvage. Les sites de glydmylenutés sont notés dans la colonne de gaucheuet
position en aa est marquée en parenthése sote halgé.

Goffard et al.2005 Helleet al. 2010
EIN1 Défaut du repliement et assemblac Défaut d’'assemblage
(196) LEntrée mais maintien de l'infectivit:
EIN2
(209) LEntrée mais maintien de l'infectivité
EIN3
(234) )
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E1N4
(305)

Défaut du repliement et assemblage lassemblage

LEntrée mais maintien de l'infectivité |faiblement I'entrée

| = diminution

Tableau 7 : Effet des mutations sur les N-glycanesssociés a la glycoprotéine d'enveloppe E2 du VHC.

Récapitulatif bibliographique des résultats obtsnaigartir d’enveloppes mutées pour un site deoglylation.
Sur la colonne de gauche est notée en parenthpssitin en aa su site muté.

Goffard et al. 2005 Falkowskaet al. 2007 Helleet al 2007 Helleet al 2010
. : - Ll|Entrée L o
E2N1 |Entrée mais maintier o TNeutralisation tNeutralisation
i _ tNeutralisation
(417) de l'infectivité | «CD811 ©CD811
100CD81
tNeutralisation
E2N2 DEntrée @ Entrée )
| faiblement I'entrée
(423)
0CD811
E2N3 I Neutralisation @ Entrée
(430)
i i tNeutralisation
E2N4 @ Entrée @ Entrée ) ]
| faiblement I'entrée
(448)
©CD811
E2N5 I Neutralisation
(476)
|Entrée mais maintien N lsati 1Entrée
E2N6 i A eutralisation
de | |nfe<?t|V|Fe ! tNeutralisation
(532) tNeutralisation JoCD81
1 0CD81 ©CD811
E2N7 Défaut du repliement I Neutralisation Ll|Entrée
(540) et assemblage
Défaut du repliement } Défaut d’'assemblage
E2N8 @ Entrée
et assemblage @ Entrée
(556) ) 1oCD81
@ Entrée
E2N9
(576)
@ Entrée, Défaut d’'assemblage
E2N10 i _ )
(623) Défaut du repliement @ assemblage @ Entrée
et assemblage
J|Entrée mais . . _
i ) o i ) o . |Entrée mais maintien
E2N11 |Entrée mais maintier |Entrée mais maintier maintien de _ L
o o linfectivité de linfectivité
(645) de linfectivité de l'infectivité o
J0CD81 tNeutralisation

INeutralisation

| =diminution ; ||| = diminution drastique (<20%) ; @ = blocag¢saugmentation go=interaction
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De maniere intéressante, il a été observé qu'unéation adaptative (N534K)
abolissant le sixieme site de N-glycosylation de (E2N6) augmenterait I'infectivité des
VHCcc (Delgrange et al. 2007).

D’autres études portées sur l'influence de cesagigs sur la réponse immune autre
que I'humoral. lls suggérent que le site E2N9 paitiraider a protéger le virus de la
reconnaissance de I'épitope des cellules T. Alassuppression de ce glycane peut améliorer

la réponse immunitaire cellulaire (P. Li et al. ZR0

[11.2.3Assemblage et repliement

E1l et E2 acquierent leur conformation secondaiegtiaire et quaternaire. Les
protéines chaperones, calréticuline et BiP(bingirngein), interagissent avec les agrégats de
E1E2 tandis que la calnexine s’associe avec lesplex®s E1E2 présentant un état de
répliement différent (Amelie Choukhi et al. 1998, Ddibuisson & C M Rice 1996) . La
calréticulineet BiP sont des protéines retenues dans la lurdig¢feE alors que la calnexine
est une protéine intégrée dans la membrane du REassemblage en complexes natifs
s’acompagne de la dissociation de la calnexine.régns d’interaction impliquées dans
I’'hétéro-oligomérisation des glycoprotéines d’emypgle peuvent étre localisées au niveau des
ectodomaines et/ou des domaines transmembranaieés dt E2. De plus, une étude realisée
avec des chimeres de E1E2 des différents génotgpggére que la région variable
intergénotypique (IgVR), la région hypervariabl@/R2), et un autre segment situé dans le
domain Il de E2 jouerait un role dans 'assemblidg&1E2 (Albecka et al. 2010).

Deux types des complexes E1E2 ont été décrits dandittérature : i) des
hétérodimeres constitués des protéines nativestadtilisées par des interactions non
covalentes (Deleersnyder et al. 19@8similés a la forme prébourgeonnante du complexe
fonctionnelle (Op De Beeck et al. 2001) ii) deségats hétérogenes lies par des ponts
disulfures pouvant interagir avec des moléculespetans (Deleersnyder et al. 1997; J
Dubuisson et al. 1994) (Amelie Choukhi et al. 1998)ubuisson & C M Rice 1996). Les
glycoprotéines E1 et E2 contiennent respectiverBesit 20 résidus cystéine potentiellement
impliqués dans la formation de ponts disulfuresamioléculaires. Ces résidus cystéine ont
donc un role déterminant dans l'acquisition de Ianformation tridimensionnellgJ
Dubuisson & C M Rice 1996; J. C. Meunier et al. 4.96&offard & Jean Dubuisson mars;

Goffard et al. 2005). Cependant, la présence depaets disulfures n’est pas requise pour
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I'association protéine-protéine ou la stabilisatthncomplexe E1-E2 (J Patel et al. 1999). La
cinétique du repliement des glycoprotéines, en itimmdnon réductrice, a été suivie en
controlant la formation des ponts disulfures. Unemie oxydée de E1 apparait lentement
uniquement lorsque la glycoprotéine E2 est co-ex@ei avec E1 ( Dubuisson & Rice 1996).
Le repliement de E1 est donc dépendant de la présia la glycoprotéine E2, suggérant un
réle de chaperonne de E2 pour E1 (Michalak et@7)L En revanche, les ponts disulfures
intramoléculaires se forment rapidement pour E3naNe clivage protéolytique E2/NS2,
conduisant a la formation d’'un état conformationpettiellement replié en sous-domaine(s)
pouvant interagir avec la forme oxydée de E1. Cépet) le réarrangement de E2 en un stade
de repliement ultime est dépendant du repliemetldéDeleersnyder et al. 1997).

Des travaux récents effectués avec les modeles HQpHCVcc, proposent un
scéenario ou la forme foncionelle de E1E2 contieimdtas groupes thiol libres formant de
nouveaux disulfures lors d’'un événement d'isomioisau cours de I'entrée du virus (Fraser
et al. 2011) Par ailleurs, I'entrée du VHC peut se poursuivranméorsque 4 a 5 ponts
disulfures sont réduits, suggérant une importametative du réseau de ponts disulfures a

I'entrée virale (Fenouillet et al. 2008).

[11.2.4Principaux domaines des protéines E1 et E2

E1l et E2 sont ancrées dans la membrane par leanaiges transmembranaires C-

terminaux. Ces domaines sont réconnues pour étitfanaionnels.
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Figure 12 : Représentation schématique de la glycogéine E2 du VHC.

La séquence linéaire de l'ectodomaine JFH1 E2egssentée comme une chaine de billes marquées avec
l'acide aminé correspondant et enfilées sur uniglclasse Il (version adaptée du modéle publi§Paomas

Krey et al. 2010)). Les trois domaines putatifstgpdsentés en rouge (DI), jaune (DII) et bleu [Dles régions
variables (HVR1, HVR2 et IgVR) sont indiqués enrbrt le DTM en gris (en gris clair le peptide signkes
cercles de couleurs péles et lumineux représelgsmésidus situés en arriére. Au premier plan igipsent les
domaines notés en caractéres blanc sur noir. Lets ple disulfure sont indiqués par des barres sidires sites

de glycosylation sont représentés par des cereds mumérotés séquentiellement. Les résidus dwaitenDI
participant a la liaison avec CD81 sont entouréblen. Les glycanes affectant la liaison au CD&tt sadiqués

par des cercles verts clairs. Les billes griseswBes des cercles fuchsia sont des résidus tramsmmeaires
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identifiés recemment comme étant impliqués dangrée virale (Maurin et al. 2011) [D’aprés (Frarcbielle
et al. 2010)].

111.2.4.1 Domaines transmembranaires

Les domaines transmembranaires de E1 et E2 s'éterepectivement du résidu 353
au résidu 383 (Laurence Cocquerel et al. 1999)ue7IB au 746 (sur la polyprotéine)
(Laurence Cocquerel et al. 2000). lls sont organ&® deux segments hydrophobes séparés
par un segment hydrophile présentant un (Lys pdyol deux (Asp et Arg pour E2) résidus
chargeés tres conservés (Ciczora et al. 2005; Laar&@ocquerel et al. 2000). L’existence
d’une telle conservation suggere que ces résidwgmtgouer un role foncionelle important.

La délétion du domaine transmembranaire de E2, ler@ar un signal d’ancrage
d’une autre protéine, est suffisante pour abolfofanation de complexes E1E2 (Janisha Patel
et al. 2001; Laurence Cocquerel et al. 1998; Makadt al. 1997; Mark J. Selby et al.
1994)(Laurence Cocquerel et al. 2003). Des expéggede mutagenése ont permis de rendre
compte de l'importance de certains segments (2 jduret 1 pour E2) dans l'efficacité
d’assemblage de ces protéines (Op De Beeck e0@D)2En plus de leur rdle d’ancrage
membranaire et et d’adressage, ces domaines sspbngables de la rétention des
hétérodimeres E1E2 dans le RE (Laurence Cocquestl £998; Laurence Cocquerel et al.
1999; Laurence Cocquerel et al. 2000). En effet, degments localisés prés des résidus
chargés des domaines transmembranaires de E1 et [E2segment localisé proche de la
glycine 358 (position sur la polyprotéine) du doneaitransmembranaire de E1, seraient
directement impliqués dans la formation des hétgrecks E1E2 (Op De Beeck et al. 2000).
lIs sont également impliqués dans I'entrée vir@lieZora et al. 2005).Tandis qu’un motif trés
conservé de type GXXXG en position N-terminale dmdine transmembranaire de E1 a été
impliqgué dans la dimérisation des hélices alphanstrembranaires des protéines
transmembranaires (Russ & Engelman 2000), une aétreence, proche de la membrane et
répétée au niveau de la séquence de la glycopeoEsira été décrite comme indispensable a
la dimérisation et & I'entrée virale. Il s'agit motent des résidus L¥G Sef™®, Lel® et
Leu®®® (H. E. Drummer & Poumbourios 2004).

Un travail récent consistant en générer des chendieétérodimeéres E1E2, inter
changent les séquences de E1 et E2 des souche@td@y et Conl (gt 1b), montre que les
deux ectodomaines et les deux DTM contribuent abhangements de conformation
nécessaires a l'entrée. Il a été souligné le ¥derdiel des aa 359, 373, et 375 dans l'entrée

virale. L’extrémité N-terminale de E1, et le DTM &4 ne sont pas interchangeables. Cette
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interaction est cruciale pour l'entrée de chimers/JFH1 HCVcc et dépendante du
génotype mais elle n’est pas cruciale pour la sed@bnl. Ainsi, les interactions spécifiques
entre E1 et E2 varient entre les souches (Maurah €011).

La mutation de certains résidus des DTM de E1 eE2ealtererait la propriété de
fusion de ces glycoprotéines d’enveloppe suggégatils jouent également un rdle majeur
dans le mécanisme de fusion (Ciczora et al. 2007).

La présence d'une séquence d’'ancrage et d'uneidonséquence signal séparée par
des résidus chargés dans les domaines transmernnbsada E1 et E2 suggere que ces
domaines traversent deux fois la membrane ave@$dus chargés orientés vers le cytosol.
Cependant, les deux séquences hydrophobes présanmteses domaines transmembranaires
de E1 et E2 sont trop courtes pour former des é®ladpha transmembranaires. En fait, il
semblerait que les domaines transmembranaires @ E2, avant clivage de la polyprotéine
par les signaux peptidases cellulaires, adopteat aomformation transitoire en épingle a
cheveux (Figure 13) a I'intérieur méme du transip@xposant a la fois leurs extrémités N- et
C-terminale sur la face luminale du RE. Ce trarmio@ssimilé a un canal, est impliqué dans
la reconnaissance, l'orientation, le mouvement rddtéet linsertion des séquences

transmembranaires.

Signal
| / peptidase

Figure 13: Réorganisation des DTM de E1 et E2.

Durant leur synthése les DTM de E1 et E2 adoptaatsiructure en « épingle a cheveux » (image ahgauc
Apres clivage entre les protéines, il y a une vestiration des DTM qui adoptent une topologie aseanl
passage transmembranaire (image a droite). (D’apersn et al. 2004)

Apres le clivage protéolytique, les charges porfgsles résidus localisés au centre

des domaines transmembranaires sont probablemartralsees par I'environnement
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membranaire hydrophobe. Ainsi, ces domaines seierdent en un seul segment
transmembranaire ou I'extrémité C-terminale dedéimes est amenée vers le cytosol. De
plus, la présence eris de la glycoprotéine E1 est nécessaire a I'ancragmbranaire de la
glycoprotéine E2, indiquant que l'intégration mearmire des glycoprotéines s’effectue
préférentiellement aprés I'oligomérisation de ledmnaines transmembranaires (Laurence

Cocquerel et al. 2001).

[11.2.4.2 Régions hypervariables: HVRs et Rigt

La variabilité génétique n'est pas distribuée geriehomogene a I'échelle génomique,
en raison du réle fonctionnel des différentes pne® et de la pression exercée sur les
domaines foncionnels. Ainsi, plus la pression imitaire est élevée sur un domaine et plus
la variabilité génétique augmente (Reed & C M RI660). La région codant pour E1 et E2
est la plus variable du génome du VHC (Peter Sintaa@t al. 2005; Peter Simmonds 2004).
Les protéines d'enveloppe du VHC participent auaniéme d’entrée dans la cellule. Elles
sont donc particulierement exposées au systéme miteame de I'hnéte. Elles sont également
leur cible principale lors de l'infection par le ¥HBoulestin et al. 2002; S. Saito et al. 1996).
El et E2 présentent des taux de variation élevéess des phases de réplication active
correspondant aux périodes de stimulation immumeitaitense. La protéine E1 possede une
région modérément variable (aa 215-255). La préselec régions hypervariables dans la
protéine E2, notée HVR1 (aa 384-410) (A J Weinel.€1991) et HVR2 résidus (aa 474-482)
(Nobuyuki Kato et al. 1992) (A. T. Yagnik et al.af) Shirai et al. 1999), et HVR3 (aa 431-
466 ) (Troesch et al. 2006). Elles joueraient Ue dans I'entrée virale (R. Roccasecca et al.
2003). La variabilité génetigue observée dans égwoms hypervariables pourrait réfleter
capacité de génération de mutants d'échappemenneomme conséquence de la réponse
immunitaire (D. R. Taylor et al. 1999). Il faut motque les régions dites hypervariables
présentent néomoins des proprietés biochimiquesr@tturales conservées d’'un génotype a
l'autre (Francois Penin et al. 2001). De facon ge&le¢ la région HVR1 est constituée de
plusieurs aa basiques pouvant moduler I'infectiditlé/HC (Callens et al. 2005).

Des travaux récents suggerent que HVR2 avec lamégariable intergénotipique
(RVIg), sont essentielles pour l'intégrité struataret la fonction de I'hétérodimere E1E2
(Albecka et al. 2010; Kathleen McCaffrey et al. 201
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111.2.4.3 Domaines des fusions

Une étape obligatoire de I'entrée virale des vengeloppés est le processus de fusion
membranaire entre la membrane virale et la memldara cellule cible. Cet événement doit
permettre de délivrer la nucléocapside virale dansellule cible pour initier une infection
productive. La fusion membranaire se réalise geades protéines de fusion, présentes a la
surface du virus, caractérisées par la présencenatans deux séquences hydrophobes, un
peptide de fusion et un domaine transmembranaies. frotéines de fusion sont d'abord
exprimées en tant que précurseurs inactifs quiemespiégées dans une conformation
métastable, en protégeantdeptide de fusion de I'environnement extérieur.ddolencheur
biochimique spécifique doit permettre d’exposepéptide de fusion pour son insertion dans
la membrane de la cellule cible. Les différentdetéheurs peuvent étre un pH acide (Skehel
& D. C. Wiley 2000), une liaison spécifique a umapteur (Mothes et al. 2000), un clivage
dans I'endosome (Chandran et al. 2005), ou la tédudes ponts disulfures (Kejun Li et al.
2008) Apres l'insertion du peptide de fusion dansémbrane cellulaire, la protéine de fusion
se replie dans une conformation d'énergie plusefiadmur rapprocher les membranes virale et
cellulaire. La fusion passe alors par trois phadisinctes: un mélange des lipides, une
formation de pores, et une expansion des poresldansbrane cellulair@Neissenhorn et al.
2007).

La fonction de E1 lors de l'entrée du virus n'es ponnue avec précision, alors que
celle de E2 semble liée a I'attachement aux receptde surface cellulaire. Un certain
nombre de domaines hydrophobes ont été identitds des protéines E1 et E2, mais leur
activité de peptide de fusion reste incertaine.l&/difficulté que représente la modélisation
de la strucuture du VHC, plusieurs auteurs ontisétiles données structurales d’autres
glycoprotéines virales dans la famille ddaviviridae. La protéine E d'enveloppe du Virus de
I'Encéphalite a Tiques (TBEV) a été utilisée commadele pour prédire la strucure de E2.
(A. T. Yagnik et al. 2000; Garry & Dash 2003). Ganes études suggérent que le peptide de
fusion ne serait pas dans E2 mais dans En.effet, des séquences particuliéres contenues
dans la protéine E1 présentent des similitudes Evpeptide de fusion dédavivirus et des
Paramyxovirus(Mike Flint & Jane A. McKeating 1999)I n’est pas exclu que les deux
protéines E1 E2 puissent étre impliquées dans deegsus de fusiorne région de E1
participerait égalment a la fusion. Elle est sitagtre les résidus 270 a 284 et deux régions de
E2 correspondant aux résidus 416 - 430 et 600 {(b&aitri Lavillette et al. 2007). D’autre
part, la mutation de certains résidus des domana@smembranaires de E1 et &&re la
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propriété de fusion (Ciczora et al, 2007). Récemtmam modéle de structure
tridimensionnelle a suggéré que E2 serait une im@tde fusion de classe(lThomas Krey et
al. 2010) par homologie a d'autres protéines issues de FHtagiv Toutefois, E1 et E2
posséderaient des domaines impliqués dans la fiiaioM. Owsianka et al. 2006; Dimitri
Lavillette et al. 2007).

Les résidus en position 359, 373 et 375 situés BaBPIM de E2 semblent jouer un
réle a I'étape d’entrée du VHC (Maurin et al. 2Q1I)nsertion d’'une leucine dans la position
682 affecte spécialement la fusion, ce qui peugérey une proximité avec les éléments

engagés avec le mécainsme de fusion (Rychtowska2011).

[11.2.4.4 Motif PePHD

Dans des travaux réalisésvitro Tayloret alont montré que E2 possédait un domaine
de 12 aa (hommé PePHD) capable de se lier a la RER)lycoprotéine E2 de type a se
comporterait comme un pseudo-substrat capable idénH'activité kinasique de la PKR.
L’hypothése de cette interaction via PePHD a étwpgsée pour expliquer la résistance
intrinseque du génotype 1 & 'lFN (D. R. Taylomét1999).

Quelgues études ont été menées sur le polymorphienia région PePHD chez les
patients porteurs de souches de génotypes 1, 2Ritideurs travaux portant exclusivement
sur la diversité de PePHD du VHC de génotype llmtafraitement ont montré une grande
conservation du motif, quelque soit le type de nigeo(Gerotto et al. 2000; K Chayama et al.
2000; Hung et al. 2003; Gaudy et al. 2005). Plusménent, Yokozaki et al. n'ont pas
retrouvés d’association entre un profil mutatiorshelPePHD et la réponse a I'lFN (Yokozaki
et al. 2011).

[11.2.5Résidus impliqués dans les mécanismes d’entréle vira

L’attachement des virions a la surface de la celadt la premiere rencontre du virus

avec la cellule héte et cette étape représentbllamajeure des anticorps neutralisants.

[11.2.5.1 Interaction avec les récepteurs

La glycoprotéine E2 contient des domaines spéa@Bdmportants pour son interaction
avec CD81 (Figure 14
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Figure 14 : Représentation schématique des sitesfiionnels de la glycoprotéine E2

F : domaine de fusion ; TM : domaine transmembrangS Fafi-Kremer et al. 2008)

Le site de E2 responsable de l'interaction avec TB&ait conformationnelle (Mike
Flint et al. 1999; K G Hadlock et al. 2001; H. Bubhhmer et al. 2006Des études réalisées
avec des hétérodimeres E1E2 ou des VLP ont idémifisieurs déterminats : aa 412-447 (A
Owsianka et al. 2001; M. Hsu et al. 2003; KathldécCaffrey et al. 2007) , aa 480-493
(Mike Flint et al. 1999; Arvind H. Patel et al. ZN0A Owsianka et al. 2001) , aa 528-536
Owsianka et al. 2001; A. T. Yagnik et al. 2000)a, #4-551(Mike Flint et al. 1999; A
Owsianka et al. 2001) , et aa 613-@R8 Roccasecca et al. 2003; A. T. Yagnik et al.(00
Les régions HVR1 et HVR2 pourraient moduler I'acileiité du site d’interaction avec
CD81 (R. Roccasecca et al. 2003). La région logalisentre HVR1 et HVR2,
(G436WLAGLFY), serait impliguée dans linteractioes VHCpp avec CD81 (H. E.
Drummer et al. 2006). Ce motif, présentent lesatarastiques du peptide de fusion de type
Il. Il pourrait participer indirectement a uneerdction avec CD81 et les résidus 437, 438,
441 et 442 contribueraient directement au sitest@istion avec CD81 (H. E. Drummer et al.
2006). Une étude par mutagenese de E2 dans lextertes VHCpp a également permis
d’identifier les résidus participant a l'interactide E2 avec CD81 (420, 527, 529, 530 et 535)
(A. M. Owsianka et al. 2006). A I'opposé des rémtsitobtenus avec la sE2, les hétérodimeéres
E1E2 et les VLP, cette étude a montré que la régntre les résidus 474 et 495 ne participait
pas directement de I'association entre E2 et C[@BAs{anka et al., 2006). L'importance des
résidus Trp437-Leud38-Leud41-Phed42 et Tyr527-T9pBR/530-Asp535 de E2 et 1le181-
lle182-Leul85-Phel86 de CD81 pour I'associationCEIB1 indique que l'interaction est de
type hydrophobe. (H. E. Drummer et al. 2006; A.MAvsianka et al. 2006).

