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AVANT-PROPOS

Dans le cas de I'infection par le virus de I'héga€ (VHC), 75 a 85% des patients évoluent
vers une infection persistante. La forme persistadg I'infection virale est responsable de la
pathogénécité du VHC en raison du développemettiedites hépatiques, telles que la cirrhose et
le carcinome hépatocellulaire. Ces stades termidaua maladie associée a I'infection par le VHC
représentent des indications majeures de transpiamtde foie dans les pays industrialisés. En
2010, il a été estimé qu’environ 160 millions diwidus sont chroniquement infectés par le VHC
dans le monde.

Aucun vaccin prophylactique n’est actuellementpdisble. Le traitement antiviral de
référence associe la combinaison interfémopégylé et ribavirine. Toutefois, il est tres malété
sur le plan clinique, biologique et psychologiqu@’est efficace que chez environ 50% des patients
chroniquement infectés par un VHC de génotype hoype le plus frequent en Europe et en
Amérique du Nord.

Depuis plusieurs années et dans le but d’améllergaitement anti-VHC et de développer
des outils thérapeutiques spécifiques de certaiidss virales, la recherche est active sur leecycl
viral et les mécanismes par lesquels le VHC échappteaitement antiviral de référence. En effet,
les mécanismes d’échappement du VHC au traitenoeinsal connus. Certains facteurs d’hote tels
gue I'age, le sexe, l'origine ethnique, les comdits ou encore des facteurs génétiques ont été mis
en évidence pour leur corrélation avec la réponge l@Eithérapie pégylée. Bien que des facteurs
virologiques comme les niveaux de charge virala eature du génotype du VHC soient associés a
la réponse au traitement, peu d’'informations saspahibles sur les caractéristiques moléculaires
des protéines virales, en particulier les glycafirms d’enveloppe, en lien avec la résistance au
traitement.

En raison du rdle important que jouent les glyotgines d’enveloppe E1 et E2 dans le
cycle viral et dans I'échappement aux réponses iniiaives de I'h6te, nous nous sommes
intéressés dans le cadre de ce projet a évaluercdeactéristiques moléculaires de ces
glycoprotéines et leur lien potentiel avec la ré&morau traitement antiviral de référence, tout
d’abord par des approches de bio-informatique st par des tests fonctionnels.

Dans une premiére partie, ce manuscrit fait un aeatlieux détaillé sur le sujet. Dans un
second temps, il présente les résultats obtensgloces travaux de these et leurs implications. Le

procédures expérimentales utilisées pour la rdalisdu travail figurent en annexe.



INTRODUCTION GENERALE

|. Découverte d’un virus responsable d’'une hépatite meA, non-B : le virus de
I'hépatite C (VHC)

Au début des années 70, des tests sérologiquesicpes des virus de I'hépatite A (VHA)
et B (VHB) ont été développés. En 1975, Feinsteinal. ont évalué une cohorte de 22 patients
pour qui un diagnostic d’hépatite post-transfusalenétait clairement établi. Les patients ont été
testés avant et apres transfusion sanguine pouVHk, le VHB ainsi que pour d’autres agents
viraux déja connus a I'époque comme pouvant éspomsables de dommages hépatiques (virus
d’Epstein Barr et cytomégalovirus). Leurs résultatd montré qu’aucun de ces virus n’étaient
impliqués dans ces cas d’hépatite. En outre, la rais cause d’'un agent non-viral dans ce type
d’hépatite a également été écartée. Ainsi, lesuasiten ont déduit qu'un probable nouvel agent
viral inconnu pouvait étre responsable de ces tépappelées “non-A, non-B” (NANBH) et que
cet agent serait communément transmis dans le catle la transfusion sanguine
(Feinstoneet al, 1975).

En 1978, Alteret al. réussirent a infecter des chimpanzés a partiédenss en provenance
de patients atteints d’'une NANBH post-transfusidiené.’évidence biochimique et histologique du
développement d’'une hépatite était retrouvée cloes tles chimpanzés infectés. Comme la
NANBH était transmise par des sérums de patienésng aussi bien d’'une hépatite aigué que
d’'une hépatite chronique, une phase de portagenicju® de I'agent responsable de la NANBH a
alors été fortement suggérée (Aladral, 1978). Ainsi, bien que I'agent causal ne f(t pasore
clairement identifié, les auteurs ont conclu queNEANBH étaient dues a un agent transmissible
qui pouvait persister et rester infectieux durar longue période.