Les résidus en position 359, 373 et 375 situés eI M de E2 semblent jouer un
réle a I'étape d’entrée du VHC (Maurin et al. 2Q1I)nsertion d’'une leucine dans la position
682 affecte spécialement la fusion, ce qui peupérar une proximité avec les éléments
engagés avec le mécainsme de fusion (Rychtowska2011).

Une séquence de la glycoprotéine E2 a été décdteme indispensable a la
dimérisation et a I'entrée virale, notamment lesicés LeG”> Sef’® Lel® et Le®

(Drummer & Poumbourios, 2004).
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111.3. Modélisation de I'entrée du VHC

[11.3.1 Attachement

Les hépatocytes sont des cellules hautement pidarisle pdle basolatéral, en contact
avec les capillaires sinusoides, est responsabla gécrétion des protéines sériques, tandis
que le pdle apical, en contact avec les canalidulesres, est responsable de la sécrétion de
bile. Le VHC entre dans le foie probablement pardapillaires sinusoides, accédant d’abord
aux péles basolatéraux des hépatocytes.

Apres interaction du virus et des récepteurs ada basolatérale, les complexes virus-
récepteurs pourraient alors migrés vers les jonstigerrés, vers la face apicale, ou

I'interaction avec les claudines permettrait 'eagtose (Meertens et al. 2008).

[11.3.2Internalisation

L'utilisation d’inhibiteurs de l'acidification desndosomes, tels que la bafilomycine
Al, la concanamycine A ou le chlorure d’ammoniundéaontrer que I'entrée des VHCpp
(B. Bartosch et al. 2003; M. Hsu et al. 2008) des VHCcc(Blanchard et al. 2006;
Koutsoudakis et al. 200@}tait dépendante du pH. Ceci suggére que le VHf@maittdans les
cellules cibles par endocytose. L'utilisation diiniteurs chimiques ou d’ARN interférants a
permis de montrer que I'entrée du VHC se déreidaune voie d’endocytose dépendante de
la clathrine (Blanchard et al. 2006; Meertens eP@06). L'utilisation de mutants dominants-
négatifs des petites GTPases Rab5 et Rab7, resgeetit impliquées dans le transport vers
les endosomes précoces et vers les endosomes tardifjere que le VHC fusionne avec les
endosomes précoc@deertens et al. 2006). Plus recemment, le réendierotubules dans le
traffic intracellulaire du VHC, a été évoqué sudeson internalisation par endocytose
(Roohvand et al. 2009). Cependant en utilisantimibgeurs des échanges sodium/potassium
ou des réarrangements de l'actine (Silverraal, O7.03 au 18th symposium on HCV and

related virus).propose un mécanisme d’entrée percytose.

[11.3.3Fusion

Une étape obligatoire de I'entrée virale des vengeloppés est le processus de fusion
entre la membrane virale et la membrane de laleetlible pou r libérer la nucléocapside
virale dans la cellule cible. La fusion membranaieeréalise par médiation des protéines de

fusion virales présentes a la surface des virusleppés qui sont caractérisées par la
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présence d'au moins deux séquences hydrophobegeptide de fusion et un domaine
transmembranaire. Les protéines de fusion sonbdlabxprimées en tant que précurseurs
inactifs qui restent piégés dans une conformati@tastable, en protégeant peptide de
fusion de l'environnement extérieur. Un déclenchbiochimique spécifique active le
complexe glycoprotéine en méme temps que le pedédasion est exposé et inséré dans la
membrane des cellules cibles. Les différents débleurs sont un pH bas (Skehel & D. C.
Wiley 2000), la liaison du récepteur (Mothes et28l00), un clivage endosomal (Chandran et
al. 2005), ou de l'isomérisation des groupes disel{Kejun Li et al. 2008). Apres l'insertion
du peptide de fusion dans la membrane des celiitdss, la protéine de fusion replie dans
une conformation d'énergie plus faible, attiramsales membranes virales. La fusion passe
alors par trois phases distinctes: le mélange igetes, la formation et I'expansion des pores
(Weissenhorn et al. 2007).

L'utilisation des HCVpp et des HCVcc a permis dentner que I'entrée du VHC est
dépendante du pH. Pour de nombreux virus enveloppésH acide active un changement
conformationnel irréversible nécessaire a I'événdnde fusion entre I'enveloppe virale et la
membrane endosomal. Ces virus sont généralementivigg par un traitement préalable a pH
acide. Cependant, un tel traitement n'a pas d'eftetl’'infectivité des particules,suggérant
gue des événements post-attachement conduiseri@Wérs une conformation sensible au
pH (Meertens et al. 2006; Tscherne et al. 2006fukn serait dépendante de la température
(Dimitri Lavillette et al. 2006)Elle ne nécessite pas la présence de protéinesuaftece des
liposomes mais pourrait étre facilitée en préseateceholestérol (Haid et al. 2009). La région
de E1 correspondant aux résidus 270 a 284 et dgjiens de E2 correspondant aux résidus
416 a 430 et 600 a 620 participeraient a ce méoande fusionin vitro du VHC (Dimitri
Lavillette et al. 2007). D’autre part, la mutatiashe certains résidus des domaines
transmembranaires de E1 et E2 altererait leur d#&pae fusion de ces glycoprotéines
d’enveloppe (Ciczora et al. 200)ne étude récente suggere que CD81 initie une rfusio
indépendante du ptN. R. Sharma et al. 2011)
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I\VV. Contréle de I'infection par le systéeme immunitaire

IV.1. Réponse immunitaire innée

Elle constitue une premiére ligne de défense anteviet conditionne également la
qualité de la réponse immunitaire adaptative guiea secondairemenDans le foie, la
réponse innée est médiée par les cellules Natilled {\NK), les cellules NKT, les cellules de
Kupffer (macrophages du foie). La réponse a Ifaten est exercée par les cellules
hépatiques infectées. Les cellules NK et NKT etfent une lyse cytotoxique des cellules
infectées en libérant des granules contenant lBonree et des protéases. Elles produisent
aussi une grande quantité de I'lFN gamma de typeTNF alphad). Chez le chimpanzé, les
cellules NK jouent un réle important dans I'élimiima du VHC, en I'absence de réponse
médiée par les lymphocytes T spécifiques (M. Thometoal. 2003). Un dysfonctionnement
de la cytotoxicité des cellules NK intra-hépatigpesirrait contribuer a I'établissement de la
persistance (Varchetta et al. 2012). L’interaceotre la protéine d’enveloppe E2 du VHC et
la molécule CD81, présente a la surface des cslNlie semble diminuer la cytotoxicité ces
derniéres (Crotta et al. 2002). Lors d’'une infettahronique par le VHC, une diminution de
I'expression des récepteurs des cellules NK (NK&gociée a un affaiblissement de leur
fonctions a été décrite (J Nattermann et al. 2006).

L'activation des interférons de type I, I'lFdNet B, joue un réle important dans le
systéme de défense précoce de l'infection virade.dellules de I'h6te reconnaissent ces ARN
via les Toll like receptor 3 (TLR-3) (Alexopoulou dt 2001). Une étude a montré que des
souris dépourvues des genes codant pour [dFNI ne guérissaient pas de l'infection par le
VHC (Steinhoff et al. 1995)Lors de l'infection aigué du VHC, linduction da protéine
kinase ARN double-brin-dépendante (PKR), de I'ddigénylate synthétase 2'-5 '(OEA) et des
géenes Mx, jouent un rdle important dans l'inhihitide la réplication du VHC et 'induction
de I'apoptose des hépatocytes infectés (Biggdr 20@1).

L’induction d’IFN est déclenchée en réponse a datfon par de nombreux virus a
ARN par la reconnaissance du génome viral par I'AtéNcase cellulaire RIG-I qui interagit
avec la protéine adaptatrice MAVS, puis recrute lkdeases requises pour I'induction d’IFN.
Le VHC induit faiblement I'lFN quand RIG-I reconhaon ARN. Cette faible induction
d’'IFN est dlde au recrutement de MAVS par le VHCfagon trés précoceia la protéine

kinase cellulaire PKR, et nomia RIG-I, qui induit une série de génes, dont ISG{LB,bloque
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la fonction de RIG-I (Arnaud et al. 2011). Le VH@lige d’autres mécanismes pour éviter la
mise en place de la réponse immune innée. Sa peotd83/4A clive MAVS en abrogeant
ainsi la voie d’induction de I'IFN (Meylan et al0@5). Pendant la réplication du VHC, la
production d'ARN doubles brins intermédiaires amtivia protéine cellulaire PKR par liaison
avec une elRZkinase, pour inhiber les traductions des ARNs mgss dépendants du
facteur d'initiation elF&, dont ceux de I'lFN (Arnaud et al. 2011) et cews djénes induits

par I'lFN (ISGs) (Garaigorta & Francis V Chisari(@).
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Figure 15 : Atténuation de la réponse immunitaire @ I'hdte par le VHC
Les hépatocytes détectent ’TARNdb du VHC par lashies structureRIG-I et TLR3.Ces récepteuractivent
via leurs molécules adaptateur IPS-1(MAVS) et FTi@€pectivement, le facteur NF-kB (Barbara Rehermann

2009).

La fonction des cellules dendritiques (CD) est ddarer et d'orienter la réponse
adaptative grace a leur capacité a reconnaitr@jde ldes récepteurs de type PRRttern
recognition receptons un nombre restreint de structures moléculainepres aux micro-
organismes et communes a de nombreux agents patdsdéa stratégie de ces sentinelles
n'est pas de reconnaitre toute la gamme des nsllilenmotifs antigéniques existants mais un
petit nombre d’entre eux. Cette information esegnée afin d’'aider le systéme adaptatif a
faire la distinction entre peptides du soi et p#gdi dangereux. Le virus de I'hépatite C
interrompt la signalisation en aval de certains PR&i lui permet d’échapper a la détection
par 'immunité innée et d’inhiber la capacité deP @ stimuler une réponse adaptative
antivirale. L'infection des cellules dendritiqué3ly) par le VHC pourrait altérer leur capacité

a activer les lymphocytes T, favorisant ainsi lesjgance (Jacob Nattermann et al. 2006). De
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plus, E2 aurait la capacité d’interagir avec lesiteesde type DC-SIGN (Lozach et al. 2003),
agissant au niveau de l'adhésion cellulaire et’identification des pathogénes (Laurence
Cocquerel et al. 2006).

IV.2. Réponse immunitaire a médiation cellulaire

Plusieurs études ont montré que I'élimination duCvébt associée a une réponse T
CD4+ et T CD8 + efficace ciblant plusieurs épitop@ss les différentes protéines du VHC
(H M Diepolder et al. 1997; R Thimme et al. 200JgyDet al. 2002; A. L. Cox et al. 2005;
Lechner et al. 2000; S Cooper et al. 1999). En86samaines, les réponses mediées par les
lymphocytes T deviennent détectables. Apres deukirigpn de l'infection, ces réponses
persistent pendant des décennies (Takaki et aR)200

Les lymphocytes T CD8+ reconnaissent les antigeimaax aprés présentation par le
CMH de classe | sur les cellules présentatricesgded les cellules cibles infectées. Leur
activité antivirale associe la cytotoxicité et léceétion des cytokines antivirales comme
'IFNYy. Le réle de la réponse cellulaire spécifique T Cb8ans I'élimination du VHC a été
montrée dans plusieurs travaux (S Cooper et aB;1Q8luner et al. 2000; Lechner et al. 2000;
R Thimme et al. 2001; A. L. Cox et al. 2005) (Figa6).

Les lymphocytes T CD8 + reconnaissant les antigpnésentant les molécules HLA
de classe I. Il a été suggéré que certains abb&liesent associés soit a la clairance virale soit a
la chronicité de linfection (Thio et al. 2002; Nwann-Haefelin et al. 2006; Neumann-
Haefelin et al. 2010; Kuniholm et al. 2010; Fitzmee et al. 2011). Par exemple, le réle de
certains alleles du HLA dans I'histoire naturell&té montré dans une cohorte de femmes
irlandaises infectées par une souche unique de ¥&iGt 1b. Les alleles A3, B27 et Cw*01
ont été identifiés en cas de guérison alors qukelkaB8 a été plutdt retrouvé en cas
d’évolution vers la chronicité (S. M. McKiernan &t 2004).In vitro, les lymphocytes T
CD8+ spécifigues du VHC exercent de puissants sfettiviraux principalement par
I'induction I'IFN-y (Jo et al. 2009; Jo et al. 2011Iy.vivo,les cellules T CD8 + auraient un
réle déterminant dans le contréle de la réplicatthn VHC. Pendant la phase aigue de
I'infection menant a la guérison, la réponse T C&t vigoureuse, ciblant de nombreuses
épitopes. A l'inverse, lors que l'infection deviestironique, cette réponse est faible et cible
un nombre limité d’épitopes (Figure 16). Aprés ééiph des lymphocytes T CD8 +, Shoukry

et al ont démontré que l'infection expérimentalen dchimpanzé était suivie d’une infection
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persistante par le VHC jusqu'a la récupération e’'véponse des lymphocytes T CD8 +
(Shoukry et al. 2003). Selon certains auteurséllaction des variants mineurs échappant a la
réponse des cellules T CD8+ faciliterait la pessise de I'infection par le VHC (chang 1997
et weiner 1995). En effet, la persistance de |&mie a été associée a la présence des
mutations d’échappement dans les épitopes restneartle CMH de classe | (Joerg Timm et
al. 2004; Tester et al. 2005; A. L. Cox et al. 2005

Lors de la réponse immunitaire antivirale, les e T CD4+ ont des fonctions
effectrices comme l'activation des cellules B etCD8+ et la production des cytokines
antivirales. La réponse médiée par les celluleDR-Espécifiques du VHC, contribueraient
a la clairance du VHC. Plusieurs études ont asdaniéction aigue par le VHC avec la
présence d'une réponse T CDde forte intensité, polyclonale et soutenue dartergs(H
M Diepolder et al. 1996; H M Diepolder et al. 1997T Gerlach et al. 1999; Day et al. 2002;
Schulze zur Wiesch et al. 200&n cas d'inefficacité de la réponse T CD4+ (Figl6g,
l'infection devient persistante (Day et al. 200En I'absence d’'une réponse T CD4+, les
cellules T CD8+ et les anticorps neutralisants axipnnent pas a contréler la virémie (D. E.
Kaplan et al. 2007). Certains alléles HLA de cldssefluenceraient I'évolution de l'infection
par le VHC (S. M. McKiernan et al. 2004; Hong et 2005). Ainsi Honget al. ont décrit
'association des certains alleles du HLA de cladséDRB1*1101, DQB1*0301) avec
I'élimination virale (Hong et al. 2005)

b [ 4
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virémie Réponse cellulaire CD4+ Réponse cellulaire CD8+ Transaminases

Figure 16: Représentation schématique de I'évolutiode la réponse immune a médiation cellulaire aprésne primoinfection par le
VHC.

D’aprés (Bowen & Christopher M. Walker 2005)

La persistance du VHC pourrait s’expliquer par éfigit quantitatif et fonctionnel de
la réponse T CD8+. L’expression défective des NKd#éaassociee a ce déficit (J Nattermann
et al. 2006).
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V. Réponse humorale neutralisante

La réponse immunitaire a médiation humordiegée conte le VHC se traduit par la
production d’'un panel d’anticorps dirigés contrg tifférentes protéines virales (structurales
et non structurales). Les différents profils obgsrgur les immunoblots dédiés au dépistage
de linfection pour le VHC en attestent (Uyttendaat al. 1994; F Dubois et al. 1998;
Maniez-Montreuil & F Dubois 2000). Seule une pefitaction de ces anticorps ont une

activité neutralisante.

V.1. Modeles et principes d’étude de la réponse antscorp

V.1.1 Modeéles animaux

Naturellement, le VHC infecte uniquement I'humaikxpérimentalement, le
chimpanzé est le seul modele animal naturel d'éweld’infection par le VHCin vivo
(Francis V. Chisari 2005). Il a permis d’étudier dembreux aspects de la réponse
immunitaire adaptative (Jens Bukh 2004) (Jens BRRh2). Mais, le colt élevé et les
contraintes liées a la manipulation du chimpangéocié a I'absence de systéme de culture
jusqu’en 2005 pour le VHC ont empéché longtempsamnadyse plus approfondie du pouvoir
neutralisant des Ac anti-VHC. Le modele de soudBuPA (Mercer et al. 2001) a été
développé. Il s’agit de souris chimériques immumones transplantées avec des
hépatocytes humains, ce qui les rend infectabledep®HC (Mercer et al. 2001; Brett D
Lindenbach et al. 2006). Ces souris étant immuncidétes, elles ont été utilisées pour
étudier la neutralisation du virus aprés trangbadsif d'immunoglobulines polyclonales de
patient porteur chronique (Vanwolleghem et al. 20@8Ac monoclonaux (Law et al. 2008)
et d’anticorps anti-récepteurs anti-CD&WMeuleman et al. 2008Plus récemment, Dornet
al. ont développé un modele de souris humanisées imconmpétentes. Il a été initialement
utilisé pour étudier les mécanismes d’entrée vietlgpour explorer I'immunité humorale
induite par I'injection d’un virus recombinant devaccine exprimant les protéines C-E1-E2-
p7-NS2. Aprés vaccination, une protection vis-a-d'sine infection par une souche
hétérologue a été observée chez certains animellx a été corrélée avec le taux sérique
d'anticorps anti-E2 (Dorner et al. 2011).
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V.1.2 Modeéle d’infectionin vitro

Le développement de modeles d’infectiom vitro a permis I'étude de différents
aspects de l'interaction virus/cellules et cellelaleéponse humorale dirigée contre le VHC.
Initialement des glycoprotéines d’enveloppe solsild¢ chimériques ont servi au criblage
d’Ac inhibant I'attachement du VHC aux cellules let (Rosa et al. 1996). Les particules
pseudovirales,virus-like particles (VLP), sont des particules s’assemblant de maniére
autonome dans des cellules d’insectes ou de mamasif&lles ont permis I'étude de la
neutralisation de la liaison aux cellules ciblebdias F. Baumert et al. 1998). En raison de
leurs propriétés antigénigues communes avec le \AHES ont été utilisées pour la détection
d’Ac spécifique et testées comment des candidatsivgThomas F. Baumert et al. 1998;
Lechmann et al. 2001; Xiang et al. 2002; Qiao €2@03; D. Steinmann et al. 2004; Garrone
et al. 2011). Trés récemment, il a été démontrél'gtiksation de VLP insérant le gérgag
rétroviral et «pseudotypés » avec les glycoprogaienveloppe E1 et /ou E2 (Garrone et al.
2011) induirait, chez la souris et le macaque,itve €levé d'anticorps anti-E1 et / ou anti-E2,
ainsi que des Ac neutralisants vis-a-vis de soudeegifférents génotypes du VHC (1b, 2a,
2b, 4 et 5).

Des pseudoparticules rétrovirales portant des giytéines du VHC (HCVpypont été
le premier systéme performant et flexible permettdigtudier toutes les fonctions virales
dépendantes des glycoprotéines d’enveloppe Ei&idmment la neutralisation de son entrée
par des anticorpsElle s’obtiennent par incorporation des glycopmuési fonctionnelles du
VHC a la surface de particules rétrovirales expntra capside du MLV ou du VIKBirke
Bartosch, Jean Dubuisson, et al. 2003; M. Hsu.e2@G03; H. E. Drummer et al. 2003)e
principe de production est détaillé au paragraph®. XCe modele est considéré comme un
outil de référence pour étudier les propriétésgigsoprotéines E1E2.

Le modéle des virions infectieux produits en cwtoellulaire (HCVcc), est basé sur la
transfection des ARNs d’'wariant du VHC de génotype 2a, dénommé JFH-1, darsous-
clone de cellules hépatocytaires adaptées pouiquepl efficacement le génome du VHC
(Takaji Wakita et al. 2005; Brett D Lindenbach &t 2005; J. Zhong et al. 2005). La
production d’HCVcc de génotypes différents est fibdsgar I'utilisation de clones chimeres
(MinKyung Yi et al. 2006). Ce systeme nécessite mmamipulation en confinement L3 et ne

permet d’étudier qu’un nombre restreint des vasiairaux.
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V.1.3 Tests de neutralisation

Initialement, I'étudein vitro des interactions virus-anticorps et virus-cellukes
basaient sur la production de la protéine E2 selut@combinante, tronquée ou entiere dans
des cellules de mammiféres. Ce systeme a perrdentification des premiers candidats
récepteurs cellulaires pour le VHC, a savoir lagnole CD81 (Pileri et al. 1998). Sur la base
de cette découverte, la détection d’Ac neutralsg@ovait étre réalisée en étudiant la liaison
d’E2 aux cellules Molt-4 exprimant CD81 (test NOBIléutralizing Of Binding) (Rosa et al.
1996; Mike Flint et al. 1999).

Par la suite, les VLP générées dans des cellutesedtes ont été utilisées pour étudier
les phénomenes de neutralisation (Thomas F. Bausetedl. 1998). En effet, l'activité
neutralisante d'un panel d'anticorps monoclonaskawis de VLP et de protéine E2 soluble a
été comparée (Reginald F Clayton et al. 2002) agus le blocage de linteraction E2-
CD81(A Owsianka et al. 2001).

Depuis plusieurs années, les HCVpp et les HCVct des outils de référence pour
I'étude des phénomeénes de neutralisation que telsa@ysteme hétérologue ou homologue.
Le modeéle des HCVpp constitue, quant a lui, leé&syst le plus adapté pour I'étude de la
réponse autologue car il peut permettre la prodaoctie particules portant des enveloppes
identifiees chez des individus infectés (D. Lavifleet al. 2005; Pestka et al. 2007; Thomas
von Hahn et al. 2007; Dowd et al. 2009). De pluscbrporation de géenes rapporteurs,
comme celui de la Green Fluorescence Protein (GitPXe la luciférase, permet une

évaluation du niveau de transduction des celluldss

V.2. Les cibles des anticorps neutralisants

La neutralisation virale par des anticorps est @tanisme de I'immunité antivirale.

Elle peut se définir comme la perte de I'infecéwitirale résultant de la fixation de I'’Ac sur le
virion. Ces anticorps appelés «anticorps neutratiésa, ciblent différents étapes de
I'infection : blocage de l'attachement a la celldgible et l'interaction entre le virus et les
facteurs d’entrée cellulaire (encombrement ou nicatibn conformationnelle allostérique),
inhibition de l'internalisation du virus par enddaye, interférence avec la protéine de fusion
ou inhibition la décapsidation du virus et des pezas étapes de la réplication virale (Figure
17).
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Figure 17: Représentation schématique des pointsattion des anticorps neutralisants du VHC.

(D'apres Zeisel et al. 2007)
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En utilisant différents modélesn vitro, de multiples épitopes (linéaires,
conformationnels et discontinus) ciblés par degcargs neutralisants ont été identifiés dans
les glycoprotéines d'enveloppe E1 et E2

V.2.1 Epitopes linéaires

Les deux régions de la glycoprotéine E2 les pluaatérisées contenant des épitopes
linéaires sont (i) HVR-1 (aa 384-410), (ii) et wseguence d'aa adjacents (aa 413-420) de E2
(A Owsianka et al. 2001; A. Owsianka et al. 200f&xander W Tarr et al. 2006; Alexander
W. Tarr et al. 2007). Les anticorps dirigés comiiéR1 sont détectables chez la plupart des
patients infectés mais sont spécifiques de l'isadatévoluent en permanence. Pendant la
primoinfection, I'émergence de variants viraux diHG/ a été associée a l'apparition
d'anticorps anti-HVR1, fournissant ainsi la premigreuve présomptive d'une réponse
neutralisante (A J Weiner et al. 1992; Taniguchalett993; N Kato et al. 1993; P Farci & R
H Purcell 2000)En revanche, peu ou pas de diversification de H&F1é observée chez les
virus isolés parmi les patients atteints d’'une lygromaglobulinémie ou chez les chimpanzés
ayant échoué a produire des anticorps anti- E2t(Betoal. 1998; Puntoriero et al. 1998; S. E.
Bassett et al. 1998; S C Ray et al. 2000; Frarfeersn et al. 2001).
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L'épitope adjacent comprenant les aa 412 a 42Bngdiqué dans la liaison au CD81
(Figure 18). Il a tout d'abord été défini par dedicamrps monoclonaux (AP33 et 3/11,)
produits chez des rongeurs immunisés avec la pet&combinante E2 (A Owsianka et al.
2001; A. Owsianka et al. 2005; Alexander W TaraleR006; Alexander W. Tarr et al. 2007).
Seulement 2,5% des sérums de sujets toujours @sfgrr le VHC ou ayant guéri avait la
capacité de reconnaitre cette région d’'E2 (AlexaNdeTarr et al. 2007). Cet épitope differe
de HVR-1 car il est hautement conservé parmi [#8rénts génotypes du VHC (A. Owsianka
et al. 2005; Broering et al. 2009). Dans le modé{&Vcc, des mutations de cet épitope
conservé peuvent apparaitre spontanément ou agsetien en présence de I’Ac monoclonal
AP33 (Gal-Tanamy et al. 2008; Dhillon et al. 2010)autres anticorps monoclonaux
neutralisants ciblant également les aa 412 a 423t@ndécrits : 95-2, HCV-1 et H77.39
(Figure 18).

Deux épitopes situés dans la glycoprotéine E2 tihdécrits comme en agissant de
maniere antagoniste. Le premier est situé dangagien hautement conservée (aa 412-426)
alors que le deuxieme est situé dans une régianvaliable (aa 434-446). Les Ac induits par
ce dernier empécheraient la liaison des Ac nessmals induits par le premier épitope (P.
Zhang et al. 2007; P. Zhang et al. 2009).

Il faut signaler que le nombre d’épitopes cibles de neutralisants est beaucoup plus
limité sur E1 que sur E2. Deux épitopes ont été&itdea ce jour : aa 192-202, aa 313-326. lIs
sont ciblés respectivement par les Ac monoclonatklH (Zhen-Yong Keck et al. 2004;
Marléne Dreux et al. 2006) et IGH505/IGH526 (J.M&unier, Rodney S. Russell, Goossens,
et al. 2008; Haberstroh et al. 2008).

V.2.2 Epitopes conformationnels

Un certain nombre d’épitopes conformationnels qgalément été identifiés dans la
glycoprotéine E2 en utilisant des anticorps degnési infectés (Op De Beeck et al. 2004;
Zhen-Yong Keck et al. 2004; Zhen-Yong Keck et &0%2, Zhen-Yong Keck et al. 2007;
Johansson et al. 2007; Law et al. 2008pis domaines conformationnels (A, B et C) situés
dans E2 sont antigéniques (Figure 1&8s anticorps dirigés contre le domaine A ne sast p
neutralisantes, ils cibleraient des protéines @kppe isolées plutdbt que des protéines
intégrées dans les virions (Zhen-Yong Keck et 8042 Law et al. 2008)Les anticorps
spécifiguement dirigés contre les domaines B eto@t sieutralisants, probablement par

inhibition compétitive de l'interaction CD81-EAinsi, la plupart des aa nécessaires a la
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liaison des anticorps au domaine B (G530, D535, W&2Y527)(Johansson et al. 2007; Z.-
y. Keck et al. 2009; Law et al. 2008; Perotti et2008; A. M Owsianka et al. 2008) sont
identiques aux résidus critiques pour la liaisoB2da CD81 (A. M. Owsianka et al. 2006;
Johansson et al. 2007; Rothwang! et al. 2008).tlcarps monoclonal AR3A, dirigé contre le
domaine B, présenterait une réactivité croiséeslant neutralisante vis-a-vis d’'un panel de
HCVpp et de HCVcc de type JFH1. Une activité protee de 'AR3A vis-a-vis de
l'infection par le VHC a été démontrée chez degisahimérique portant un foie humain
(Alb-uPA/SCID) (Law et al. 2008). D’autres anticerpnonoclonaux neutralisants ciblant
egalement ces trois domaines ont été décrits (Eig8).

Ac neutralisants dirigés contre des épitopes linéaires
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Ac neutralisants dirigés contre des épitopes conformationnels

Figure 18: Représentation des cibles principales deAc neutralisants sur la glycoprotéine E2

(D'apres Wang et al 2011).

V.3. Anticorps neutralisants et controle de l'infection

Avant la découverte du VHC, des essais cliniqueshdeapie avec des IgG avaient

démontré la prévention d’hépatites non-A, non-Btyp@sfusionnelles (Knodell et al. 1976;
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Sugg et al. 1985; Conrad & S M Lemon 1987; Sancefano et al. 1988). Selon d'autres
études cliniques, la transmission du VHC seraiuitédentre partenaires ayant recu des
gammaglobulines de patients atteints du VHC (Piatzal. 1997). Un inoculum infectieux
obtenu au cours de l'infection aigué chez un pat@&mluant vers la chronicité peut étre
neutralisé apres incubatiam vitro avec du plasma du méme sujet collecté pendant alesix
(P Farci et al. 1994). Des Ac anti-HVR1 permettenprotection de chimpanzés contre les
variants ayant le méme HVR1 (P Farci et al. 1996)ez des chimpanzés traités avec des
gammaglobulines anti-VHC, un retard dans ['apgaritid'une infection aigué apres
inoculation des animaux a pu étre observé (K Krawski et al. 1996).

Dans le contexte de I'élimination virale spontanée;ble des anticorps neutralisants
dirigés contre le VHC n'est pas completement éticklusieurs auteurs ont montré que
I'éradication n’était pas systématiquement assoaiée présence d’'une activité neutralisante
hétérologue (C. Logvinoff et al. 2004; J. C. Meura¢ al. 2005). Dans I'étude menée par
Netski et coll, portant sur une cohorte de 11 patients usagedratpies infectés par des
souches de génotype 1, une réponse neutralisad@®logue contre la souche H77(génotype
la) était détectable au bout de 6 a 8 mois chdersent un des trois individus ayant gueéri
spontanément (Netski et al. 2005).

Avec le modéle HCVpp, deux travaux ont montré uglation entre le contrdle de
I'infection et la présence d’'une réponse neutnalésautologue précoce chez des patients
infectés par une source unique (D. Lavillette e8D5; Pestka et al. 2007). Lavillegeal.
ont analysé la réponse neutralisante autologue thegatients contaminés dans un centre
d’hémodialyse par deux souches du VHC de génotymelés Ac neutralisés produits
pendant la phase précoce ont été corrélé a unendion de la charge virale menant a la
guérison spontanée. L'infection chronique a étéaaté@risée par l'absence d'anticorps
neutralisants pendant la phase précoce de l'infedD. Lavillette et al. 2005). Dans la
deuxieme étude, Pestld al, ont exploré une cohorte de 49 femmes enceimfestées
accidentellement par des immunoglobulines anti-Dtaxminées par une souche unigue du
VHC, souche AD78 de génotype 1lb. Chez les femmestaguéri spontanément, des
anticorps neutralisants été détectés au cours ghdse précoce puis leur taux diminuait au
cours du temps, jusqu’a devenir non détectables. d@atre, a l'inverse, peu ou pas
d’anticorps neutralisants étaient détectés penlzaphase précoce chez les femmes ayant
évolué vers la chronicité. Au contraire, des Actradisants étaient retrouvés trés tardivement,

c'est-a-dire 10 a 17 ans apres la primoinfectiasi{e et al. 2007). L'infection chronique par
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le VHC a été caractérisée par l'absence ou unfaibde d'anticorps neutralisants dans la
phase précoce de linfection. L'infection persistealgré linduction d'anticorps de
neutralisation croisée dans la phase tardive.

Le réle de la réponse neutralisante en cas deeatioh est également un élément clef
dans la compréhension de I'histoire naturelle. @slat al. ont étudié le rble de la réponse
neutralisante hétérologue lors de la réinfectionséoutive a la primoinfection. Parmi 22
patients consommateurs réguliers de drogues pae \piraveineuse, ayant gueéri
spontanément d’'une infection par le VHC, la modiéntre eux ont été réinfecté durant le
suivi, sept d’entre eux ont €liminé le virus. Laévhie pendant la période de réinfection était
significativement réduite par rapport a celle mésutors de la primoinfection. Des Ac
neutralisant dirigés contre des HCVpp hétérologuesité détectés pour sept de ces patients
réinfectés. Par contre, peu d’Ac hétérologues titdétectés chez les patients ayant évolué
vers la chronicité (Osburn et al. 2010). La guérisprés une réinfection par le VH@rait
donc associée a la production d’'une réponse humarautralisante croisééJne étude
récente menée chez le chimpanzé indique que lansépoeutralisante hétérologue serait
insuffisante pour conférer une protection a longn& La protection contre la réinfection
serait dde a un ensemble de réponses immunitaireées et adaptatives (B. Barth et al.
2011).

V.3.1 ROle dans la chronicité

La majorité des patients infectés évoluent vers hépatite chronique, malgré la
présence d’'une réponse humorale dirigée contrérdiifs épitopes viraux, en particulier ceux
contre des glycoprotéines d’enveloppe (K G Hadletkal. 2001; Netski et al. 2005; C.
Logvinoff et al. 2004) Chez le chimpanzé et I'homme, le développementadeeponse
neutralisante coinciderait avec celui de la répdnseorale anti-E2 et anti-E1 (C. Logvinoff
et al. 2004).

Dans les premieres études fonctionnelles basésl'@ude de la neutralisation
hétérologue (modele HCVpp), la majorité des pasieayant évolué vers la guérison
développait peu ou pas d’anticorps neutralisaitss ajue ceux évoluant vers la chronicité
développaient ces anticorps parfois a des titregéél mais beaucoup plus tardivement (B.
Bartosch et al. 2003; Logvinoff et al. 2004; D.iBSteann et al. 2004; Netski et al. 2005; von
Hahn et al. 2006; Kaplan et al. 2007; Dhillon et28110)
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Dans un travail explorant la réponse neutralisant®logue, Dowdet alont montré
I'absence ou le faible titre d’Ac neutralisantsslale la phase aigue chez des patients évoluant
ultérieurement vers la chronicité.

Ces différentes observations interrogent sur ltexise de mécanismes d’échappement

menant a I'échec de la réponse immunitaire humorale

V.3.1.1 Echappement a la neutralisation

Les interactions des glycoprotéines du VHC aveopliptéines de haute densité
(HDL) et le récepteur scavenger Bl (SR-BI) protégamt des anticorps neutralisants (Dreux
et al. 2006; Bartosch et al. 2003). vitro, elles réduisent I'effet neutralisant d’Ac dirigés
contre E2 ou purifiés a partir de sérum de patierfectés vis-a-vis de VHCpp et VHCcc
(Bartosch et al. 2005 ; Meunier et al. 2005; La#i# et al. 2005 ; Bartosch et al. 2005 ; Dreux
et al. 2006 ; Voisset et al. 2006 ; Vanwolleghemakt2008). L’'interaction HDL/SR-BI
interférait avec les Ac bloquant la liaison enti281 et E2 (Bankwitz et al. 2010).

Les glycoprotéines d'enveloppe du VHC sont hautérieglycosylées (Paragraphe
[11.2), ce qui peut moduler leur immunogénicité.ldpe trois études (Helle et al. 2007;
Falkowska et al. 2007; Helle et al. 2016ielle et al. (Helle et al. 2007), la présence de
certains glycanes (E2N1, E2N6 et E2N11) situé€E réduirait la sensibilité des HCVpp a
la neutralisation. Ces glycanes entravent eégaletiaects de CD81 a son site de liaison.

Des études récentes indiquent que le VHC peut &aebsipper a la neutralisation par
une transmission directe de cellule a cellule (Tengt al. 2008; Witteveldt et al. 2009;
Brimacombe et al. 2011). Les protéines CLND-1 (Tengp al. 2008) et Occludine (Ciesek et
al. 2011) sont essentielles pour ce mode de trassmni Cependant, une étude récente révele
gue I'ensemble des récepteurs cellulaires nécessail’entrée virale serait nécessaire a la
transmission de cellules a cellul@imacombe et al. 2011).

Zhanget al. ont décrit un autre mécanisme d’échappement gualit une compétition
entre Ac neutralisants et non neutralisants. Lesndaits contre un épitope conservé de E2
(aa 412-426) empécheraient la liaison des Ac nigdrds induits par un épitope plus variable
(aa 434-446) (P. Zhang et al. 2007) . Ses résultaig pas été corroborés par d’autres études
récentes (Sautto et al. 2012; Tarr et al. 2011)

L’évolution génétique du VHC lui confere une cap@cail’adaptation a I'h6te lui
permettant d’échapper a la réponse immunitairdialament Farciet al. avaient corrélé
I'apparition de mutations dans HVR1 et celle d’eotps dirigés contre le VHC Faret

al.2000 science. La région HVR1 a été décrite comme leurre immunologique » focalisant
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la réponse humorale vers une cible hypervariabletégeant ainsi d’autres épitopes
neutralisants conservés (S C Ray et al. 1999). Dassravaux ultérieurs, Von Habknhal. ont
montré que I'échappement a la réponse humoralet d€rad un décalage temporel entre
I'évolution génétique des enveloppes E1 et E2 girtaduction des anticorps neutralisants
correspondants. Chez le patient H77, infecté chrament par une souche de génotype 1a, il
a été noté un échappement continuel a la répongeahsante autologue lié a des mutations
entrainant des pertes de reconnaissance des gyeltippe par les anticorps (Thomas von
Hahn et al. 2007)Bien que capable de neutraliser les quasi-espéwesant antérieurement,
les anticorps sériques n’ont pas réussi a newrdis variants dominants contemporains. Ces
observations ont été confirmées par un autre fredalisé sur 3 patients chroniques (Dowd et
al. 2009).

L’identification de résidus présents sur des sosigiésistantes a la neutralisation est
un élément primordial dans la compréhension desaamg&wes d’échappement (Gal-Tanamy
et al. 2008), (Z.-y. Keck et al. 2009), (Z.-Y. Keekal. 2011).

Tableau 8: Récapitulatif de mutations impliquées das I'échappement a la neutralisation

Modéle Mutation(s) par rapport Fonction

Enveloppe  Anticorps o ) Références
d’étude a la souche initiale compromise
JFH1, gt2a CBH-2 HCVcc D413G ou A439E Perte du fitness (Z.-Y. Keck et al. 2011)
L438F ou
JFH1,gt2a HC-11  HCVcc L438F+N434D Perte du fitness (Z--Y. Keck et al. 2011)
L438F+T435A
HJ3-5, gt 1a AP33 HCVcc N415Y*+E655G Entrée déficiente (Gal-Tanamy et al. 2008)

1.L438F en HCVpp- l'efficacité de liaison avec CD81 est réduite daiti
2:N415Y en HCVpp— pas de réduction de liaison avec CD81

V.3.2 Rdle dans la réinfection du greffon

L’infection par le VHC est souvent détectée pluseannées apres la transmission,
évoluant silencieusement vers une cirrhose ou noetadu foie. Aux stades les plus évolués,
la transplantation hépatique s’avere nécessaireéibéection du greffon hépatique se produit
tres rapidement apres la transplantation avec ugmentation rapide de I'ARN du VHC. La

progression histologique est accélérée : 30% desnps développent une cirrhose cing ans
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apres la transplantation (Watt et al. 2010). Aare,jil n'y a pas une stratégie prophylactique
pour prévenir la réinfection du greffon. L'échapgemaux anticorps neutralisants serait un
des déterminants clés de la réinfection du gre#forcours de la transplantation hépatique.
Une étude récente basée sur le suivi de six patiaféctés par le VHC et admis pour une
transplantation hépatique, montre que la compasitle la population virale change trés
rapidement apres la greffe. Seule une petite &made variants viraux circulant dans le sang
réinfecte le greffonDes mutations adaptatives situées dans HVR1 et @ademaine de
fixation au CD81 apparaissent chez les variantsrgemés aprés transplantation. Ces virus
sont résistants a la réponse neutralisante autel@feafi-Kremer et al. 2010). Fofaeaal. ont
démontré que les mutationsufE, Sis6G and RzgC conféraient une meilleure capacité
d’entrée de ces variants dans les cellules cililese capacité d’échappement a la réponse

neutralisante (Fofana et al. 2012.).
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Dans ce travail, nous souhaitons contribuer a tapréhension du rdle de la réponse
humorale neutralisante dans I'histoire naturelld’idéection par le VHC. Seule I'étude de la
réponse autologue peut nous aider a appréhendendeanismes conduisant a la guérison
précoce ou a I'échappement immunitaire (Dowd Pestkavillette Von han). L’absence de
réponse autologue sur les variants contemporaasratiques est-elle un élément explicatif
de I'échappement du VHC a la réponse humorale réjh@nse neutralisante autologue joue-t-
elle ou non un réle déterminant dans I'éradicationVHC pendant les phases précoces de
I'infection ? Cette approche est possible compel tdu matériel biologique disponible pour
réaliser ce travail. Il s’agit des sérums séquémntissus de deux patients ayant guéri
spontanément et ayant bénéficié d’'un suivi apres élimination virale rapide (Paragraphe
VI).

L’objectif de ce travail était :

- d’examiner la diversité et I'évolution précoce sdeibles principales des anticorps
neutralisants (les glycoprotéines d’enveloppe EHf2}as de guérison spontanée rapide,

- d’analyser comparativement l'infectivité des diints variants du VHC présents aux stades
précoces de l'infection,

- d’explorer la capacité neutralisante des antiealgs patients étudiés vis-a-vis des variants

majoritaires et de plusieurs variants minoritapegant un profil mutationnel particulier.
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VI. Sélection et présentation des patients étudiés

Le service de Bactériologie-Virologie de I'hdpitBretonneau du CHRU de Tours
dispose d'une importante sérothéque constituée auscde l'activité diagnostique et
parfaitement caractérisée pour les marqueurs virsérologiques et moléculaires. Des
prélevements sériques sequentiels de patientssapvés une primo-infection par le VHC ont
été conservéfecueil des données réalisé par le Dr F. Duborstipien hospitalier dans le
service de Bactériologie-Virologie, CHU de Toulsgvolution clinique et biologique de ces
patients est connue, certains ayant évolué versgugason. Ces prélévements séquentiels
sont trés bien caractérisés sur le plan biochim&uérologique et correspondant a des cas
d’hépatites C diagnostiquées au début de linfecti®our cette étude, nous avons
sélectionnés 2 cas d'infection par le VHC ayanié®wers la guérison sans traitement.

- suivi sur 38 mois pour le patient 1, infecté pae souche de génotype 1b (Tableau 9).

- suivi sur 13 mois le patient 2, infecté par uoeche de génotype 3 (Tableau 9).

Pour ces 2 cas, nous disposons de sérums ditgecpse», contemporains du pic de 'ALAT
accompagnant I'épisode de primo-infection. Ces deatkents ont donné leur accord pour

I'utilisation scientifique de leurs prélévements.

Tableau 9 : Caractéristiques biochimiques et virolgiques des patients P1 et P2

Ac anti-VHC

Denomination ALAT® Temps écoulé ARN VHC Genotype’

du sérum (IU/L) depuis le pic ga° Immunoblot ¢ pPCRY
d'ALAT anti-core anti-NS3 anti-NS4 anti-NS5
ND 5 mavant -
P1t0 (ND) 1998 /
P1t1 625 10j >4 - +++ ++ - + 1b
P1t2 1076 17 - ++++ +++ ++ +
P1t3 53 54 - ++++ ++++ ++ -
P1t4 32 3m - ++++ ++++ ++ -
P1t5 68 10m - ++++ +++ - -
P1t6 116 30m - +++ ++ - -
P1t7 67 38m - +++ ++ - -
ND 22 mavant -
P1t0 (ND) 1089 / +

P2t1 1699 4] ++ + - - + r 3
P2t2 162 21j + ++ - -
P2t3 67 2m ++++ ++++ +4++ - +
P2t4 65 3m ++++ ++++ ++++ - -
P2t5 23 5m ND ND ND ND ND
P2t6 11 6m ++++ ++++ +++ - -
P2t7 ND 11m ++++ +4+++ - - -
P2t8 24 13 m ++++ +++ - - -
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ND : non disponible, m : mois, j: jours';L'activité sérique de I'ALAT est considérée comnmemale en dessous de 35
UI/L. ® ELISA. ¢ Réactivités anticorps notées de "-" & "++++" sdlemrecommandations du fabricant de la trousse €hiro
RIBA HCV 3,0.9 Détection qualitative de 'ARN du VHC (Amplicor HC\égction kit 2,0 Roché)Versant HCV genotype
assay (LiPA), Bayer

VI.1. Présentation du cas du patient 1 (P1)

Une séroconversion anti-VHC a été observée entmeiela2001 et Aodt 2002. De
plus, une élévation majeure de l'activité des taamnsases a été notée entre le 23/07/2002 et
le 09/08/2002. L'intensification du profil immunatlsur les prélevements P1t1, P1t2 et P1t3
confirme qu’il s’agit d’une infection récente pa VHC. L'ARN du VHC a pu étre détecté
dans les prélévements P1tl et P1t2, contemporairia grimo-infection (dits « précoces »).

Puis, trés rapidement, la virémie VHC s’est avérégative (préléevement E).

VI.2. Présentation du cas du patient 2 (P2)

Une élévation majeure de l'activité des transan@gsas été notée sur le prélevement
P2t1 (la normalisation de la valeur des I'ALAT étavbservée par la suite). De plus,
I'intensification du profil immunoblot sur les pgdements P2tl, P2t2, P2t3, P2t4 confirme
gu'il s'agit d’'une infection récente par le VHC.ARN du VHC a pu étre détecté dans les
prélevements P2tl, P2t2 et P2t3, contemporainsa d®imo-infection (dits « précoces »).