Dans les années 80, une banque d’ADNc dérivée danséde chimpanzés atteints de
NANBH a été construite par Choet al. dans le bactériophagegtll, lequel permettait une
expression efficace des polypeptides codés paARNc (Choo et al, 1989). Cette banque a
ensuite été passée au crible avec des sérums i@atpatteints de NANBH, ce qui a permis
d’identifier un clone positif réactif aux anticorge ces patients (clone 5-1-1). Les caractérissique
moléculaires de ce clone ont ensuite été étudiipsd 1).

D’apres les propriétés moléculaires du clone 5-@'elst en 1989 aprés six ans de travail que
Choo et al. ont enfin pu identifier pour la premiére fois l&ag viral responsable des NANBH

(Chooet al, 1989). Cet agent causal fut dés lors rebaptises de I'hépatite C ou VHC.
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Cette découverte a permis rapidement de prévenmd@rité des cas de transmission du
VHC par transfusion sanguine. En effet, des 1990premier test ELISA était disponible et a
permis le dépistage systématique des donneurslaahgpart des pays occidentaux. Ceci a permis
de diminuer de plus de 70% l'incidence des hématiens le cadre de la transfusion sanguine pour
arriver a un taux résiduel d’'incidence de 1,5%spubche de 0% désormais. Les cas d’hépatite C
post-transfusionnelle ont en effet été pratiquem@madiqués en 1992 avec l'arrivée d'un test
ELISA de seconde génération, plus sensible (Altétaaghton, 2000).

Ultracentrifuge MNANBH
MNANBH-infectious patients
chimpanzes plasma
l Serum antibodies
Pellet

;ramota‘ / Figure 1. Schéma de l'approche
RNA+DNA i
\ posiioas T Inebate expérimentale de Chocet al.
m,/ (1989) ayant abouti a l'isolement
Bacterial cDNA libraries in “expression’ vector Agt1i
l moléculaire et a [lidentification
Deterrmine properies of clona 5-1-1 du VHC (d'aprés Houghton
« Extra-chromosomal
« Derived from RNA (~9600 nt) found any
L DI s s el s oo (Houghton, 2009)).

found anly in NANBH infactions

|

|dentification of hepatitis C virus
(HCV)

[I. Caractéristiques cliniques du VHC

1). Prévalence de l'infection par le VHC
a.Dans le monde

Comme la plupart des infections aigués par le V8@t ssymptomatiques, des données
fiables sur I'incidence des nouveaux cas d’infectpar le VHC sont difficiles a obtenir. Ainsi,
comme la mesure de l'incidence ne produit que rargrdes chiffres fiables, I'épidémiologie du
VHC est souvent évaluée a partir de données dalere.

En 2010, a partir de données publiées, Lavanchstim& que la prévalence mondiale du
VHC était de 2,35%, soit environ 160 millions d'midus chroniquement infectés risquant de
développer une cirrhose suivie ou non d'un carcedmpatocellulaire (Lavanchy, 2011). Ces
estimations sont en accord avec les données faupaie’ OMS qui évalue a 130 - 170 millions les
personnes aujourd’hui chroniguement infectées @afHC a travers le monde. Bien que le VHC

11



soit endémique dans le monde entier, il existe dendgs disparités dans sa distribution
géographique. Comme illustré danditpure 2, les pays du continent américain (a I'exceptiorade
Bolivie présentant un taux de prévalence de 4,1686)pays d’'Europe de I'Ouest et du Nord, la
majorité des pays du Maghreb, les pays a I'extr8ome du continent africain, les pays d’Asie
bordant le golfe du Bengale et I'Australie présantdes taux de prévalence relativement faibles
(< 2%). Une grande disparité existe au sein des payMoyen-Orient qui affichent des taux de
prévalence allant de < 1% jusqu'a > 10%. En eff&gypte est un pays de forte endémicité
atteignant un taux de prévalence du VHC de 14%4dhely, 2011). La principale cause de ce taux
élevé en Egypte remonte aux campagnes de traitedaantisse de la bilharziose par administration
parentérale d’antimoine. Ces campagnes ont étét@Ebulans les années 20 et arrétées dans les
années 80 (Frankt al, 2000). Les procédures d’hygiéne et de stéribsatiu matériel entre chaque
patient étaient souvent omises en raison d'un maggguipement et de contraintes de temps, ce
qui a certainement engendré une vaste transmisigota maladie au sein de la population
égyptienne. Les pays d’Europe de I'Est, d’Afriguen@ale et d’Asie sont globalement les plus
touchés par le VHC et présentent des taux de pée@alde moyens a élevés. En effet, 'endémicité
est globalement moyenne dans les pays d’EuropeEde de I'Asie Centrale, Orientale et du
Sud-Est avec des taux de prévalence variant ergteb2 (a I'exception de I'Ouzbékistan et de la
Mongolie atteignant des taux de prévalence éleve$,8% et 10,7%, respectivement). C’est
I'Afrigue Centrale qui regroupe le plus de paysnaémicité élevée dont une grande proportion
affiche des taux de prévalence compris entre D#t &t méme au-dela. En effet le Cameroun et le