Puis, trés rapidement, la virémie VHC s’est avérégative (prélevement P2t4).
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VIl. Sélection de sérums témoins

Les sérums mentionnés au paragraphe ci-dessogseontilisés comme témoins pour réaliser

les expériences de neutralisation (cf paragraphi) XV

VIl.L1. Sérums de donneurs de sang

Une convention a été signée avec I'Etablissememtdais su Sang Centre-Atlantique
(Site de Tours) pour I'obtention de 100 sérumsssieidonneurs de sang testés négatifs pour
la PCR les marqueurs viraux suivants (Ac anti-VHE, anti-VIH-1 et 2, Ac anti-HBc,
AgHBs, Ac anti-HTLV1 et 2, ARN du VHC, ARN du VIHtéARN du VHB). Un mélange a
proportion égale de ces 100 échantillons (nommé &3jéalisé pour servir de témoin négatif
dans les expériences de neutralisation (paragraHd). Des aliquotes de 1 mL sont

conservées a -20°C.

VIl.2.  Sérums de patients avec une activité anticorpgédri

contre la région HVR1

Nous avons sélectionné quatre sérums provenarpatests porteurs chroniques du
VHC, vus en consultation dans le service de Gastéoelogie du CHRU de Tours. Ces
sérums présentaient une activité anti-HVR1 positsadon les résultats d’un immunoblot
(INNO-LIA HCV Score, Innogenetics) réalisés au cdu suivi. Le mélange de ces trois

sérums a été nommé HVR1+. Des aliquotes de 1 micemservées a -20°C (Tableau 10).
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Tableau 10 : Résultats virologiques des sérums téms HVR1+

Dénomination Anti-VHC Genotyp8 CV VHC®

sérum Immunoblo 2

anti-E2 anti-coreanti-NS=  antiNS4  antiNSE

s1 +++  ++ +++ +++ - NT ND
S2 ++++  ++ +4+++ ++++ - la 4,98
S3 ++++ ++ +4+++ ++++ +++ la 19
S4 ++++ ++++ - 3 6,5

a)Réactivités anticorps notées de "-" a "++++" séis recommandations du fabricant de la trous$ONLIA
HCV Score ; b) Génotype déterminé avec le kit Vier$#CV genotype assay (LiPA), Bayer ; c) Chargaleir
(cv) mesurée avec le kit Bayer Versant HCV RNA AsBay

Trois autres sérums issus des patients infectésnicjuement par une souche de
génotype 3 ont été sélectionnés. lls présentagaiement une activité Ac dirigée contre la
région HVR1, selon I'immunoblot INNO-LIA HCV Scorénnogenetics. Aprés mélange des
ces trois sérums, les Immunoglobulines G (IgG)&étpurifiés avec le kit MabTrdP (GE
Healthcare) selon les recommandations du fabridamtnélange de ces trois sérums a éte
nommeé IgGg3. Des aliquotes de 1 mL sont consei&€28°C. La mesure de la concentration
d’'lgG a été faite avec BB ProSpec a partir de 1068¢la dilution finale.
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VIII. Plasmides et vecteurs utilisés pour le clonage
des genes d’interét

VIIl.1. Vecteur navette (0GEM®T Easy Vector, Promega)

Ce vecteur est un systeme convenant pour clonepmeiiits issus d’'une réaction de PCR
(Figure 19). La coupure de ce vecteur par EcoRNadition en 3’ terminal d’'une thymidine
améliore I'efficacité de la ligation des produit€®R pour empécher ainsi recircularisation du
vecteur. Il posséde un gene de résistance a l'dtim@cet également les promoteurs de la
polymérase ARN T7 et SP6 qui flanquent une régiencldnage multiple. Cette derniere
contient una-peptide codant pour I'enzynfegalactosidase. Ceci permet une sélection par
couleur des colonies basée sur la rupture du altecture du géne de fusibacZ lorsque

I'insert est présent (colonies blanches).

'fl"'” PGEM"-TEasy  facz | Hotl | 43
| Veclor L EcoRl

Emm K11

Figure 19: Représentation schématique du vecteurdclonage pPGEM®T Easy Vector, Promega

VIIl.2. Vecteurs d’'expression

VIIl.2.1 pcDNA 3.1(+), Invitrogen

Ce vecteur permet de cloner les genes d'intérés smwontrdle d’'un promoteur du
cytomégalovirus humain (CMV) et du promoteur T7g(Fe 20). Le promoteur CMV permet
une expression efficace et a niveau élevée dedgipe recombinante dans les cellules
eucaryotes (Anderssat al. 1989, Bosharét al. 1985).
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Le promoteur T7 permet la transcriptionvitro et le séquencage. Ce vecteur possede

un signal terminateur de la transcription : SV40/pa

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

Figure 20: Représentation schématique du vecteur ekpression pcDNA 3.1(+), Invitrogen

VIII.3. Autres vecteurs d’expression

VIIL.3.1 pTM1 gy

Il s’agit d'un vecteur dans lequel est inséré uonel d’enveloppe de génotype la
comportant les 60 premiers résidus de la protéanadapside et la totalité des genes E1 et
E2 (numéro d’accession AF529293, 2239 burni par le Dr J. Dubuisson, Institut Pasteur
de Lille.

VIII.3.2 pTGLuc

Il s’agit d'un vecteur rétroviral défectif de 726¥pportant un géne marqueur (gene codant
pour I'enzyme de la luciférase) et le signal d’qesidation?¥. Il a été fourni gracieusement

par le Dr J. Dubuisson, Institut Pasteur de Lille.

VII.3.3 pMN gag-pol

Ce vecteur code pour les protéines de la nucléampain rétrovirus (MLV), obtenu
aupres du Geénéthon par le Pr JC Pagées, INSERM U@&6s (Figure 21).
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CDE pde-IN
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CD3E AmpR

o

intron Bfta-globin Iny
promoter GV prom

Figure 21: Représentation schématique du vecteur pMgag-pol

VIII.3.4 pCMV-Ampho

Ce vecteur rétroviral (Figure 21) code pour I'empgle murine amphotrope du MLV
(souche ML\4070a NUMEro accession U36991.1), 2890pb. Cette enpelpprtée a la surface
d’un virus ou rétrovirus pseudotypé confere laacitg d’entrer dans toutes les cellules de

mammiféres (excepté les cellules de hamster eelédes bovines).

INTROH Eb B-globin

§0TE

5115

polyd RE fglob

Figure 22: Représentation schématique du vecteur p@Vv-Ampho

105



IX. Lignées cellulaires

IX.1. Lignée 293-T

Les cellules 293T ou HEK293-T [Réf. ATCC CRL-1126B, L. Graham et al. 1977)]
proviennent une lignée cellulaire humaine proverdmtrein embryonnaire. Elles ont été
immortalisées avec le grand antigene T du SV40 rgud possible la réplication des
plasmides transfectés contenant I'origine de rapba du SV40Elles sont cultiveées dans du
milieu DMEM complété avec 10% de SVENM de Glutamaxet 100 U/mL de Pénicilline et
100 ug/ mLde StreptomycinelLa transfection de ces cellules avec des vect@&trsviraux
ou lentiviraux permettent la production de pseudiqaes rétrovirales ou lentivirales.

IX.2.  Lignée Huh-7

Cette lignée cellulaire humaine, dérivée d'un h@gatinome (Nakabayashi et al.
1982), a été fourni gracieusement par le Dr J. Basom, Institut Pasteur de Lillees cellules
Huh-7 sont cultivées dans du milieu « Dulbecco’sdified minimal essential medium »
(DMEM, Gibco) complété avec 10% sérum de veau fo€8&F), 2mM de Glutamax,
(LAlanyl-L-Glutamine, Gibco) et 100U/mL de Péniaié et 100ug / mlde Streptomycine

La densité optimale d'ensemencement est de*®elldiles par flacon de 75 cm?2.
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X. Anticorps utilisés

X.1.  Anticorps primaires

La sélection des différents anticorps monoclonau&té& realisée Il'aide du site :

http://hcv.lanl.gov/content/hcv-indexoption «HCV immunology databasesn fonction de

I'épitope ciblé. Les anticorps monoclonaux utildsins ce travail sont décrits dans le Tableau
11.

Tableau 11: Descriptif des anticorps monoclonaux iisés

Nom Spécificité Origine Séquence de I'épitope Application  Référence
(localisation selon H77) (dilution) bibliographique

H111® Elyuc human YEVRNVSGVYH Western-Blot Kecket al, 2004
(E1:197-207) (1:2000)

A4 Elymc souris  SSGLYHVTNDC WesternBlot Dubuissoret al, 1994
(E1 :197-207) (1:1000)

H529 E2c souris GSWHINSTALNCNE WesternBlot Deleersnydeet al, 1997
(E2 : 418-431) (1:2000)

AP339 E2/nc souris  QLINTNGSWHVN WesternBlot Owsiankaet al, 2005
(E2 : 412-423) (1:2000)

Anti-Cyy © Capsidg,y  chévre WesternBlot Piveret al, 2006

(1:5000)
Anti Actine”  p-Actine souris

a) Fourni gracieusement par le Dr S. Foung (Stanfoedlithl School Blood Center, Palo Alto)
b) Fourni gracieusement par le Dr Harry Greenbergvgisité de Stanford, Californie, E)

¢) Fourni gracieusement par le Dr J.L Dubuisson (asBasteur, Lille)

d) Fourni paiGenentech (San Francisco)

e) Fourni gracieusement par le Dr. J.L. Darlix (Eddermale Supérieure, Lyon)

f)  Ac anti-actineSigma
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X.2.

Anticorps secondaires

Les anticorps secondaires utilisés dans ce travail décrits dans le Tableau 12.

Tableau 12: Descriptif des anticorps secondairesilisés, couplés a la peroxydase.

Dénomination Origine Application Fournisseur Référence
(dilution) fournisseur

HRP Anti-mouse 1gG lapin WB (1/10000) Sigma A9044

HRP Anti-human chévre WB (1/10000) Biosource AHI230

HRP Anti-chévre lapin WB (1/10000) Jackson Immures&arch 305036045

HRP F chevre WB (1/10000) Biosource AR14404

WB: western blot
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XI. Vérification des plasmides utilisés

XI.L1. PCDNAS.1+

Une digestion enzymatique a été réalisée a paetib@ng du plasmide avec 10 Ul de

I'enzyme Ncol. 3 fragments sont attendus : 33421835,1pb et 735pb.

XI.2. pTMl E1/E2

Une digestion enzymatique a été réalisée a pattOfdng du plasmide (7550 pb) avec 20 Ul
de I'enzyme EcoRI pendant 1h a 37°C. Deux fragmeois attendus : 2205pb et 5345pb.

X1.3.  PMN gag-pol

Une digestion enzymatique a été réalisée a patd0dng du plasmide (9621pb) avec 20 Ul
d’enzyme. Deux digestions avec des enzymes diffésesont réalisées :

-EcoRI durant 1h a 37°C: 3 fragments attendu$3pl, 6676pb et 7463pb.

-Xbal durant 1h a 37°C: 3 fragments attendus 3pb66604pb et 7459pb.

Xl.4.  pCMV-Ampho

Deux digestions multiples ont été realisées ampdei500ng de plasmide (6872pb) avec les
enzymes suivantes a 20 Ul chaque une:

-EcoRlI + Bglll durant 1h a 37°C. Deux fragmentstsattendus : 1533pb et I'autre a 5339pb.
-Xbal + BamHI +Eco RI durant 1h a 37°C. Trois fragnts sont attendus : 2033pb, 594pb et
4245pb.

X1.5.  pTGLuc

Une PCR a été réalisée avec des amorces spécitigugmne de la luciférase (Tableau 19).
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XII. Amplification des genes E1 et E2 du VHC

XIl.1. Extraction de I'ARN viral

L’extraction de 'ARN du VHC a été réalisée pouraghe patient infecté a partir de
150 pL de sérum préalablement décongelé, en suigbtocolede la trousse Nucleo Spin
RNA Virus® (Macherey-Nagel).Le principe de I'extraction est basé sur la fixatie 'ARN
sur la membrane en gel de silice dans des colamesntrifugation. Le virus est lysé dans un
tampon dénaturantL’ensemble est homogénéisé par pipetages succesmgiist I'ajout
d’éthanola 70 %qui permet d’obtenir des conditions de fixationiowies de 'ARN sur la
membrane des colonnes. Puis, les ARNs fixés sumbiabranes sont lavés avec différents
tampons riches en éthanol absolu. Finalement, 'AgNélu de la membrane par de I'eau

exempte de RNAses, aliquoté et immeédiatement co@ser80°C jusqu’a utilisation.

XIl.2. Reéaction de Transcription inverse

La transcription inverse a pour but de transctA&&N viral en ADN complémentaire
(ADNC) plus stable pour les réactions d’amplificati Dans ce travail, nous utilisons comme
enzyme la transcriptase inverse nommée « RT Sujpmrsic» (Invitrogen). La réaction de
transcription inverse sera réalisée avec la méthede< random hexameéres » qui permet une
augmentation de la sensibilité de I'étape de nétnscription avec le kit SuperscfipFirst

Strand Synthetis System for RT-PCR (Invitrogen).

XII.3.  Amplification génique

L’ADNc obtenu aprés rétrotranscription est utils@mme matrice pour réaliser une
réaction d’amplification par PCR (réaction de pofyieation en chaine) avec un couple
d’amorces externes. L’'étape suivante (PCR nichée$iste a amplifier le produit issu de la
PCR précédente a I'aide d’'un second couple d’amspgihybridant a une partie interne de la
séquence amplifiée, précédé d’'une portion du genka aapside. L'amplification par PCR
simple et nichée a été réalisé dans un volumeiogaet de 60 L contenant 10 pL d’ADNc
issu de la RT-PCR, 10 pmoles de chacune des ametrdes45 L du mélange Platinum PCR

SuperMix High Fidelit®® (Invitrogen), une polymérase a activité correetrityn témoin
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négatif, réalisé en remplacant 'ADN matrice par teau ultra-pure stérile, a été

systématiquement inclu dans chaque série.

XII.3.1 Cas du patient 1 (P1, souche de gt 1b)

Les amorces ont été définies a l'aide d’alignemetgsséquences du génotype 1b
disponibles sur le site Internet suivant :
http://hcv.lanl.gov/content/sequence/HCV/ToolsOwlhtml , options «Alignements » et
«primalign ». Les caractéristiques de ces amorcegté analysées en utilisant le logiciel

Oligo® 6 (Molecular Virology Insights).
La PCR nichée a été réalisée dans la régamhoxy-terminalelu gene codant la
protéine de capside VHC avec les couples d’amqrasentés dans le Tableau [18.
taille du fragment attendue est de 2036 pairesaded(pb) codant pour les acides

aminés 131 a 809 selon la numérotation de la sad@fgFigure 23).

Tableau 13: Caractéristiques des amorces utiliségsur I'amplification des génes Elet E2 par PCR nicfe (cas P1)

Positions en nucléotides

Amorces Séquences nucléotidiques Tm

selon HCV-J selon H77
Externes
Sens : 5 CGCAACCTCGTGGAAGGAAGGCGACA 3 66 521-546 508 - 529
Anti-sens : ENV1bEXtAS 5 CGCACGTGAGGAGGATGATGGC 3’ 63 2943-2964 2976 - 2955
Internes
Sens : EnvlbIntS 5'GACCTCATGGGGTACATTCCGC 3’ 59 723-744 735 - 756
Anti-sens : Env1bIntAS 5 CTCACGATGCAGCCATCTCCCGGTCC 3’ 71 2759-2784 2796 - 2771

Les conditions utilisées pour I'amplification salétaillées ci-dessous :
1) Premiére PCR: 5 min. a 94°C et 40 cycles (20 s a 94°C, 5@8°&, 2 min 30 s a 68°C, 15 min. a 68°C)
2) Deuxieme PCR: 5 min. & 94°C et 35 cycles (20 s a 94°C, 2G%°&€, 2 min a 68°C, 15 min. a 68°C)

Env1bExtS Env1bExtAS
508w &2976
Env1bIntS Env1bIntAS
c [ E1 ] E2 I»7 ll
l€
nt735 2036 nt nt2771

Figure 23: Représentation schématique de la régiatu génome du VHC amplifié a partir du sérum P1t2.
Les numérotations en nucléotides sont indiquéespremant comme référence la souche H77 (EMBL:

AF011753)
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XI1.3.2 Cas du patient 2 (P2, souche de gt 3a)

Les amorces utilisées pour I'amplification de I'efoppe du VHC infectant le patient
n° 2 sont issues de la littérature (Broven al. 2005) Tableau 14). Elles permettent
'amplification de lintégralité des genes E1 et gZompris la séquence signal située dans le
géne de la capside). La taille du fragment atterebiede 1747 paires de bases (pb) codant
pour les acides aminés 170 a 746 selon la numiénotdé la souche H77 (AF009606) (Figure
24).

Tableau 14: Caractéristiques des amorces utiliségsur I'amplification des génes E1E2 par PCR nichégas P2)

i o Positions en nucléotides
Amorces Séquences nucléotidiques Tm
selon la souche H

Externes
Sens (C) : BrExt S-E10S 5'ggacggggtaaactatgcaacaygs,  giggay

Anti-sens (p7) : BrExt S-E10S 5’ cagcagcgacggcgticagey 57  2619-2639

Internes
Sens (C) : Brint S-170 5 atgggttcctcttttictate’ 43 852-869
Anti-sens (p7-E2) : BrIntAS-7746 5 ttatgcttctgcttgtgatat’ 41 2582-2599

Les conditions utilisées pour I'amplification saletaillées ci-dessous :
1) Premiere PCR: 5 min. & 94°C et 40 cycles (20 s. & 94°C, 3055°C, 2 min a 68°C, 15 min. & 68°C)
2) Deuxieme PCR: 5 min. & 94°C et 30 cycles (20 s. a 94°C, 2045°C, 1 min 50 s a 68°C, 15 min. a 68°C)

E10S ASO
818 == €—2639
S-170 AS-746
—>
c [ E1 ] E2 o ]l
| >
nt852 1747 nt nt2582

Figure 24: Représentation schématique de la régiatu génome du VHC amplifié a partir du sérum P2t1 eP2t2.

Les numérotations en nucléotides sont indiquégs@mant comme référence la souche H77.

Xll.4. Analyse des produits issus de I'amplification gémeiq

Les produits issus de la PCR nichée sont alorsrégpaar électrophorése en gel
d'agarose a 1 % dans du TAE 1X (Euromedex) contédh&pg/mL de Bromure d’Ethidium
(Euromedex), sous une tension de 90 V pendant AOLras gels sont ensuite exposés sur une

plaque a UV.
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Les bandes d’agarose contenant le fragment d’ADiespondant a ~ 2000 pb ont été
découpés a l'aide d’'un scalpel et purifiées avddtlde purification Nucleo Spin® Extradt

(Macherey-Nagel) en suivant les instructions recamaés par l&urnisseur.

XIl.5. Clonage de 'ADN amplifié dans un vecteur plasmigiq

Dix uL du produit PCR purifié ont été polyadénybgec 0.5 puL d’ATP (Invitrogen),
1.5uL de tampon de la Tag-polymérase et 0.5 pL atg Holymérase (Biolabs) pendant 15
minutes a 72°C. Les produits issus de I'amplifmatont été clonés dans le vecteur PGEMT

Easy (Promega) selon le protocole proposé pauigseur.

XII.5.1 Préparation de bactéries compétentes

Les bactériegscherichia coliDH5a sont étalées sur une plague de gélose nutritive
Luria Beltreni(LB)-Agar sans antibiotique et incelséune nuit a 37°A.e lendemain, une
colonie est ensemencée dans 2*12 mL du milieu. ?préee nuit a 37°C sous agitation, la
culture est diluée dans 500 ml de milieu LB. La siEnoptiqgue a 600 nm est mesurée
régulierement jusqu’a atteindre une valeur procBéala culture est alors refroidie sur de la
glace (10 min) puis centrifugée pendant 10 min 6948 a 4°C. Le culot bactérien est
resuspendu délicatement dans 200mL de tampon TieBl dt filtré (AcK 30mM, MnCI2 2
H20 50mM, RbCI 100mM, CaCl2 10mM, glycérol 15% (N/et I'incuber 5 minutes dans la
glace. La suspension est centrifugée pendant 1GmB69g. Le culot est ensuite repris dans
200ml de tampon TFB II filtré et froid (PIPES 10mavpH 6.5, RbCl 10mM, CaCl2 75mM,
glycérol 15% (v/v)) et les bactéries compétentest siquotées a raison de 200par
microtube. Les microtubes sont ensuite plongés dansélange carboglace/éthanol jusqu’a
congélation de la suspension bactérienne et sameceés a —80°C. Cent microlitres de

bactéries compétentes sont utilisés par transfasmat

XII.5.2 Transformation de bactéries compétentes

Le produit de ligation est incubé 30 minutes danglace (ou 4°C) en présence de
100pL de suspension de coli DH5a rendues compétentes par une technique en utiligant
Chlorure de rubidium. La transformation s’effectpar choc thermique en placant la
suspension dans un bain marie a 42°C durant 1 engtl80 secondes puis deux minutes dans

la glace. Les bactéries déja transformées sontsn@seculture dans 250uL du milieu SOC
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(Bio Basic Inc. Biotechnology) durant 1 heure. s@ension bactérienne est étalée sur une
gélose LB-Agar (Sigma) avec de I'ampicilline (100mb), aprés dépdt préalable de 20uL de
de X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3indol-b-D-galactopyraiae, Euromedex) a 40 g /L.

XI1.5.3 Sélection des clones recombinants

XI1.5.3.1 PCR sur colonies de bactéries

Apres 16 h d’incubation a 37°C, environ 60 color&mnches sont repiquées sur une boite de
gélose LB-Agar-Ampicilline et conservées pendarit 4637°. Une autre fraction de chacune
de ces 60 colonies est ajoutée a 20 puL de miliactimhnel contenant 1 unité d’enzyme Tag-
Polymerase (Biolabs), 0.5uM d’amorce sens et amssdans l'insert, 4mM de dNTP).
Durant les premiéres étapes de dénaturation (5 anf¥°), les cellules sont lysées et leur
ADN est libéré dans le milieu réactionnel. L'ADNsii libéré peut alors servir de matrice
pour continuer 30 cycles de 30 sec. a 94°C, 30as66°C, 30sec. a 72°C, puis 5 min a 72°C.
Les amorces utilisées sont les amorces univerddil&s déja décrites dans le Tableau 15.
Chaque colonie blanche est ensemencée dans 5SmlLilide ftiquide LB (Sigma)
contenant de I'ampicilline a 50pug/mL et mise sogisaéion. Aprés 16 h d’incubation a 37°C,
3 mL de la suspension bactérienne saturée sontifugges pendant 45 sec. a 10000g.
L’extraction de '’ADN plasmidique a été réaliséa fmmethode de lyse alcaline avec le kit

NucleoSpiff Plasmid (Marcherey-Nagel) en suivant le protogoposé par le fournisseur.

XI1.5.3.2 Digestion enzymatique

Le contrble de la présence de linsert est réaligFés coupure du vecteur
potentiellement recombinant par I'enzynieoRI (1h a 37°C). Un témoin négatif de la
digestion est réalisé en parallele avec de l'eau. filhal, (entre 40 et 50) vecteurs
recombinants seront sélectionnés pour chaque prékent étudié. Les produits digérés sont
alors séparés par électrophorése end@gajarose a 1 %.Le profil de digestion du vecteur
devra présenter une bande d’environ 2000 pairdmsles correspondant a I'enveloppe et une
autre de 3000 pb correspondant au vecteur de comatp. Tous les clones présentant

I'insertion attendue ont été séquences.
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XIll.  Séguencage des genes E1/E2

XIll.1. Séquencage et analyse de séquences nucléotidiques

Chaque clone de glycoprotéines d’enveloppe du VHUE?2) obtenu est séquencé par
la technique décrite par Sanger (Sargjeal, 1977). La réaction de séquencage est effectuée
avec le kit BigDy& Terminator Mix v.3.1. (Applied-Biosyste®) sous un volume
réactionnel de 10 pL contenant 2 puL de BigByderminator v.3.1 comprenant dNTPs, les
ddNTPs et 'AmpliTag DNA Polymérase, 5 UM de I'ameret 500 ng d’ADN plasmidique.
Les amorces utilisées pour le séquencage sontekdans le Tableau 15.

La réaction de séquencage consiste en une démaudst 10 secondes a 94°C, une
hybridation des amorces de 10 secondes a 50°Ceetlangation de 4 minutes a 60°C durant
30 cycles.Les produits séquencés sont ensuite purifiés @pfapanol et mis en suspension
dans une solution dénaturante de formamides échantillons purifiés sont soumis a une
électrophorése de 2 heures 30 minutes sous unereds 12200 volts a 50°C dans un
séquenceur capillaire (ABI Pristn3100-Avant Genetic Analyser, Applied-Biosystein

L’analyse des séquences nucléotidiques obtenuesepagiciel du séquenceur est
réalisée a l'aide du logiciel Sequencing Analy8igplied-Biosysterm®, version 5.3.1.
L’assemblage et I'alignement des séquences esttedf@vec le logiciel Bioedit© disponible
en ligne sur le site http://www.mbio.ncsu.edu/BidHdbedit.html en utilisant I'option
ClustalW(Thompson et coll. Nucleic Acids Res 19®)is les séquences nucléotidiques sont
traduites en séquences protéiques. Pour chaquaipddamplification cloné, les variants les
plus représentatifs de la « quasi-espece » onsédeetionnés et sous-clonés dans le vecteur

d’expression pcDNA3.1+ (Invitrogen), (Paragraphd.ZI1.).
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Tableau 15 : Caractéristiques des amorces utilisépsur le séquencage des génes E1/E2

Positions en nucléotides

Amorces Séquences nucléotidiques Tm
sur pGEMT selon H77

PLASMIDE pGEMT
Sens : M13 Forward 5 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3 79 2949-2972
Antisens : M13 Reverse 5 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 3’ 69,4 176-197

Amorces spécifiques du génotype 1b
REGION HVR1, E2

Externes
Sens : HVYR1 01 5 CGCATGGCGTGGGACATGATG 3 64 1290-1310
Anti-sens : HVR1 02 5' GGTGGAGGGAGTCATTGCAGTT 3’ 60 1623-1644
Internes
Sens : HVR1 03 5 GCTTGGGATATGATGATGAACTGGTC 3’ 59 1296-1321
Antisens : HVR1 04 5 TGCCACCTGCCATTGGTGTT 3’ 62 1584-1603

REGION PePHD, E2

Externes

Sens : PePHD 01 5 GGGCCCTGGTTGACACC 3 58 2139-2155
Anti-sens : PePHD 02 5" CAGACGCGCGCGTCCGC® 62 2521 - 2537
Internes

Sens : PePHD 03 5" GACTACCCATACAGGCTCTGG 3 50 2169-2189
Anti-sens : PePHD 04 5 GCGTCCGCCAGGAGGAGGAA 3 68 2508-2527

Amorces spécifiques du génotype 3a

REGION HVR1, E2
Sens : HVR1gt3 S1 5 TGGGATATGATGATGAATTGG 3’ 60 1299-1319
Sens : HVR1gt3 S2 5 TGTAATGAGTCCATAAACACC 3 62 1626-1646

REGION PePHD, E2

Externes
Sens : PePHD 31 5" CCCATACCGGCTTTGGCATT3’ 62 2174-2193
Anti-sens : PePHD 32 5" ATTTACCCGCACGTACCA3’ 60 2803-2821
Internes
Sens : PePHD 33 5 CGATTTACCGCCGCTTGCAA 3’ 62 2256-2275
Anti-sens : PePHD 34 5 GATATCGTCAGGATCAGCCA 3’ 60 2547-2566

XIIl.2. Analyse des sites de glycosylation

La prédiction des sites de N-glycosylation surdgsoprotéines E1 et E2 amplifiés a
partir des sérums des patients infectés par le \dH&Eé réalisée en utilisant le programme
GLYCOSITE utilisable sur le site de Los Alamos «VWHC
Database »http://www.hcv.lanl.gov/content/hcv-db/glycositentit
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XII.3. Analyse de I'évolution génétique des variant viratixle la
pression sélection exercée sur les glycoprotéidésZ(cas du
patient P2)

Les analyses moléculaires décrites ci-dessous tinréalisées en collaboration avec
Frantz Depaulis (Laboratoire Ecologie et EvolutioiMR 67625, Ecole Normale Supérieure
UMPC-CNRS, Paris)

A fin d’identifier les positions variables sur kagion de E1E2, un alignement a été réalisé
avec les séquences des variants isolés a t1 get2la logiciel MAFFT (options par défaut)
en utilisant comme groupe externe une séquenceédetype 3a (numéro d’accession
D28917). Les délétions, données manquantes et m&egienon codantes, n‘ont pas éte
intégrées dans cette analyse. Un arbre phylogémeficgliminaire a été construit a I'aide du
logiciel PHYML (Guindon et al. 2005) en utilisart inodele d’évolution de Jukes et Cantor
et la méthode de maximum de vraisemblance. Leyse®mldes paramétres évolutifs incluant
le calcul des ratios dN (taux de mutations non synes)/dS (taux de mutations synonymes)
tout au long de la séquence ont été réalisées laveagiciel HyPhy (Pond et al. 2005),

accessible depuis la plateforme en ligne DATAMONKEXvw.datamonkey.orgDelport et

al. 2010)]. Le choix du modele de substitution Botdique a été réalisé sur la base des
données fournies par la génération du premier atlerenodele HKY85 a été choisi : il inclut
la possibilité de fixer un ratio transition-transsien et d’autoriser une fréquence spécifique
pour chaque nucléotide. Un arbre phylogénétique aéalisé selon ce modele par la méthode
du maximum de vraisemblance a 'aide du logicieVRH. (Guindon & Gascuel 2003).

Afin d’analyser les pressions de sélection exertéeasau long de E1 E2, deux méthodes
ont été appliquées (i) la procédure FEL pour détdeis résidus soumis a pression négative
(Kosakovsky Pond & Frost 2005) (i) la procédure MEE pour identifier les résidus soumis a
pression positive. La pression de sélection s'exdrgite par site a été calculée selon la
méthode du Random Effect Likelihood (REL) a I'aide I'application HyPhy (Pond et al.
2005)de la plateforme en ligne DATAMONKEY. Cette méthqukrmet de trier les codons
en classe de (dN-dS). La probabilité que chaqueappartient a une classe donnée est en
suite calculée. Dans le cas d'une pression de ta#epositive, la valeur de dN-dS est
significativement positive.

A l'aide du logiciel DNAsp (Librado & Rozas 2009)existence d’une différenciation

génétique entre les séquences des variants isptéemps précoces tl et t2 a été déterminée

118



en calculant I'indice de Wright ) (Hudson, Slatkin, et al. 1992), ce dernier corapaia
distance intra et inter-population en utilisanfdamule (H-b-H.w)/H-b. H est le nombre de
différence moyenne entre deux séquence bétween)correspond a la distance inter-

population sur le temps et wri¢hin) est la distance intra-population ().
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XIV.  Introduction par mutagenese dirigée de
mutations dans les genes E1E2 clonés dans 1’enveloppe

La mutagenése dirigée consiste a introduire par HE&Rmutation d'une base
nucléotidigue dans la séquence ADN d’intérét (g&idE2). Nous avons déterminé la
séquence de deux oligonucléotides adjacents de qggpwsés et phosphorylés en 5’ pour
faciliter la liaison entre les deux extrémités doduit final de la PCR (Tableau 16). La
mutation est incluse uniquement dans I'amorce sklemsemble du plasmide PGENMT
(Promega) contenant le variant d’enveloppe d'ité&ért ici de matrice. Le mélange
réactionnel est composeé de la fagon suivante dIAQN, 20uM de chaque amorce, 10uL de
dNTP (& 10mM) 10pL du tampon et 0,5uL de I'enzynfeustori™ High-Fidelity DNA
Polymérase (Finnzymes) générant des amplicons & lfi@ancs (Braibant et al., 2005). Les
produits d’amplification sont soumis a une migratpar électrophorese dans un gel d’agarose
au 1%. Les fragments contenant ’'ADN (2000 pb) st#doupés et I'ADN est purifié avec le
kit Nucleo Spin® Extracti, Macherey-Nagel (paragraphe XIll.4). Le culot first repris
dans 40uL d’eau ultra pure. Puis une digestioméadisée avec 1uL de 'enzyme Dpnl (New
England Biolabs) 1h a 37°C pour que la matrice nurtée soit étre éliminée avant la
transformation. En effet, cette enzyme est sensibdeméthylation de I'ADN. Elle reconnait
la séquence méthylée™ATC et ne digére pas la séquence GATC, non méthild®N a
été préparé dans une bactérie qui effectue cettieylatton, une digestion par Dpn | digérera
donc I'ADN « sauvage », et non I'ADN néo syntl&tidne nouvelle étape de migration sur
gel d’agarose et de purification précede I'étapdighkgion avec I'enzyme T4 DNA Ligase
(New England Biolabs) pendant 16h & 4°C. Les bstdf. Coli DH5¢™ (Invitrogen) sont
alors transformées avec cet ADN recircularisé,rsi@rotocole décrit au paragraphe XV.3.

Amorces
Phosphorylées en 5’

o '“\
Matrice ADN

Produit PCR

A b == N

’ PCR jeestion / N\ w
/ Matrice ADN k\ n
\ o 7

I~ 4

Figure 25: Représentation schématique de la stratégde mutagenese dirigée par PCR interne



-P1t2c16 MggV : Mutant issu du clone 16 du prélévement P2tpa@tant une valine en
position 499 a la place d’'une méthionine. Pourouhtire cette mutation dans le clone

majoritaire la substitution A>G en position 1236té& nécessaire.

STCCCAGCTGTTCACCT TCTC.L"-.CCTCGCCGGCE‘-.C(-':.)I‘G.L"-.C.&.GT‘-"J.C.-"&.GG‘&.CTGC.E“&.TTGCTCE‘-J‘-.TCT
>
<

Figure 26: Représentation de la séquence partiellde I'enveloppe du clone P1c28c16 et de la localiget exacte de la position du
nucléotide 1236 a muter.

-P1t2c16 N7¢S : Mutant issu du clone 16 du préléevement Pltpogtant une valine en
position 576 a la place d’'une méthionine. Pourouhtire cette mutation dans le clone

majoritaire la substitution A>G en position 2278té& nécessaire.

T EEAFCACAGETTCEALAGTCECTT GC@T TizzLAC CAGAEGAGAGC ETTECAACTTEEAS
<

Figure 27: Représentation de la sequence partieltée I'enveloppe du clone P1t2c16 et la localisatiaxacte de la position mutée dans
le nucléotide 2275 a muter.

La figure ci-dessous montre la séquence partigl&ehveloppe du clone P1t2c16 et

la localisation exacte de la position mutée.

Tableau 16: Caractéristiques des amorces utiliségsur la mutagenése dirigée

Positions en nucléotides

Amorces Séquences nucléotidiques m

selon H77
Mutation N645S
P1t2c16-Neo:S S 5 CGCTTGCAGTTGGACCAGAG 3 64 2267-2287
P1t2c16-NgoiS AS 5' GCTTCGAACCTGTGCTCCAC? 64 2248-2266
Mutation M499V
P1t2c16-MgyV s 5'CGGCACGTGACAGTACAGGA 3 60 1230-1249
P1t2c16-MgV AS 5" GCGAGGTGAGAAAGTGAACA 3 64 1210-1229

S :sens ; AS : anti sens ; Les conditions utig@eur I'amplification sont détaillées ci-dessous :
30 s.a98°C, 35 cycles (10 s. 2 98°C, 30 s. a 5Btain a 72°C, 15 min. & 68°C) et 10 min a 72°C
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XV. Production des HCVpp portant les enveloppes d@tter

XV.1. Linéarisation du plasmide pcDNA3.1(+)

Aprés linéarisation de 5ug du plasmide pcDNA3.1(@r digestion avec 1uL
I'enzyme EcoRI durant 30 min. a 37°C, et migratsar gel d’agarose, la bande d’ADN a
5000pb a été découpée et purifiee (paragraphed)Xlne déphosphorylation par action de
1pL de I'enzyme CIP (Calf Intestinal Alkaline Phbspase, Biolabs) pendant 1h a 25°C
(tampon NE 3) permet d’éviter la recircularisatcinplasmide.

XV.2. Ligation de l'insert d’intérét dans le plasmide
PCDNA3.1(+)

La ligation de100ng des enveloppes choisies av@ngpfe plasmide pcDNA3.1(+),
linéarisé et déphosphorylé, a été effectuée peridaheures a 16°C sous l'action d’'une T4
ADN ligase (Biolabs).

XV.3. Transformation de bactéries compétentes pour

I'amplification du plasmide

Vingt a 50 ng d’ADN plasmidique sont ajoutés a 100de bactéries compétentes
préalablement décongelées sur de la glapees une incubation de 30 min dans la glace, le
mélange est soumis a un choc thermique (50 s a)4Pds, les bactéries sont a nouveau
placées sur la glace pendant 2 min avant d'étreeftasur milieu sélectif contenant un

antibiotique (ampicilline, 1Q@y/ml).

XV.3.1 Vérification de la présence et du sens d’'intégratie I'insert

XV.3.1.1 PCR sur colonies

Pour vérifier le sens de I'insert contenant lesegetienveloppe du variant d'intérét, une des
amorces doit étre complémentaire d’'une partie deetguence de l'insert (et l'autre d’'une
partie de la séquence du plasmide pcDNA3.1+) @abll5 et Tableau 17). Lorsque le sens
de l'insert est correct, la migration électrophmét sur gel d’agarose 1% doit montrer

théoriquement la présence d’'un fragment d’ADN dissrv 1000pb.
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Tableau 17: Caractéristiques des amorces utiliségsur la vérification de la présence et du sens dénsert ELE2

Positions en nucléotides

Amorce: Séquences nucléotidiques Tm

sur pcDNA3.1+
Sens : CMV2a 5 GTGGATAGCGGTTTGACTCAZ’ 60 646-665
Anti sens : BGH reverse 5 TAGAAGGCACAGTCGAGG3’ 56 1022-1039

XV.4. Préparation d’ADN plasmidique

L’ADN plasmidique est extrait par la méthode deelyalcaline en utilisant le kit
NucleoBond PC 500 (Marcherey-Nagel) en suivant les instrastidu fabricant. L’ADN
plasmidique est repris dans de I'eau p.p.i. puantjti€ par mesure de la densité optique a
260 nm a l'aide d’'un spectrophotomeétre (BeckmanRD&lO B). Sa pureté est estimée par le

rapport DO260nm/D0O280nm. Sa concentration esteguasthg/ul.

XV.4.1 Séquencage

Les amorces utilisées sont décrites dans le Taldléat le Tableau 15 . Les conditions de la

PCR utilisée pour le séquencage sont détaillées legraragraphe XIII.1.
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Représentation des plasmides utilisés pour la cotransfection des cellules 293T

@ Cfeagut et e

5 LTR 3LTR

(2)  [cmv]R[us]Ycmv] Luc —us]R]us]

) 3b

@9

cMV i-ICDNA3.1+E1E2v,l-[IM] [cMV] PpCDNA3.1+ {polya) |cmv|—l Ampho wLy

1) Triple co-transfection des cellules 293T (37°C/6h)

(D+(2)+69) (1)+(2)+@3b

W+2+G9

2) Production des pseudoparticules rétrovirales (37°C/48h-72h)

@ﬁ 3 (@f@; y ©

« ) @)
;ﬁ ;L_.\:\&@\ R [

3) Récolte et filtration des surnageants de cultures contenant les

3 a) portant I'enveloppe des 3b) sans enveloppe
différents variants du VHC (dEnv)
(HCVpp)

8g®ge

pseudoparticules rétrovirales:

3 c) portant I'enveloppe
amphotrope du MLV
(Ampho)

Figure 28 : Représentation schématique du protocolge production des différentes pseudoparticules révirales.
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XVI.  Production des pseudoparticules rétrovirales

Ces pseudoparticules sont obtenues par incorpordée glycoprotéines du VHC a la
surface de particules rétrovirales. Elles sont pited par transfection transitoire de cellules
293T au moyen de 3 vecteurs (Figure 28) :

1- un vecteur codant pour les protéines de nucpsides d’un rétrovirus (MLV) : pMN gag-
pol (Paragraphe VII1.3.3).
2- un vecteur rétroviral défectif, portant un gémarqueur (luciférase) et une séquence
d’encapsidationyj), nommé pTGLuc (Paragraphe VII1.3.2)
3-un vecteur codant pour I'un des protéines d’'emwed suivantes :
- les glycoprotéines d’enveloppe E1/E2 du VHC d’iété&tont une enveloppe

témoin de génotype 1la (paragraphe VII1.3.1 ) oledsblé a partir d’un variant

d’intérét infectant un des patients.

- un plasmide d’expression vide (paragraphe VIIl.2.1)

- une enveloppe amphotrope provenant duMLV (paragr&fih.3.4)

XVI.1. Transfection des cellules 293T

XVI1.1.1 L’agent transfectant

Le polymere cationique a base de polyéthylenimiPElY permet la formation d’'un
complexe avec I'ADN par liaisons ioniques. Ces clax@s macromoléculaires chargés
positivement sont capables d’interagir avec les brames plasmiques des cellules
(généralement anioniques). Ensuite, une endocgeseomplexes se produit par les cellules
et leur transport vers les endosomes/lysosotdesatome sur trois du polymére PEI est un
azote permettant d’avoir des états de protonatitiérents selon le pH. Cette capacité de
protonation confere a ce polymere la propriété éponge a protons » qui permet de
tamponner le milieu des vésicules acides, empéchidi la dégradation de I'ADN
transfecté. Ainsi, 'ADN peut étre libéré dans aplasme des cellules pour pouvoir étre

ensuite transporté vers le noyau en évitant seadagon par les nucléases cytoplasmiques.
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XVI.1.2 Protocole de co-transfection

Les cellules 293-T sont ensemencées a 53.000 esltuf. Seize heures aprés, le

milieu des cellules est changé par du milieu Optiv@Géutamax™ (Gibco) préchauffé 20

minutes avant a 37°C. Ensuite, les complexes ADN-&iht préparés dans des tubes

siliconés (Star-Lab, Réf. E1415-2600) pour évitacdrochage de I'ADN et du PEI aux

parois du tube. Les différents mélanges réactienréllisés sont décrits dans le Tableau 18.

Apres 15 minutes d’incubation a température ambjdats complexes ADN-PEI formés sont

déposés délicatement sur les cellules. Sept heyres, le tapis cellulaire est lavé avec du

PBS préalablement chauffé a 37°C et incubé pend@nbeures dans du milieu DMEM
(Gibco) complété avec 10% sérum de veau foetal (SZFM de Glutamax et 20 mM

d’'Hepes (Gibco).

Tableau 18: Conditions de transfection : descriptin des mélanges réactionnels utilisés.

Plague |Flacon| Boite Flacon Boite
6 puits @ | 25cm? | 100cm?® | 75cm? | 150cm?
Hg
5 LTR FLTR 0.50 1.30 3 3.90 6
o] us o i
Hg
p—— m 0.45 1.17 2.70 3.51 10
Solution A oMV [ Gagu
(tube A) cmv CDNA3.1+E1E2VHI-lP0|YA
g PODNA3. 1+ 045 | 117 | 27 3.51 10
|cmv|—[ Ampho mev
gsp X yuL d’eau ¢ 50 130 300 390 915
Solution B uL PEI 4.60 12 | 276 36 82
(tube B) uL d'eau @ 44.40 118 | 572.40 | 304.20 833
Tube A+B puL du mélange/puits 100 260 600 780 1830

Le mélange contenu du tube « B » est déposé goarttgoutte avec une pipette sur le mélange dud¢ube.(a)

les quantités sont indiquées par puit.
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XVI.1.3 Récolte des surnageants de culture

Les surnageants issus de la culture des 293-Tféxaéss (ou pas) sont recoltés apres
48 et 72h. Ce surnageant contenant les pseudapestivirales est alors filtré a 0.22um,
aliquoté et conservé a 4°C pendant 15 jours o2C-8si durée plus longue de conservation

souhaitée).

XVI.2. Vérification de la production

La production de lumiére lors de I'oxydation ddudaiférine en oxyluciférine est une
réaction catalysée par la luciférase en présens€Riet de magnésium. Les cellules 293-T
transfectées sont lavées une fois dans du PBS qiGik& heures aprés la transfection. Elles
sont ensuite lysées avec du tampon Cell Culturésligsagent 5X de Promega a 1X (1170
uL pour un flacon de 75 ¢t La quantification de I'activité luciférase egatisée dans une
plague 96 puits blanche a fond plat (Greiner Bie)oravec §l de lysat déposeés
préalablement. Une premiére lecture)(tle la luminescence est réalisée avec le luminemeét
Centro LB 960, (Berthold Technologies) durant 1€, &ne deuxieme lecture {Lest réalisée
pendant 10 sec. apres injection de 20uL du subdaiferase Assay System, Réf. E1500,
Promega). Le résultat final de la lecture de laih@scence (b est obtenu apres soustraction
de L aLy.