Burundi atteignent des taux de prévalence de 1&83é 11,3%, respectivement (Lavanchy, 2011).
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Figure 2. Prévalence du VHC dans le monde en 2010 (d’apmearnchy (Lavanchy, 2011)).
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b. En France

Une enquéte de I'INVS incluant 14 416 sujets a régnée en 2004 afin d’évaluer la
prévalence de l'infection par le VHC en France wgttitaine (INVS, 2007). Cette étude a permis
d’estimer que le taux de prévalence d’anticorps\AHC dans la population francaise agee de 18 a
80 ans était de 0,84%, soit environ 367 000 pees®mporteuses d’'anticorps anti-VHC. Parmi les
personnes détectées séropositives dans I'étugrélalence de I'infection chronique par le VHC
était estimée a 65%. Ainsi, le taux de prévaleredidfection chronique au sein de la population
francaise agée de 18 a 80 ans a été estimé a 0se®%nviron 221 000 individus chroniquement
infectés. Globalement, parmi les personnes diagnasts séropositives pour le VHC durant cette
enquéte, seulement 57,4% d’entre elles avaientaissemnce de leur séropositivité.

L’étude a également montré que la séropositivitér pe VHC variait en fonction du sexe et de
l'age. En effet, la prévalence d’anticorps anti-VHCété estimée chez les hommes et chez les
femmes a 0,66% et 1,02%, respectivement. La pnéeald’anticorps anti-VHC la plus élevée était
retrouvée chez les personnes agées de 45 a 4R 28%] alors que la plus faible chez les
personnes agées de 18 a 24 ans (0,04%).

Toutefois, dans une étude plus récente de 2018ujede prévalence du VHC en France a été

estimé a un niveau plus élevé que celui détermanél'ptude de I'INVS en 2004. En effet,
Lavanchy a estimé que le taux de prévalence ercérmtait de 1,3% (Lavanchy, 2011).
Cette disparité dans les chiffres entre 2004 eDiurrait en partie étre due i). a la survenue de
nouveaux cas chez les personnes résidentes ereFiiqnia prise en compte ou non des personnes
agées de moins de 18 ans dans les estimationgvkdgmce et/ou iii). a une immigration accrue de
personnes nées dans un pays ou la prévalence duegHE2,5%, puisque selon I'INVS, ces

personnes présentent un risque d’'infection paHE€\lus élevé (INVS, 2007).

2). Aspects cliniques et physiopathologie de l'infectiopar le VHC

a. Mode de transmission

La transmission du VHC se fait essdletigent par voie parentérale. Avant I'apparition de
tests serologiques en 1990 permettant le dépisimiématique des donneurs de sang dans les pays
développés, la cause majeure de transmission du Y&pOsait sur les actes de transfusion
sanguine. Aujourd’hui, les cas de transmissioresaities transfusions sont pratiquement éradiqués.
De méme, l'application d’'un dépistage systématighez des donneurs d’organes a également

permis d’enrayer fortement les cas de transmisdens le cadre de la transplantation d’organes.
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Cependant, dans les pays n'appliquant pas en eooéis tests de dépistage (notamment les pays en
voie de développement), les actes de transfusingus@e et de transplantation d’organes restent
des sources importantes de transmission du VHC (Ab@s; Alter, 2007).

Ainsi, dans les pays développés, le facteur dgueisactuellement le plus important est
l'utilisation de drogues en intraveineuse (IV) li@éai partage du matériel d’injection entre
toxicomanes. D’aprés 98 études (publiées entre £#92000) mentionnant la prévalence du VHC
dans quasiment tous les pays d’Europe, Royal. ont rapporté que le taux de prévalence
d’anticorps anti-VHC au sein de la population eéeme des utilisateurs de drogues en IV variait
entre 30 et 98% (Rogt al, 2002). En revanche, aprés exposition accidendéellsang contaminé,
'incidence moyenne de la séroconversion anti-VHi@zcles personnels de santé n'a été estimée
qu’a 1,8% (Alter, 2007).