XVI1.2.1 Quantification de 'ARN de la luciférase

L’extraction d’ARN est réalisé avec I'extracteurt@matique « EZ1 Advanced XL,
Qiagen» en utilisant le kit EZ1 Virus Mini Kit v.D, Qiagen a partir de 100uL de surnageant
contenant les HCVpp. L'extrait d’ARN a été repriand un volume final de 60uL. Une
digestion avec 1uL de 'enzyme ADNase (Turbo ADNa&s®bion) a 37°C a été faite afin de
digérer les possibles traces d’ADN plasmidiqueia#tds pour la transfection des cellules
productrices 293-T. L’élimination de possible trmceADNase a été réalisée par purification
sur colonne (RNA clean-up, MN). Cet ARN purifiéét® soumis a une transcription inverse
(avec I'enzyme Super Script 1ll, Invitrogen) 0.2*|eh suivant les conditions déja décrites au
paragraphe Xll.2. L'ADNCc ainsi produit a été quéiatipar PCR en temps réel en utilisant
I'appareil Light Cycler 480 (Roche, Mannheim, Genyjget a l'aide du réactifRoche,
Mannheim, Germany). Ce dernier contient outre &spons et 'ADN Tag polymérase, le

SYBR Green I, agent intercalant de I'ADN doublenlppermettant de suivre I'évolution de la
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fluorescence en fonction de la quantité d’ADN sgtitiée a chaque cycle de PCR. Dans une
plague 96 puits, chaque mélange réactionnel espasénde la maniére suivante :uP
d’ADNc, 0.1ul d’'amorce a 100mM et 17,8 de réactif Light Cycler® 480 SYBR Green |
Master Kit. Les amorces choisies pour amplifiegéme de la luciféeradeirefly sont décrites

dans le Tableau 19.

Tableau 19: Description des amorces utilisées poliamplification du gene Luc « Firefly »

Position

Amorce Séquence . Référence
dans le géne Luc
Sens 5-CAACTGCATAAGGCTATGAAGAGA-3’ 72
] (Maekawa et al. 2008)
Antisens  5-ATTTGTATTCAGCCCATATCGTTT-3' 224

L'étape de dénaturation de I’ADN est réalisée a®@pendant 5 min. L'étape d’amplification est pragraée

sur 45 cycles qui se déroulent de la fagcon suivattvation de la Taq polymérase (Hot start) a®@p&ndant

10 sec, hybridation des amorces a 60°C pendantd @tstlongation a 72°C pendant 10 sec. La PCRuase
d'une étape de fusion des produits de PCR ce quigtede les caractériser par leur point de fusibdes
controler la spécificité de la réaction consistant 1 cycle a 95°C pendant 5sec, 65°C pendant 1lmin e
finalement 97°C pendant 30sec a 40°C.

Le nombre de copies d’ADNCc est calculé par comparaavec des dilutions en série
d’un facteur 100 du plasmide pTG-Luc (de 7267pim@ concentration de 1ug/uL,), c'est-a-
dire de 16°410°. Le nombre de copies d’ARN codant pour la lucifér est ensuite déduit &
partir du nombre de copies d’ADNc. Chaque mesuréés en double et une moyenne

arithmétique des valeurs est calculée.

XVI.2.2 Etude de I'expression des protéines E1/E2 par We&tiot

XVI1.2.2.1.1 Lysat des cellules 293-T transfectées

Soixante douze heures aprés a transfection, apaasfdction des cellules, suivie
d’'une incubation de 72 heures, les cellules ontlatées avec du PBS, puis lysées avec le
tampon de lyse Cell Culture Lysis Reagent 5X denféiga a 1X [paragraphErreur !
Source du renvoi introuvable]. Le lysat est ensuite centrifugé pendant 30 neisiat 14000 g
a 4°C. Dans le surnageant, du tampon Laemmli eatéjll est ensuite aliquoté et conservé a

-80°C jusqu’a la réalisation du western blot.

XVI.2.2.1.2 Surnageants de culture des 293-T transfectées

Le surnageant de culture est déposé dans un tuthe€ @&é 'ultracentrifugation

« Beckman”/1 x3 5 in. (14x89mm) » contenant 2 mL d’'une solution derese (dilution
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20% dans du PBS et filtré a 22um). Une ultracargdfion est réalisé avec le rotor SW41
[REF : 331372 (Polyallomer)] a 40.000g pendant 1h3% culots sont repris avec 20uL du
tampon Laemmli et conserveés a -80°C jusqu’a lag&abn du Western blot.

Avant la réalisation du Western blot, du beta-mgt@éthanol (5%) est ajouté
respectivement aux lysats cellulaires (20uL) et pseudoparticules (20uL) décongelés pour
éviter la régénération des ponts disulfure. La tiéntion des protéines est alors réalisée a

une température de 95°C pendant 4 minutes.

XV1.2.2.2 Electrophorése en gel d’acrylamide et transfernsembrane

Vingt microlitres d’échantillon sont soumis a unecfrophorese sur gel d’acrylamide
10% (Harlow et Langl988) dans un tampon de migration SDS 10%, peridaatire 30 min.
sous une tension de 100 V. Elle est suivie d’unsfiert actif (Mini Trans-BIdt, Biorad) de 1
heure a 100V dans un tampon TG 10 X (Euromedexhamél 1% sur une membrane PVDF
(Hybond-P PVDF Membrane de GfHealthcare) préalablement incubée 30 secondes dans

du méthanol pur.

XVI1.2.2.3 Saturation et incubation de la membrane

Les étapes suivantes ont été réalisées avec lensyssous vide SNAP iy
(Millipore) selon les instructions du fournisseGe systeme consiste a faire passer la solution
de saturation et les dilutions d’Ac a travers lamheane en optimisant ainsi le contact des
anticorps avec les protéines d’intérét transfénds la membrane. Les étapes sont les
suivantes : 1 a 2 min avec le tampon de saturélios-HC| 50 mM [pH 7.5], NaCl 150 mM,
Tween 20 0,1% et lait en poudre 0.5%), 10 min.alivation avec le tampon de saturation
contenant les anticorps primaires (Tableau 11),i5. mle lavage avec du PBS, 10 min.
d’incubation avec I'Ac secondaire (Tableau 12)mif. de lavage avec une solution de PBS

et lavage final avec de I'eau.

XV01.2.2.4 Révélation en électroluminescence sur film

Cette réevélation a été effectuée avec le kit BxgstthemiLuminescent Plus Western
blotting detection reagents® (Amersham Bioscienset)n les instructions du fournisseur.
Un millilitre de la solution A est mélangé a 4mL ldesolution B. La membrane est incubée
durant 1 minute. La membrane sensibilisée aveefingeCL est mise en contact avec un
film CL-XPosure™ de Thermo Scientific, dans une cassette radiognaphiAprés 5 min., le

film est immergé dans le révélateur Kodak® de prajien extemporanée jusqu’a apparition
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des bandes attendues. Le film est alors rincé taas et immergé dans le fixateur llford
Hypan Rapid® jusqu’a la transparence totale du.flEmfin, un dernier rincage dans de I'eau

est réalisé avant séchage final du film.
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XVII. Etude de I'entrée dans des cellules hépatiques
des HCVpp portant les enveloppes des variantsssolé

Les cellules hépatiques Huh7 sont ensemencéesddganglaques 48 puits avec 1mL
par puits d’'une suspension cellulaire & 20.00Quledl par mL. Seize heures apres, le milieu
est substitué par 300 pL de surnageant contenapskudoparticules rétrovirales produits en
cellules 293-T transfectées (0). Apres 6 heurascdbation dans I'étuve, les surnageants de
culture sont substitués par 1mL du milieu D-MEM @bet. Aprés 72 heures d’incubation
dans I'étuve, les surnageants de culture songsett les cellules sont lavées délicatement
avec 1 mL du PBS (Gibco) préchauffé a 37°C. Lestagilulaire est lysé dans 50 pL de
tampon lyse Cell Culture Lysis Reagent 5X (Promeljale dans I'eau pure a 1X. Apres une
douce agitation orbitale a 4°C, la lecture au lwmetre s’effectue avec 20 pL de lysats des
cellules transduites. L'entrée de chaque partidifférente est testée en triple, c.a.d. en trois
puits différents. De plus, elle est comparée aecad la particule portant une enveloppe de

référence de génotype la (paragraphe VII1.3.1)
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XVIIl. Etude de la sensibilité a la neutralisation
autologue des HCVpp produites

Afin de tester la capacité des sérums des dewerpatia neutraliser I'entrée des
variants contemporains, les différentes HCVpp padrtas enveloppes majoritaires isolées a
différents temps sont pré-incubés avec les séréasestiels a une dilution 1/50, puis mis en
contact avec les cellules cibles Huh7 en suivaptdaédure déja décrite au paragraphe XVII.

La sensibilité a la neutralisation (exprimé en %yasdéterminée en comparant
I'infectivité des HCVpp testés en présence du séaiudié par rapport a l'infectivité en
présence d'un seérum témoinngd) a la méme dilution (1/50). Elle est calculée sela
formule suivante 100*(1' RLU sérumtémoin dilué au 5é0me / RLU sérum testé dilué au gr(])w .

Les mesures d'infectivité seront réalisées pougukagoint en triple.

XVIII.1. Titrage des anticorps neutralisants dans les édtlbastdu
patient N° 2

Différentes dilutions de sérums ont été effectusdesc les pseudoparticules portant
I'enveloppe du variant majoritaire du premier pvélaent (1/25, 1/50,1/100, 1/200 et 1/400).
Puis, la dilution inhibitrice 50 (I3§) a été calculée, c'est-a-dire la dilution de séoamable
d’inhiber de 50% I'entrée des HCVpp dans les cefidibles.

Ce titrage est réalisé pour les prélevements 113{24, t5, t6, t7 et t8 du P2 par rapport a la
particule P2t1c43-HCVpp.

132



RESULTATS

133



XIX.  Cas du patient 1

XIX.1. Analyse des produits issus de I'amplification gémeiq

XIX.1.1 Contréle de I'amplification des genes E1/E2 du VHC

L’amplification d’un fragment de 2036 paires de dm$correspondant aux genes E1,
E2, p7 et aux 280 derniers nt du gene de la capsidst avérée positive pour le préléevement
P1t2, collecté 17 jours apres le pic d’ALAT (Fig@®@). Par contre, un échec d’amplification
a été observé pour le prélevement P1t1 méme ajusisyrs essais.

1 2 3 4

2000 pb

1000pb  Piste 1 : présence du produit d’amplification (pré&iment P1t2)
Piste 2 : absence du produit d'amplification (pvéiment P1t1)
Piste 3 : témoin négatif (eau)

Piste 4 : marqueur de taille Smart Ladder, Eurcgent

Figure 29: Analyse électrophorétique des produitsssus de I'amplification par PCR des génes E1 et By VHC dans le cas du
patient 1

XIX.1.2 Sélection des clones recombinants et analyse dedéguences

A lissu d’'une PCR sur colonies (paragraphe XVB).,140 clones possédant l'insert
d’'intérét ont été sélectionnés puis séquencés. obal, tune séquence compléte des génes
codants pour les glycoprotéines d'enveloppe du VHC et E2 (sans ambiguité aprés
I'analyse des électrophorégrammes) a pu étre obtpaur 33 clones.

Le Tableau 20 montre la position des mutationsctlea aminés pour les 33 clones
analysés par rapport a la séquence du variant ita@jey correspondant a celle des clones 5,
9, 13,16, 22, 37. Les séquences correspondantes ont éndisesua GenBank (JQ285738-
JQ285848)
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XIX.2. Analyse des sites de N-glycosylation

XIX.2.1 Sur la glycoprotéine E1

Cing sites de N-glycosylation ont été préedits aledogiciel GLYCOSITE pour
chacun des 35 clones : ils sont situés aux positl@® (N1), 209 (N2), 234 (N3), 250 et 305
(N4), selon la numérotation de la polyprotéine préeur de la souche H77. Ces sites
correspondent a ceux décrits comme trés consegs ld littérature pour le génotype 1b
(Francois Helle et al. 2007). Les pourcentagesahsearvation selon Hellet al. 2007 sont

indiqués dans le Tableau 21.

XIX.2.2 Sur la glycoprotéine E2

Dix sites de glycosylation ont été prédits pour 8Bnes avec le logiciel
GLYCOSITE* : ils sont situés aux positions 417 (N423 (N2), 430(N3), 448(N4), 532(N6),
540(N7), 556(N8), 576(N9), 623(N10), 645(N11). Gies correspondent a ceux décrits dans
la littérature pour le génotype 1b (Francois Hedte al. 2007). Les pourcentages de
conservation selon Hellet al.2007 sont indiqués dans le Tableau 21. Le site @t hbsent
pour le clone 28 (P1c28) en raison d’'une mutatiopasition 645 (N>S) et non prédit pour le
clone P1c36 en raison de la mutation/A. Notons que le site N5, peu conservé au sein du

génotype 1b, est absent dans tous les clones.

Tableau 21: Sites de glycosylation prédits dans glycoprotéine d'enveloppe E2 des variants issus guélévement P1t2.

N1417 N2423 N3430 N4448 N5476 N6532 N7540 N8556 N9576 N10623 N11645

% de conservatidh 99.5 100 98.1 97.7 178 100 97.7 995 986 995 5099

P1c28 ° ° ° ° o ° ° ° ° ° o
P1c36 ° ° ° ° o ° ° ° ° ° o
Autres clones ° ° ° ° o ° ° ° ° ° °

a) Pourcentage de conservation des sites de N-glyatimylau sein du génotype 1b du VHC selon I'étudéeH
et al.2007

oSite de glycosylation absent ou non prédiPrésence du site de glycosylation
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XIX.3. Récapitulatif des variants et des mutants chomis [a

production des HCVpp

Pour étudier la capacité des HCVpp correspondaatemntrer dans les cellules
hépatiques humaines, les variants et mutants dsioan été choisis :

- le variant majoritaire P1t2c16

- le variant minoritaire P1t2c28 possédant la niomalNs4sS (dans le site E2N11) et la
mutation MgV en rapport au variant P1t2c16

- un mutant produit par mutagenése portant uniqaémaemutation MgV Vis-a-vis
du clone majoritaire : P1t2c16MV

- un mutant produit par mutagenese portant uniganéhaemutation N4sS vis-a-vis du
clone majoritaire : P1t2c16MS
Ces deux mutants ont été synthétisés pour étuitdiuénce de la mutation NsS dans

I'entrée virale.

Tableau 22 : Récapitulatif des variants et des mutas étudiés pour leur capacité d’entrée dans deslages Huh7

Positionnement de mutations P1t2c16 P1t2c28 P1t2MygV P1t2NsasS
El 299 M \% Vv
E2 645" N S S

Les variants désignés en gras sont ceux qui omggetérés par mutagénese dirigée
a) Les variant P1t2¢28 et le mutant P1t2N645S plesg@ine mutation en position 645 (site de glyaisyh E2N11).
P1t2Myg9V : La méthionine a été substituée par une valmpasition 299.

P1t2Ns,4sS : L'asparagine a été substituée par une séripestion 645.
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XIX.4. Production des HCVpp portant les enveloppes d@ttér

XIX.4.1 Quantification de 'ARN de la luciférase

Apres une vérification de la transfection par medde I'activité luciférase sur le lysat
des cellules 293-T transfectées et sur le surnageéenculture, une quantification de
pseudoparticules produites est réalisée.

Le nombre de copies d’ADNc du géne de la Luciférasefly correspondant aux
différentes pseudoparticules produites varienteebs5.16 et 13,8 .10 par pL de surnageant
de culture issu de cellules productrices 293T (fe@i). Une « normalisation » de la quantité
de pseudoparticules présentes dans les différamageants récoltés s’avere nécessaire pour
réaliser une comparaison de [linfectivit¢ des pspadicules portant les différentes
enveloppes E1E2. Avant de realiser la transducties cellules Huh7, les différents

surnageants ont tous été dilués pour obtenir uneettration de 5,5 .£@opies d’ADNCc.

3
E 10,0208
Nombre de cycles 3 \ rr-eur- :
(RT-PCR quantitative) 23] _\.\ Efficacité : 1,941
B Pente : -3,471
10 T

B 10 Copies d’ADN . en log

ra-
o
o

Figure 30 : Droite d'étalonnage présentant le nomhe de copies du plasmide pTGLuc a partir de dilutios successives (1 1¢, 1¢,
10%et 10)

Les mesures ont été réalisées en double pour cladgtien

14-106
12-10°
10-10°
8105
6106
4106 1

2-10°

Nombre de copies d’ADNc ¢

Figure 31: Nombre de copies d’ADNc par microlitre @& surnageant, du géne de la Luciféras€irefly obtenues lors de la production
des six pseudoparticules produites (cas du patieRtl).
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XIX.4.2 Vérification de I'expression des protéines de EAH2 surface des

HCVpp produites

Selon les résultats du western-blot (Figure 33Bprbtéine de capside du MLV (27KDa)
a été détectée pour toutes les HCVpp produites qums pour les 3 pseudoparticules de
contrdle (HCVpp-la, dEnv et AmphoE1l (31KDa) a été détecté pour toutes les HCVpp
produites, sauf pour la particule de contréle HCAIpplorsque I'anticorps monoclonal H111
est utilisé (ligne 7). En effet, il existe des éifnces des séquences entre |'épitope reconnu
par H-111 et la séquence d’enveloppe portée ppatacule témoin HCVpp-la (Figure 32).
Par contre, E1 a été détecté pour cette partiorde Banticorps monoclonal A4 (ligne 7).
L'absence du site de N-glycosylation E2N11 a ét&iconée par le léger décalage dans la
migration de la glycoprotéine E2 des variants PA82et P1t2c16BsS (lignes 2 et 4
respectivement). Le méme niveau d'expression detEHd2 a été observée pour les quatre

HCVpp produites portant des enveloppes dérivéesat@ants isolés du patient 1 (lignes 1-4).

190 200 210 190 200 210
| I I P T I P |
P1t2 SAYEVRNVSGVYHVTNDCSNS P1t2  SAYEVRNVSGVYHVTNDCSNS
ERRARNARN [ITTEETEET
H111 -- YEVRNWSGVYH - - - - - - - AL e SSGLYHVTNDC- - -
FITTTETEET RRRERRERE
H77  SAYQVRNSSGLYHVTNDCPNS H77 SAYQVRNSSGLYHVTNDCPNS

Figure 32: Alignement des séquences des épitopesarnus par les anticorps monoclonaux A4 et H111 awdes séquences de la
souche H77 et celles des variants P1t2c16 et P1i2c2
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XIX.5. Capacité d’entrée des HCVpp portant différentes

enveloppes dérivées des variants isolés du pdtient

Les sept particules produites, sauf la particuteocié ne portant pas d’enveloppe (dEnv),
ont montré leur capacité a entrer dans des celldlgs7 (Figure 33). L’entrée des deux
particules portant les enveloppes des variants sneté E2N11 (HCVpp P1t2c28 et
P1t2c16N645S) est réduite respectivement d'un dact2 et 2,5 par rapport aux
pseudoparticules portant I'enveloppe du varianbntajre (P1t2c16)Par contre, la mutation
MooV, présente sur E1, n'affecte pas la capacité rdentdans les cellules Huh?7,
contrairement a la mutation N645S.
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Figure 33: Capacité d'entrée des HCVpp portant leglycoprotéines E1E2 correspondants au variant majotaire, a un variant
minoritaire sélectionné et & deux mutants.

A) Comparaison de l'infectivité des HCVpp portaes lglycoprotéines E1E2 des variants dérivés darpa®l :
variant majoritaire (P1t2c16, ligne 1), variant onitaire singulier (P1t2c28, ligne 2) et les musartiivante
(P2t2c16MggV, P2t2c16N,sV (lignes 3 et 4 respectivement). La pseudopasicétrovirale nommée HCVpp
la (lignes. 7 et 7 ') a été utilisée comme contpdlsitif de I'entrée. Des particules rétroviralaasenveloppe
(dEnv, ligne 6) ou portant I'enveloppe amphotropeMLV (Ampho, ligne 5) ont été utilisées respecthant
comme contrble négatif et positif de I'entrée ddes cellules Huh7. Pour chaque virus pseudotymss, |
expériences de transduction des cellules Huh7 w@ntépétées quatre fois. L'efficacité de la tramtidm des
cellules Huh7 a été déterminée en mesurant degsumélatives de luminescence (RLU). La moyenne
géomeétrique et les écartypes correspondants ontlidliés.

B) Vérification par western-blot de I'expressiors dgycoprotéines d'enveloppe du VHC et de la capslia
MLV a partir pseudoparticules rétrovirales récupérépres filtration et ultracentrifugation des ageants de
culture des cellules 293-T transfectées. Ligned @7 : incubation avec I'anticorps monoclonal H{aht-

E1l); ligne 7 ': incubation avec l'anticorps molumal A4 (anti-E1). Lignes de 1 a 7’: incubatiomea

I'anticorps monoclonal 3-11(anti E2) et avec uri@rps monoclonal dirigé contre la capside du MLV.
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XIX.6. Etude de la réponse neutralisante autologue vis-des

HCVpp portant I'enveloppe du variant majoritaird (&:16)

La Figure 34 A présente les niveaux d’infectiviggld particule P1t2c16-HCVpp (en
RLU) en présence des sérums autologues séquebted<ellules Huh7 ont été utilisées pour
réaliser ces expériences de transduction. La répoestralisante autologue dirigée contre
'enveloppe du variant majoritaire P1t2c&6t détectable (>50%) dans les sérums prélevés
des 17 jours apres le pic d’ALAT et jusqu'a 25 mapes (Figure 34 B). Le pourcentage
maximum de détection a été observé au deuxieme (@@RH). La réponse neutralisante

devient indétectable entre 30 et 38 mois apresitaopinfection.

'\'@ '\\b‘ '{<-\ Qe x
Q 4 Q 4 4

2 R & NS S e & &

83 S
Figure 34 : Analyse de la réponse neutralisante aolibgue au cours du temps contre des HCVpp portantdnveloppe du variant
majoritaire isolé 17 jours aprés le pic d’ALAT chezle patient 1.
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Les sérums ont été dilués a 1:50 et les résulatests d'infectivité sont exprimés en RLU. Le séng¢moin
(CN) est un mélange de 100 sérums de donneursrdemaur lesquels la détection des Ac anti-VHC et de
'ARN du VHC sont négatifs. Le sérum nommé (HVRZXst un mélange de 3 sérums présentant une activité

anti-HVR1 positive, selon les résultats d’'un immilod (INNO-LIA HCV Score, Innogenetics).
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XIX.7. Etude de la réponse neutralisante autologue vis-des

HCVpp portant I'enveloppe du variant majoritaird (&:28)

Le variant minoritaire P2t2c28 porte les mutatidvseV et NsssS, cette derniere
entrainant la perte du site de N-glycosylation ERNTableau 22). L'activité neutralisante
autologue dirigée contre I'enveloppe de ce vaaaite détectée entre deux et 30 mois apres le
pic d’ALAT (Figure 35). Toutefois, une certaine dtuation de l'activité neutralisante a été
observée pendant cette période (non détectablenais). Il est observé parallelement une
neutralisation de I'entrée de ce variant par unamg# de sérums hétérologues (appelé HVR1
+). Des expériences de titrage d'anticorps neutrafisaioint pas pu étre réalisées due a la

guantité insuffisante du sérum.
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Figure 35 : Analyse de la réponse neutralisante autologue au ws du temps contre des HCVpp portant I'enveloppe ‘din variant
minoritaire isolé 17 jours aprés le pic d’ALAT chezle patient 1 et muté dans site de N-glycosylatide?N11 (P1t2c28)

Les sérums ont été dilués a 1:50 et les résulatests d'infectivité sont exprimés en RLU. Le sériémoin
(CN) est un mélange de 100 sérums de donneursride Eaur lesquels la détection des Ac anti-VHC et de
'ARN du VHC sont négatifs. Le sérum nommé (HVRZXst un mélange de 3 sérums présentant une activité

anti-HVR1 positive, selon les résultats d’'un immilaod (INNO-LIA HCV Score, Innogenetics)
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XX. Cas du patient 2

XX.1. Analyse des produits issus de I'amplification gémeiq

XX.1.1 Contréle de I'amplification des genes E1/E2 du VHC

L’amplification d’'un fragment del778 paires de bases [1778 nt, de 840 & 2618, selon
souche référence D17763 (gt 3a) et de 840 a 2968 kesouche de référence H77 (gtla)]
correspondant aux genes E1, E2, et aux 78 demniests géne de la capside a été réalisée.
Elle s’est avérée positive pour les prélevementd RR P2t2 collectées respectivement au
moment du pic d’ALAT et 17 jours aprés (Figure 36).

2000pb

1500pb

Piste 1 : témoin négatif (eau)

Piste 2 et 3 : produit d’amplification des génesR21(prélévement P2t2)
Piste 4 et 5 : produit d’amplification des géne#R21(prélévement P2t1)

Piste 6 : marqueur de taille Smart Ladder®, Eurtaen

Figure 36: Photographie du gel d'électrophorése dbADN issu de I'amplification par PCR des génes E®t E2 du VHC dans le cas
du patient 2, prélevements P2t1 et P2t2.

XX.1.2 Sélection des clones recombinants et analyse dedéquences

Cent colonies de bactéries transformées ont &étg#inées. A partir de chacune d’entre
elles, une I'amplification de la région PePHD (31D des différents variants isolées dans le
prélevement P2t1 et P2t2 a été réalisée (paragbaptiel.1). Les 100 plasmides contenaient
le fragment d’enveloppe E1E2 inséré. Tous ces timsant été séquencés. Au total, une
séquence compléte des genes codants pour les giy€ioes d’enveloppe du VHC E1 et E2
(sans ambiguité apres I'analyse des électropharéges) a pu étre obtenue pour 80 clones,
41 et 39 respectivement pour P2t1 et P2t2.

Le Tableau 23 montre la position des mutations anpaur ces 80 clones. Les

différences de séquences sont montrées par rapptat séquence majoritaire issue du
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prélevement P1tl identique a celle des clones N T7, 21, 23, 24, 34, 36, 38, 41, 4218t
(Tableau 2R Les séquences correspondantes ont été soumisesnBank (JQ285738-
JQ285848)

Tableau 23: Récapitulatif des différentes mutationsprésentes au niveau des glycoprotéines d'envelopples variants issus des
préléevements P2t1 et P2t2 en comparaison a la séqae majoritaire de P2t1 (P2t1c43)

Position CAPSIDE GLYCOPROTEINE D'ENVELOPPEL T GLYCOPROTEINE D'ENV/
mutatio “ts Peptide sign N2

:: |:7p:[ 171172173 176 178 180 193195 126 127 20 ZZE ZﬂB 248 Zhs7 259268 269 272 27 ZBb 29800 301 303 305309 329 3383441347 381 382 387392 409 427 424 42D 4Z3 438 440
P2t1c43
P2tlc7
P2t1c9
P2t1cl7
P2t1c21
P2t1c23
P2t1c24
P2t1c34
P2t1c36|
P2t1c38
P2tlc4l
P2t1c42
P2t1c3 vV
P2t1c16 -
P2t1c18 M
P2t1c5
P2t1c6 |
P2ticll p
P2t1c12 S
P2t1c19
P2t1c20 G
P2t1c28 T
P2t1c37 S s|P
P2t1c22 K
P2t1c39
P2t1c31 T \Y%
P2t1c50 Y
P2t1c2!

qucsa X
P2ticad 1 's A
P2tic14 A IR
P2t1c47 A
P2t1c40 I |'s
P2t1c8
P2t1c29 |
P2tlc4¢
P2t1c2 [=N]
P2t1c27 A
P2t1c10 K| P
P2t1c33
P2tlc4
P2t1c26

12
>

nw nnnon
> > > > >

STO;

12
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> > > > > > >>>>>>>>>>>>>>>>>>rrrr
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Les positions des mutations sont indiquées selarutaérotation de séquence de référence H77. Les

séquences sont représentées en aa (code a ugk lettr

Pour le prélevement P2t1, les séquences des clorigsl?, 21, 23, 24, 34, 36, 38, 41, 42, 43 soentiques.
Les clones 8, 29 et 49 ont une séquence identiMéme observation pour les clones 4 et 26 qui poleméme
séquence que le clone majoritaire du deuxiéme yEaient (P2t2c6). Tous les autres clones ont étéunais a
une fréquence de 1/41. Pour le prélevement PZ%dquences des clones 6, 9, 12, 22, 41 sontqdestentre
elles et représentent une des séquences majajtRit¢2c6. Méme observation pour les clones 23332, 34,
35, 46, 48 représentant l'autre séquence maj@it@Rt2c34. Tous les autres clones ont été retroavéise

fréquence de 1/39 o : Site liaison CD81 ; N : 8ieN-glycosylation muté
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XX.2. Evolution entre P2t1 et P2t2 de la population eiral

Pour analyser I'évolution génétique de I'enveloppe temps précoce de la primo-
infection, 41 et 39 clones de I'enveloppe compEIZE2 ont été séquencés respectivement
pour P2tl et P2t2.

La Figure 37 montre la fréquence de détection (nd¥s différents variants de

I'enveloppe E1/E2 au sein des prélévements isoléga) et a t2 (b).

(a) Tic47  Tic50 (b) T2¢45
T2c44 #

T2c43
T2c40

T2c47

T2c39
T2c37
T2c36
T2c33
T2c31
T2c30
T2c28 %
T2c25

T2c24

T2e21 Tic26

T2c4
Tlcl7

T2c18

T2c17#
g T2c15

Ticl4
T1ic12 TicllTic10 T1c6T1c5 T2c1

T2c7
T2c14 T2¢c11
T2c10 12¢8

Figure 37 : Récapitulatif des variants de I'enveloppe E1/E2 @és dans les deux prélévements sériques contemposdes phases
précoces de la primo-infection (P2t1 et P2t2).

Lorsque le pourcentage n'est pas mentionné, langest représenté a hauteur de 2,5 % pour P2i¢ 215%

pour P2t2. * variants portant une ou plusieurstit#ié ; # variants portant un codon stop.

Notons que le clone P2tlc26, minoritaire dans lemper prélevement, a trés
rapidement émergé, devenant majoritaire dans leyadent t2 distant seulement de 17 jours
par rapport a t1: la séquence des deux clones BR#tcP2t2c6 étant identique sur E1, E2 et
le peptide signal situé en C terminal de la capsiitgnalons la présence d’une seule mutation
entre les deux séquences majoritaires isoléessitu2,dans la capside£5S (Tableau 23).

La valeur de lindice de WrightFgr = 0.65 ; p<0.001) montre gu'’il existe une
différentiation génétique significative entre leariants isolés aux deux temps. De plus,

I'analyse phylogénétique montre que les variantslés respectivement a t1 et t2

appartiennent a deux clades différents (Figure 38).
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Figure 38 Arbre montrant la répartition génétique phylogénétique des variants identifiés a t1 et t2.

Méthode du maximum de vraisemblance avec le mod&eolution KHY85. La valeur debootstrap est
indiquée au niveau de 'embranchement sépararttgl @)=t1 ; (e)=t2.

XX.3. Etude des sites soumis a pression de sélection

L’analyse des sites soumis a pression de séleptmmire la présence de six sites sur
lesquels s’exercent une pression negative: aaB384E5), 268, 482, 496, 529 et 730 (p<0,1)
(Figure 39). L'application de la technique MEME nirenla présence d’un site soumis a une
forte pression de sélection positive, localisé daWR3 (aa 459 ; p<1).

MEME 1/
LRT ¢
@ .
1
193
12
n

10+

a
L]
7
6

O o O O ® A ® O D DO D DD DA D D DDA DD D D A DD
PO N M S A R S I M R R AR g A L R )

Position du codon

Figure 39 : Représentation de la pression-sélectiaur chaque résidu en aa des glycoprotéines E1 e2.E
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XX.1. Analyse des sites de N-glycosylation

XX.1.1 Sur la glycoprotéine E1 :

Quatre sites de glycosylation ont été prédits desr80 clones. lls sont situés aux
positions 196(N1), 209(N2), 234 (N3) and 305 (Nd&s sites correspondent a ceux décrits
dans la littérature pour le génotype 3a (Francalletet al. 2007). Ces sites sont conservés

pour les 83 clones séquencés (Tableau 24).

Tableau 24: Description des sites de glycosylatiafans la glycoprotéine d'enveloppe E1 des variantssus du patient 2

N 1196 N 2209 N 3234 N 5305
% conservatioh 75 100 100 100
Tous les clones ° ° ° °

! Selon I'étude Hellet al. 2007 pour une souche du VHC de gt 3a
OAbsence du site de glycosylatiomPrésence du site de glycosylation

XX.1.2 Sur la glycoprotéine E2

Dix sites de glycosylation ont été prédits aux fass 417 (N1), 423 (N2), 430 (N3),
448 (N4), 476 (N5), 532 (N6), 556 (N8), 576 (N9R36(N10) et 645(N11). Ces sites
correspondent a ceux décrits dans la littératute [génotype 3a (Helle et al. 2007). Selon

le logiciel « GLYCOSITE », ces sites sont consep@ésr 76 des 80 clones séquencés (

Tableau 25) sauf pour le(s) variants :
-P2t1c40 et P2t1c27 qui possédent la mutatipgATdans le domaine du site E2N6
-P2t2c10 qui posséde la mutatiof;B au niveau du site E2N9
-P2t2¢37 qui possede la mutatiofp/A au niveau du site E2N2
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Tableau 25: Description des sites de glycosylatiafans la glycoprotéine d'enveloppe E2 des variantssus du patient 2

N1s7 N2p3 N3430 Ndggg NOSsze N6ssz N7ss0 N8ssg N9s79 N1Gs2z Nlless
%conservatioh 100 98.5 100 100 100 97 0 86.4 98.5 985 100

P2t1c40 ° ) ° ° ° o o ° ° ° °
P2t1c27 ) ° ° ° ° o o ° ° ° °
P2t2c10 ° ° ° ° ° ° o ° o ° °
P2t2c37 ) o ° ° ° ° o ° ° ° °
Autres clones e ° ° ° ) ° o ° ° ° °

! Selon I'étude Hellet al.2007 pour une souche du VHC de gt 3a
OAbsence du site de glycosylatiomPrésence du site de glycosylation

XX.2. Récapitulatif des variants et des mutants chpsis la

production des HCVpp

Les mutations des différents clones sélectionnésur pta production de
pseudoparticules sont représentées par rapporaraant majoritaire du premier prélevement
(P2tl) (Tableau 26). Il s’agit des variants magrés de chaque prélevement (P2t1c43 et
P2t2c6 et c34) et des variants possédant une aiepts des mutations ayant contribué a
I'évolution de P2t1c43 vers P2t2c6 et c34 (P2t1eZ®, c40 et c47). En effet, les clones
majoritaires du second prélévement (P2t2c6 et p843edent respectivement 4 et 5 mutations
par rapport au clone majoritaire du premier préiéset (substitutions situées en positions
172, 258, 260, 303 et 522).

Notons que le clone P2t1c40 posséde également utegiom remarquable dans un
site de glycosylation (N6 dans E2) predit avecogidiel N-GLYCOSITE. Pour le second
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prélevement, les variants choisis possedent destimg singulieres sur des sites de
glycosylation E2N2 et E2N9, ou dans un domaineaiedn au CD81 (Tableau 26).
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Tableau 26 : Récapitulatif des variants étudiés pada capacité d'entrée des HCVpp correspondantes dae les cellules Huh7

Nom Fréquence C E1l E2
172 258 260 298 303 309 424522 534 587 635

P2t1c43 10/41 S Vv R Q T P T K T S R
P2t1c25 1/41 R

P2tlc47 1/41 A

P2t1c40 1/41 I S A

P2t1c29 3/41 I S A

P2t2c6 6/39 I S A R

P2t2c34 7/39 P I S A R

P2t2c37 1/39 I S A A R G
P2t2c15 1/39 P I S A L R

P2t2c10 1/39 P I S R A R P

Les différences de séquence en acides aminés satéms par rapport a la séquence majoritaire sporelant
a celle du clone P2t1c43. Les positions sur le ggnsont indiquées en prenant la souche H77 comidenée
pour la numérotation. Les variants désignés engrasles clones majoritaires.

3 Le variant P2t2c37 posséde une mutation en posia (site de glycosylation de E2 connu : N2).i est
situé dans un des domaines de fusion de E2 (41)/-433

® Le variant P2t2c25 et tous les variants de t2 piEs#2une mutation en position 522 (dans le domdime
fixation de CD81)

° Le variant P2t1c40 posséde une mutation en pnsid (site de glycosylation de E2 connu : N6).

9 Le variant P2t2c10 posséde une mutation en posB®® (site de glycosylation de E2 connu : N9)éstdans

la région intergénotypique IgVR.

XX.3. Production des HCVpp portant les enveloppes d@ttér

XX.3.1 Quantification de la production d’ARN codant poaigiend_uc

Les nombres de copies d’ADNc du gdnec présents dans le surnageant de culture
issu de chaque co-transfection sont présentés @arSgure 40. Avant de réaliser la
transduction des cellules Huh7, les différents ageants ont tous été dilués pour obtenir
5,5-16 copies d’ADNc (cf. droite d’étalonnage, Figure 30)
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Figure 40: Nombre de copies d’ADNc du géne de la kiférase Firefly obtenues par microlitre de surnageant lors de lanpduction
des douze pseudoparticules (cas du patient P2)

XX.3.2 Vérification de I'expression des protéines de EAHR surface des

HCVpp produites

Selon les résultats du western-blot, la protéinecaleside du MLV (27KDa) a été
détectée pour toutes les HCVpp produites ainsi pmar trois pseudoparticules témoins
(HCVpp-1a, dEnv et Ampho). Le méme niveau d'exgoesgle la capside du MLV est
observé pour toutes les pseudoparticules produsaesis que le niveau d’expression de E2
est variable (Figure 42B), les résultats seronailts dans le paragraphe XX.4. E1 (31KDa)
n'a pas pu étre détecté pour aucune des pseudmpestidérivée du patient 2 avec les
anticorps monoclonaux H111 et A4. Ceci est probable d0 aux différences entre les

séquences des variants et les épitopes cibléepananoclonaux (Figure 41).

190 200 210 190 200 210

T T T P A T

P2  SALEVWRNTSG. YVLTNDCSNS P2 SALEWRNTSGLYVLTNDCSNS
NERRRRNARN NERRERNARY

HI11 -- YEVRNVSGVYH - -- - -- - A e SSGLYHVTNDC- - -

Figure 41: Alignement des séquences des épitopesarnus par les anticorps monoclonaux A4 et H111 awdes séquences de la
souche H77 et des variants issus de P2.
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XX.4. Etude de I'entrée des différentes pseudoparticldes des

cellules Huh7

Le graphique ci-dessous (Figure 42A) montre lefidifites capacités d’entrée dans des
cellules Huh7 : (i) de 5 pseudoparticules portast énveloppes de différents variants du
prélevement P2tl , (ii) de 5 pseudoparticules potes enveloppes de difféerents variants du
prélevement P2t2.

L'infectivité des pseudoparticules portant les doppes des variants majoritaires
(P1tlc43, P2t2c6 et P2t2c34) est supérieure a deflevariants minoritaires des préléevements
correspondants. Néanmoins, notons que globalemafgctivité des variants isolés a t2
apparait abaissée par rapport a celle des varsiés a t1. La capacité d’entrée est réduite de
4,6 fois pour le variant majoritaire isolé a t2r papport au variant majoritaire isolé a t1.

La capacité d’entrée la plus élevée dans les eslitiuh7 (mesurée en RLU) est
observée pour les HCVpp portant I'enveloppe duamanmajoritaire P2t1c43 (Figure 42A)
Comparativement, la capacité d’entrée des 4 autrgants isolés a partir de P2t1 est réduite
de 6 a 33 fois

Pour les pseudoparticules portant les enveloppesvdaants isolés au deuxiéme
prélevement, le plus haut niveau d'entrée est végmur les HCVpp portant I'enveloppe du
variant majoritaire P2t2c6. Comparativement, la acétg@ d’entrée de lautre variant
majoritaire P2t2c34 est réduit de 250 fois (Figdi2d\). Aucune capacité d’entrée n’'a pas été
observée pour les 3 autres variants minoritairelgssa t2, alors que la glycoprotéine E2 est
correctement exprimée au niveau des pseudopagicd®n des résultats du western-blot
(Figure 42B).

154



108 .

107 -

106 _

105 |

104 -
103 |

Infectivité des P2-HCVpp (RLU)

Figure 42: Capacité d'entrée des HCVpp portant leglycoprotéines ELE2 correspondants aux variants majitaires et a des variants
minoritaires isolés dans les prélévements P2t1 ePR2.

A Comparaison de l'infectivité des HCVpp portant diycoprotéines E1E2 différentes (prélévements R2t1
P2t2): variants majoritaires (P2t2c43 et P2t2cB22c34) et variants minoritaires (P2t1c25, P2t1&281c40,
P2tlca7, P2t2c10, P2t2c16 et P2t2c3®s pseudoparticules rétrovirales sans envelopgevidou portant

I'enveloppe amphotrope du MLV ont été utiliséepeesivement comme contréle négatif et positif @atée

dans les cellules Huh7.es titres infectieux ont été déduits de l'efficécde transduction, mesurée en RLU,

dans le lysat des cellules HuhlZa moyenne géométrique et les écarts-types sootiléal a partir de quatre
expériences.

B Vérification par western-blot de l'expression dewme glycoprotéines d'enveloppe E2 du VHC (avec
I'anticorps 3-11) et de la capside du MLV (anticogmti-capsidg@y) a partir de pseudoparticules rétrovirales
récupérées apres filtration et ultracentrifugatiarsurnageant de culture des cellules 293-T tratésfs.
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XX.5. Reéponse neutralisante autologue vis-a-vis des HCVpp

portant les enveloppes des variants majoritaires

XX.5.1 Réponse neutralisante vis-a-vis de la pseudopbatiR2t1c43-HCVpp

Une activité neutralisante dirigée contre les HC\fptant I'enveloppe du variant
majoritaireisolée a t1l (P2t1c43), a été détectée dans towsetams collectés au moment du
pic d’ALAT (P2tl1) et pendant au moins 13 mois, excapfiaite pour le sérum P2t2 (Figure
43 A et B). Une neutralisation homologue est égael®# détectée vis-a-vis de P2tlc43-
HCVpp en utilisant des immunoglobulines de typep@rifiées a partir d'un mélange de
sérums provenant de 3 patients infectés chronigoneps une souche de VHC de type 3 et
présentant une activité anti-HVR1 positive (IgGt3).
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Figure 43 : Analyse au cours du temps de la réponseeutralisante autologue dirigée contre les HCVpp @rtant I'enveloppe du
variant majoritaire isolé au moment du pic d’ALAT (cas du patient 2)

Les sérums ont été dilués a 1:50. L'efficacité alednsduction des cellules Huh7 est mesurée en Rhdque
expérience a été réalisée trois fois puis la moger@ométrique a été calculée. IgGt3:Immunoglobsiife type
G (IgG), purifiées a partir d'un mélange de sérymsvenant de 3 patients infectés chroniquementupar
souche de VHC de type 3 et présentant une actwitéeHVR1 positive, selon les résultats d’'un immbiod
(INNO-LIA HCV Score, Innogenetics). La concentratien IgG a été fixé a 0.268 g/ L de facon identigua
concentration mesurée dans les sérums du patikrés u 1/50. Le sérum témoin (CN) est un mélateg@00
sérums de donneurs de sang pour lesquels la edtaets Ac anti-VHC et de I'ARN du VHC sont négatifs
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Dans la Figure 44 A, sont présentés les résuledseapériences de transduction des
cellules Huh7 avec les pseudoparticules portanvéwppe du variant majoritaire P2T1c43,
préalablement incubées avec les sérums séquefutels a H) a différentes dilutions (1/25,
1/50, 1/100, 1/200 et 1/400). Le pourcentage deraksation est présenté pour chaque
dilution de sérum, en comparant l'infectivité deplseudoparticule en présence du sérum a
une dilution donnée par rapport a linfectivité présence du sérum témoin a la méme
dilution (Figure 44 B).
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Figure 44 : Analyse de la réponse de neutralisatioautologue contre la pseudoparticule portant I'endeppe du variant majoritaire
P2t1c43.

IgGt3: Immunoglobulines de type G (IgG), purifiéespartir d’'un mélange de sérums provenant de 2mati
infectés chroniquement par une souche de VHC de 3ypt présentant une activité anti-HVR1 positsaipn
les résultats d’'un immunoblot (INNO-LIA HCV Scoid@enogenetics). Le sérum témoin (CN) est un mélatee
100 sérums de donneurs de sang pour lesquelseletidétdes Ac anti-VHC et de I'ARN du VHC sont néfga

Les expériences de titrage de la réponse neumtdisaontre une augmentation
progressive au fil du temps de laspdvec un maximum obtenu entre 5 et 6 mois aprpgle
d’ALAT: 80 (P2t1), 47 (P2t2), 126 (P2t3), 140 (Pg#4400 (P2t5),> 400 (P2t6), 253 (P2t7)
et 306 (P2t8).
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XX.5.2 Réponse neutralisante vis-a-vis de la pseudopbartR2ir2c6-HCVpp

Nous avons décrit préecédemment que linfectivité lalepseudoparticule portant
I'enveloppe de l'un des variants majoritaires scet2 (P2t2c34) était considérablement
réduite (de 250 fois) par rapport a celle de lawariant majoritaire (P2t2c6) (Figure 4Rpar
conséquent, nous avons focalisé I'étude de I'&timeutralisante autologue vis-a-vis de
P2t2c6-HCVpp.

La réponse neutralisante autologue n’a pas ététdétprécocement entre P2t1 et P2t3
(Figure 46). Nous observons une absence de nesatiah vis-a-vis de la pseudoparticule
P2t2c6-HCVpp en présence du sérum contemporain2)PElle est détectable (>50%)
uniguement en présence du sérum P2t4 (3 mois kppésd’ALAT).
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Figure 45 : Analyse de la réponse neutralisante anibgue au cours du temps dirigée contre les HCVppoptant I'enveloppe d'un des
variants majoritaires isolée dans le prélevement R2.

Ces expériences de neutralisation ont été réaliséetriple avec 8 sérums (P2tl a P2t8) dilués &0.1/
A, L'infectivité a été calculée en réalisant une smye géométrique. Les sérums ont été dilués auel: &%
résultats des expériences de transduction sonfneépren RLU. IgG g3: mélange de sérums a partiB de
patients infectés par le VHC de type 3; HVR1 +: anéle de 3 sérums avec des anticorps anti H\BR1.
Réponse neutralisante autologue séquentielle diriggntre des HCVpp portant I'enveloppe d'un variant

majoritaire isolée a 17 jours apres le pic d’ALAA2t2¢6).

158



XX.5.3 Réponse neutralisante vis-a-vis de la pseudopkartR2ir2c6-HCVpp

Nous avons décrit préecédemment que linfectivité lalepseudoparticule portant
I'enveloppe de l'un des variants majoritaires scet2 (P2t2c34) était considérablement
réduite (de 250 fois) par rapport a celle de lawariant majoritaire (P2t2c6) (Figure 4Rpar
conséquent, nous avons focalisé I'étude de I'&timeutralisante autologue vis-a-vis de
P2t2c6-HCVpp.

La réponse neutralisante autologue n'a pas étéctdétgprécocement entre P2t1 et P2t3
(Figure 46). Nous observons une absence de nesatiah vis-a-vis de la pseudoparticule
P2t2c6-HCVpp en présence du sérum contemporain2)PElle est détectable (>50%)

uniguement en présence du sérum P2t4 (3 mois kppésd’ALAT).
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Figure 46 : Analyse de la réponse neutralisante anibgue au cours du temps dirigée contre les HCVppoptant I'enveloppe d'un des
variants majoritaires isolée dans le prélevement R2.

Ces expériences de neutralisation ont été réalegéaiple avec 8 sérums (P2tl a P2t8) dilués 50.1/

A, L'infectivité a été calculée en réalisant une smmye géométrique. Les sérums ont été dilués auel: &
résultats des expériences de transduction sonfneépren RLU. IgG g3: mélange de sérums a partiB de
patients infectés par le VHC de type 3; HVR1 +: anéle de 3 sérums avec des anticorps anti H\BR1.
Réponse neutralisante autologue séquentielle diriggntre des HCVpp portant I'enveloppe d’'un variant

majoritaire isolée a 17 jours apres le pic d’ALAA2t2¢6).
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DISCUSSION
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L’'analyse de I'évolution génétigue du VHC en asatich avec la réponse humorale
de I'néte est essentielle pour une meilleure cohmgméion de I'histoire naturelle du VHC.
Elle apporte des éclairages sur les mécanismesnin@nk guérison spontanée chez une
minorité de patients. Les anticorps neutralisaataisnt des acteurs clefs dans la défense de
I'héte. In vivo, la variabilité de leurs cibles, que sont glycopnoés d’enveloppe, est en
partie a I'origine de I'échappement immunitaireexploration de la réponse neutralisante
autologue, prenant en compte la dynamique desniandraux est la plus pertinente dans ce

contexte.

Diversité et dynamique des variants viraux, relatio avec l'infectivité sur des
cellules cibles (cas du patient 2)

Une exploration détaillée de I'évolution des quespieces au cours des étapes trés
précoces de la guérison spontanée a pu étre eglmé le patient P2 suite au succes de
I'amplification génique des glycoprotéines El&Zartir de deux échantillons de sérums
séquentiels prélevés a 17 jours d'intervalle. phénomeéne rapide de dérive génétique tres
rapide a été confirmé par la valeur élevée de itmdde Wright Fst = 0.65 ; p<0.001)
montrant gu'’il existe une différentiation génétigsignificative entre les variants isolés aux
deux temps.

L'analyse de la diversité des glycoprotéines Ellp@rge sur un total de 80 clones (41
atl et 39 a t2, numéro d’accession JQ285738-JQAB}5&hez le patient 2, le variant
majoritaire identifié a t1 (P2tlc43, fréquence 12/d'a pas été détecté a t2 (17 jours plus
tard) parmi 39 clones. Un variant minoritaire idééta t1 (P2t1c26, 2/41), a rapidement
émergé a t2, représentant 6 clones sur 39 (P2tde§gnant ainsi un des deux variants
majoritaires.P2t2c6 présente quatre mutations par rapport aantanajoritaire a t1 (M,
R2seS, Tz0dA, Ks2oR). L'autre variant majoritaire a t2 (P2t2c34, 7/39¢s@nte une mutation
supplémentaire dans le peptide signal de la cafSig#) (Tableau 26. Notons que ces cing
événements mutationnels apparaissent a I'extédietVR1. Il est également important de
signaler que les sites soumis a pression de saiegtisitive ne sont pas localisés dans HVR1
(Figure 39 ), confirmant que dans ce cas précis, la presdomsélection serait exercée a
I'extérieur de ce domaine. Nous avons montré gsitensitué dans HVR3 est soumis a une
forte pression de sélection positive. Au contradtens les trois cas de clairance tardive
étudiés par Dowdet al, 5, 9 et 6 changements en aa étaient détectés d®iR1,

respectivement 16, 8 et 9 mois apres la détectigiale de la viréemie (Dowd et al. 2009)
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alors que seulemert, 1 et 2 changements étaient répertoriés en defoisVR1.A titre
comparatif, nous montrons dans un intervalle tebgasicoup plus court (17 jours) que 4 et 5
mutations se sont déja accumulées entre les vamaajoritaires identifiés a tl et t2.

Cette évolution rapide de la séquence a été sdiuree réduction de l'infectivité du
variant majoritaire a t2 (P2t2c6) par rapport atard majoritaire a t1 (P2t2c43). Les variants
mineurs a t2 (P2t2c10, c16, c37) ont perdu la dapdentrée (<2log RLU)Higure 42A). ).
L'entrée de P2t2c37 est abolie en raison la mualip,A situé dans l'une des zones
proposées comme domaine de la protéine de fuslomn € al.1999; Pérez-Berna et al. 2006;
Lavillette et al. 2007; Drummer et al. 2007; Rukselal. 2009; Li et al. 2009; Krey et al.
2010). Méme observation pour P2t2c16 portant ungtion en position 496, située deux aa
en amont d'une zone impliquée dans la liaison éogpteurs CD81 (Zhang et al. 2004; Mike
Flint et al.1999). La capacité d'entrée de P2tZst(robablement abolie par une mutation au
niveau E2N9 (§P) située dans la région variable intergénotypidg€R), décrite comme
ayant une influence sur la capacité d’entrée.(Mfr€gfet al. 2011)

Les HCVpp portant les enveloppes des variants msnealés a t1 (P2tlc25, c47, c40,
c29) ont une capacité diminuée de I'entrée parad@u variant majoritairdSgure 42A):

-P2t1c25 porte une mutation unique a la positiod @&> R), en comparaison avec le
variant P2t1c43, situé dans une zone de E2 im@igiaés la liaison au récepteur CD81 (Flint
et al. 1999; Zhang et al. 2004) et a proximité e@'aone jouant un réle dans le processus de
fusion (aa 502 - 520) (Lavillette et al. 2007).

-P2t1c47 possede une seule substitution sur EdA)Tqui n'a pas été décrite
jusqu’alors comme ayant un impact sur I'entrée HCY

- P2t1c29 a deux mutations supplémentaires sitdées E1 (¥s71 et RseS), en
comparaison avec P2tlc47. Dans la littérature,dee substitutions n’ont pas été deécrites
comme ayant un impact sur la modulation de I'erdte¥HC.

- P2t1c40 portant la substitutionsJA, situé dans E2N6 en plus de deux mutations
citées précédemment £, RoseS). La réduction de la capacité d’entrée de ceanbia été
également décrite dans un autre travail utilisenimiodele des HCVpp (Falkowska et al.
2007).

Nous avons observé que les 4 mutations précédenuiées réduisent la capacité d’entrée.
Nous envisageons de confirmer la validité de cegltgts avec le modéle HCVcc.
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Identification in vivo d’un variant muté sur le site E2N11 (Cas du patieinl)

Contrairement au patient P2, la diversité génétmym étre étudiée a partir d’'un seul
sérum, prélevé 17 jours apres le pic d’ALAT. Nowsres réalisé une étude détaillee de la
distribution des sites potentiels de N-glycosylatiNeuf sites de glycosylatiqE1N1, E1IN2,
ELIN3, E1IN4, E2N6, E2N7, E2N8, E2N9 et E2N10) ogtidentifiés pour les 33 clones. Ces
sites correspondent a ceux décrits dans la littéegapour le génotype 1b. Il n'est pas
surprenant que le site E2INsoit absent en raison de sa basse fréquence dtappdans le
génotype 1b (17%Helle et al. 2007).

Le site E2N11 apparait quant a lui tres conservar des 33 clones séquencés,
exception faite pour le clone 28 (c28) possédasulastitution NssS. A notre connaissance,
I'existencein vivod'un tel mutant n’a pas été décrite dans la littéma

Les HCVpp portant I'enveloppe du variant d'origi(felt2c28) ainsi que le mutant
(P1t1c16-N645S) ont une capacité réduite d’entraalc2 et 2,5 fois moins que les HCVpp
portant I'enveloppe du variantajoritaire (P1t2c16) (Figure 33). Deux autres drtav publiés
ont également montré une diminution de la capat#étrée liee a un mutation sur ce site
mais de nature différente (N>Q ou N>A) (Goffardaet2005; Falkowska et al. 2007). Dans
nos expériences de mutagenése dirigée, la sulistiditine sérine par une asparagine a cette
position a permis de rétablir le site de glycosgtatE2N11 Tableau 22. Cette restauration
permet de ramener linfectivit¢ de la particule eméme niveau que celle du variant
majoritaire, suggérant l'implication de la glycagion sur le site E2N11 dans les mécanismes
d’entrée du VHC. Falkowskat al. ont suggéré que la substitution d'une asparagicide
aminé polaire) par une alanine (acide aminé am)larun effet important sur le repliement
des glycoprotéines E1E2 (Falkowska et al. 2007)JorS@os résultats, I'expression des
glycoprotéines E1E2 de ce mutan{§$) n’est pas affecté par rapport au variant majoet
(Figure 33B). C’est également le cas pour le mufdsizQ) étudié par Goffarét al. (Goffard
et al. 2005). Dans nos expériences et dans leauxacités ci-dessus, les substitutions
n‘affectent pas les propriétés polaires. Ceci swggpie la conservation des propriétés
physico-chimiques sur le site 645 est primordiaarpune bonne conformation de E1E2.

En l'absence du site E2N11, P1t2c28 a pu étre alesédrpar 3 sur 6 sérums
autologues Figure 3%.es résultats de Hellet al. montrent que I'absence du site E2N11 est
responsable d’'une augmentation de la sensibilitd aeutralisation vis-a-vis d’anticorps
homologues ou des monoclonaux anti-E2. L’hypoth#sa rble protecteur vis-a-vis de la

neutralisation de E2N11 a été évoqué dans ce déraiail : ce site réduirait 'accés de E2 au
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CD81 (Helle et al. 2007). Dans nos travaux, il p&s été noté d’augmentation notable de la
sensibilité de ce mutant a la neutralisation vissadu variant majoritaire (Figure 34 et Figure
35). Néanmoins, nous n‘avons pas pu réaliser cagétdes anticorps neutralisants faute de
disponibilité du matériel génétique. Signalons égednt que la sensibilité aux anticorps a été
testée vis-a-vis des variants de nature différetiten minoritaire, I'autre majoritaire, cible

probablement privilégiée de la réponse humorale,

Etude de la réponse neutralisante autologue

En raison de lgrande hétérogénéité génétique des enveloppes Qulvtlisation de
pseudoparticules portant des enveloppes hétéradquriet biaiser les conclusions concernant
I'étude de la réponse neutralisaridans divers travauxine réponse neutralisante hétérologue
a été détectée aussi bien au moment de I'hépatitig® que lors de I'hépatite C chronique
(Bartosch et al. 2003; Logvinoff et al. 2004; Netskal. 2005; Meunier et al. 2005). De plus,
il a été décrit que la réponse neutralisante dirigéntre des HCVpp autologues était plus
sensible que celle dirigée contre des HCVpp hé&gums. (Dowd et al 2009).

L’originalité de notre travail repose sur I'analydétaillée de deux cas de guérison
spontanée trés rapide lors d’'une infection par KCV Dans ces deux cas, la période de
clairance a été bien définie : entre 17 et 54 jaym®s le pic ’ALAT pour le patient P1 et
entre 48 et 83 jours pour le patient Par conséquent, nous avons pu définir clairemeiit qu
s’agissait d’'une élimination spontanée trés rapldeVHC. A notre connaissance, c'est la
premiére étude analysant la dynamique des variaraax précoces en association avec la
réponse neutralisante autologue lors d’'une guéspomtanée rapide chez un patient infecté
par une souche du VHC de type 3a. Datv@l. ont réalisé un travail sur la méme thématique
mais il s’agissait de patients infectés par de<isesi de génotype 1. Pour les trois cas de
guérison spontanée décrits, la viréemie s’était tié@a tardivement, c.a.d. entre 15 et 19 mois
(Dowd et al. 2009).

L’étude de la réponse neutralisante autologue isitée par la disponibilité
d’échantillons biologiques provenant de patient&visudepuis les étapes précoces de la
primo-infection et non traités. L’évolution de l@ponse neutralisante autologue en parallele
avec la dynamique des populations virales a puedpdorée dans de rares travaux, comme
celui mené par Von Hahet al. chez un patient porteur chronique suivi pendanar2é (von
Hahn et al. 2006). Dans le cas du VIH-1, les travpartant sur la réponse autologue ont

précisé un certain nombre de concepts sur les ns&cas d’échappement du virus a la
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neutralisation (Richman et al. 2003; Wei et al. 20Cette réponse était inefficace sur les
variants contemporains. Différents auteurs ontitées variants d’échappement précoces
présentant une redistribution des sites potentilelsN-glycosylation (Wei et al. 2003;
Dacheux et al. 2004; Sagar et al. 2006; Bunnik|e2@08; Chaillon et al. 2011). Des
mécanismes d’échappement analogues pourraienitagartia I'établissement d’une infection
persistante par le VHC (von Hahn et al. 2007). Mésneles sites de glycosylation
apparaissent plus conservés que pour le VIH-1 ¢Hadlial. 2007), les propriétés modulatrices
de certains glycanes situés sur les glycoprotaimsveloppe (E2N1, E2N6, E2N1Y)s-a-

vis de la neutralisation, ont pu étre démontrésna®si ces constatations restent a vérifier
Vivo.

Dans le cas du patient 1, l'intensité de la neigitibn autologue était la plus élevée au
moment de la clairance c.a.d. entre 17 et 54 japres le pic d’ALAT.Néanmoins, il s’agit
d’une interprétation de la valeur du pourcentageelgtralisation (a la dilution 1/50) et non
d’'un titrage mesurant 'activité neutralisante désums séquentiels. Dans le travail de Dowd
et al.,, la réponse autologue était forte vis-a-vis desiamts précoces au moment de
I'élimination virale mais il s’agissait dans cesi$r cas-la d’'une négativation tardive de la
virémie, au-dela de un an. Elle était absente viidiele aux phases précoces chez trois
patients ayant évolué vers la chronicité (Dowd.e2@09)

Dans le cas du patient P2, le variant majoritaRel&3n’a pas été trouvé 17 jours
plus tard dans I'échantillon P2t2, avec les limitekérentes au clonag®&lotons que la
réponse neutralisante contre cette pseudopartitaledéja détectable (> 50%) a cette étape
tres précoce (t1) (Figure 44), suggérant l'effitacde ces anticorps autologues pour
neutraliser ce variant et le rendre indétectablesda sang périphérique. A ce stade, les
anticorps autologues étaient absents contre leantaremergeant P2t2c6, mais étaient
détectables 83 jours apres le pic d’ALATet échec initial de la réponse neutralisante
autologue pourrait probablement expliquer I'émecgenle P2t2c6, qui était un clone
minoritaire a t1 (variants P2tlc4 et P2t1c26, fefmpe 2/41). La guérison spontanée s’est
produite entre le 48° et le 83™ jour, conjointement au développement de la réponse

neutralisante autologue (>80% a t4).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Ce travail a montré que la guérison spontanée @agidne infection par le VHC
s’accompagnait d'une réponse neutralisante autelogliapparition trés précoce.
Conjointement a cette défense de I'hnéte, nous awatrservéin vitro une réduction tres
importante de l'infectivité des variants aux étapescoces de I'infection par le VHC. Ce sont
deux éléments contributifs & I'éradication viraMais, nous sommes conscients que nos
conclusions sont limitées a I'exploitation de deas. Il faudrait renouveler ces observations
en explorant de la méme maniere des cas supplémesntBe plus, il aurait été pertinent
d’examiner parallelement l'efficacité et l'inter&sitle la réponse a médiation cellulaire et de
déterminer les polymorphismes génétiques pouvdlnkincer I'évolution de l'infection par le
VHC. Mais, notre travail étant rétrospectif, nows disposions pas du matériel biologique
adapte.

La persistance de la réponse neutralisante autelagtdela de I'éradication du VHC
est un résultat tres important de ce travail, quilé/e une interrogation : Quel rdle ces
anticorps joue-t-il en cas de réinfection ? Cecurpait étre réalisé, si nous avions a
disposition une cohorte de patients toxicomaneguladion trés exposée au risque de
réinfection. Il faudrait au préalable authentifisur le plan moléculaire la réalité de la
réinfection chez les patients étudiés.

Nos explorations moléculaires ont révélé gu'undédintiation génétique pouvait se
produire tres précocement en début d’infection (¢&2). Les résultats ont été obtenus apres
analyse des variants identifiés avec des technideedonage. Méme si le nombre de clones
étaient déja conséquent, il serait pertinent ddirtoar nos observations sur d’'autres cas de
guérison rapide avec une méthode fournissant urleeure représentativité de la population
virale, comme par exemple la PCR en dilution lin{feéngle Genomic Amplification). Par
ailleurs, nous envisageons d'étudier avec cette hooélogie les mécanismes de
diversification du VHC lors des évenements de trassion. Le modeéle choisi est la
transmission mere-enfant : nous avons l'opportugitéce a une collaboration avec une
équipe Thailandaise de disposer de sérums provehard dizaine de couples mére-enfant,
I'enfant ayant été contaminé par voie materno-feefdbus nous attacherons a déterminer les
caractéristiques moléculaires des variants transetisa en étudier les propriétés
fonctionnelles, en particulier l'infectivité et I|aensibilité aux anticorps neutralisants
maternels.

Nous avons porté une attention particuliere a uramrbminoritaire muté sur un site de

glycosylation (E2N11) théoriguement tres consemMéus confortons avec nos résultats
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I'hnypothése déja évoquée dans la littérature dale modulateur de ce site sur la sensibilité a
la neutralisation. Mais, ces expérimentations oté &alisées en utilisant des sérums
hétérologues ou des anticorps monoclonaux. Noubastewions vérifier nos observations

préliminaires en étudiant 'impact du maintien oai léhbolition de ce site. Pour cela, nous

sélectionnerons des prélevements sériques isslisadd0 patients porteurs chroniques du
VHC non traités. Le variant majoritaire de la «@gudespéce » circulant chez chacun de ces
patients sera identifie. Le site E2N11 de chacueant, s'il est présent, sera aboli par des
expériences de mutagénese dirigée. Des pseudapesti@trovirales portant les enveloppes
sauvages et mutées seront produites. Nous comparkxra@apacité des variants sauvages et
mutés a étre neutralisés par les sérums autolofjless suivrons ensuite la méme

méthodologie pour étudier le role des sites E2N&2M 1, décrits comme protégeant des

phénomenes de neutralisatiorvitro.
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el Inserm
Laura ESTEBAN RIESCO anRs)
Role des anticorps neutralisants autologues Sl s e os hpathes vrales
dans la guérison spontanée lors d'une
infection par le virus de 'hépatite C

Résumé

Environ 30% des patients infectés par le virus’déphatite C guérissent spontanément. Le but deasait
était (i) d’examiner I'évolution des protéines dvetoppe en cas de guérison spontanée (i) de can
I'infectivité des variants présents aux stades gués (iii) d’explorer la capacité neutralisante desicorps
(Ac) vis-a-vis des variants majoritaires et mirairié,s. Nous avons sélectionné 2 patients avec @patite
aigue C suivie d'une guérison treés rapide. Poutoggpla capacité d’entrée de ces variants et dptitude al
étre neutralisés, nous avons produit des pseudizylas rétrovirales portant les enveloppes deéckfiits
variants. Pour le ler patient, une réponse nesdratie autologue était détectable précocement, ame
maximum entre le 2eme et le 3ememois suivant lalysg. Elle était encore détectable au 30éme rRoisr
le 2éme patient, des Ac vis-a-vis du variant mggoe étaient détectés dans le sérum prélevé 4 mpres Ig
cytolyse et dans les sérums plus tardifs. Le tig® Ac était maximum au 5eéme mois. La réponse al@ante
est d’apparition précoce et persiste méme aprémiration virale. Ces observations nous questionmuear
rapport au role éventuel joué par ces Ac dansdsgie recontamination.

Mots-clés : Virus de I'hépatite C, guérison spoetn évolution, variants, enveloppe, glycosylati
neutralisation autologue

par

2C

Abstract

Only 30% of Hepatitis C virus infected individuakscover spontaneously. We investigated the mecimear
leading to early HCV clearance. The purpose ofwuosk was: (i) to explore the diversity and thelgagenetic
evolution of the HCV envelope glycoproteins, and thfectivity spectrum of isolated variants angd (o
analyze the ability of the autologous neutraliziegponse to control these variants. We selectedottients
who developed an acute HCV infection. To exploee ithpact of mutations on infectivity and neutrdiiaa,
retroviral pseudoparticules were produced with eéspntative E1 and E2 sequences. For the first tasg
maximum neutralizing activity was observed in tleeusn collected between 2 and 3 months post ALT p
the activity was still detectable after 30 montRer the second case, autologous neutralizing &ctwas
detected in every serum collected between 4 dagsl@nmonths after. A gradual increase of neutrating
activity was observed over time with a maximum % tmonths. We have shown that the neutralizingaese|
was detectable at early stages of primoinfectioth was sustained beyond the time at which the wvivas
cleared. These observations raise interesting igmesabout the role of such antibodies in case-@&xposure.

Key words: Hepatitis C virus, spontaneous recovewglution, variant, envelope, glycosylation, aaguus
neutralization
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