Contrairement aux pays développés, I'approvisiorerd@ des pays émergeants en matériel
meédical stérile peut étre faible voire inexistddans le contexte des injections thérapeutiques, ce
mangue conduit a la réutilisation de matériel $éudxposant les individus a un risque de
contamination. Par exemple, en Inde, la prévaleheeVHC chez des personnes ayant recu
plusieurs injections thérapeutiques contre la femhiose viscérale est de 31,1%, ce qui est
significativement plus élevé que la prévalence mageobservée dans I'ensemble de la population
indienne (Martinget al, 2011).

Il a été documenté que les patients sous hémodiglgsentent de hauts taux de prévalence
d’infection par le VHC. La transmission du virusndace contexte est généralement nosocomiale :
mauvaise deésinfection des appareils entre lesmigtipartage entre patients de matériel de dialyse
(comme la fiole d’'infusion) normalement a usageguei(Sy & Jamal, 2006).

Par ailleurs, le taux moyen de transmission vddic@de la mére a l'enfant) est
approximativement de 5%. Les facteurs de risque peuype de transmission peuvent étre une
charge virale élevée chez la mére, un accouchemmibngé ou encore une co-infection
VIH-VHC. En revanche, il semblerait que l'allaitentene contribue pas significativement a la
transmission du VHC (Martinst al, 2011).

Le comportement sexuel pourrait aussi contribuda @aransmission du VHC. Dans ce
contexte, les facteurs de risque peuvent inclakes: partenaires sexuel(le)s multiples, la présence
d’autres maladies sexuellement transmissibleshfinmnase, VIH, syphilis et chlamydiose) ou la
non-utilisation de préservatifs (Martiesal, 2011).

Pour finir, plusieurs autres modeles de transmissixistent tels que : tatouage, piercing,

acupuncture, rituels de scarification ou encoreoticision (Martingt al, 2011).
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b. Manifestations cliniques de l'infection par le VHC

La primo-infection par le VHC va en premier lieuctncher chez I'héte une phase aigué
qui pourra se résoudre spontanément. Cependantlalgrhgpart des cas, I'hépatite C va évoluer
vers une phase chronigue pouvant a long terme aenaules atteintes hépatiques graves comme la

cirrhose suivie ou non d’un carcinome hépatoceahelgdigure 3).

d

\ Infection aigtie

)\ Infection chronique
\ Cirrhose

Carcinome
\ hépatocellulaire

Guérison
spontanée
(15%-25%)

Figure 3 Histoire naturelle de l'infection par le VHC.

Lors d’une infection aigué par le VHC, I'ARN virgleut étre détecté dans le sérum de la
plupart des patients entre 1 a 2 semaines apgmaia-infection. Les niveaux d’ARN augmentent
rapidement dans les toutes premieres semainesnsulirdection puis ensuite plus lentement,
jusqu’a atteindre brievement des niveaux compriseedl@ & 10 Ul/mL juste avant le pic
d’élévation des transaminases (ALAT) dans le sémime début des symptdmes. La période
d’incubation du virus est relativement courte puesdiélévation des ALAT, indiquant une cytolyse
hépatique, commence entre 2 et 8 semaines appésia-infection (Hoofnagle, 2002jigure 4A).
Généralement, la plupart des individus sont asymatigues sur le plan clinique. Toutefois, selon
'OMS, environ 20% des personnes en phase aigliéntection peuvent présenter des symptomes
clinigues comme fievre, fatigue, anorexie, nausgmieszomissements, douleurs abdominales et/ou
articulaires, urines foncées, décoloration dessf@teactére. L'hépatite C aigué évolue trés raréamen
vers une hépatite fulminante. Grace au développerdame réponse immunitaire efficace,

I’hépatite aigué est résolue chez 15 a 25% desithds infectés par le VHC. Chez ces personnes, la
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clairance virale est généralement effective dass3la 6 mois suivant la primo-infection. Le reste
des patients évolue vers une hépatite C chronigpeésentant la majorité des cas.

Une hépatite chronique C est définie par la penstgt de 'ARN du VHC au moins 6 mois
apres la primo-infection. Le taux moyen de passafgechronicité est de 75-85% mais peut varier
en fonction de I'age, du sexe, de l'origine etheigt du statut immunitaire des individus.

Durant I'évolution de I'hépatite aigué vers la ahimté, les niveaux d’ARN du VHC et d'ALAT
peuvent fortement fluctuer et certains patientsuma période ou I'ARN du VHC est indétectable et
les niveaux d’ALAT sont normauxigure 4B). Cette période est immediatement suivie par une
forte remontée de la charge virale ainsi qu'uneatién des ALAT. Ce motif de clairance suivi
d’'un rebond virologique est observé chez au moimsquart des patients qui développent une
hépatite chronique. Cependant, il n'est détecté anez les patients régulierement suivis pour la
guantification de leur virémie. Ainsi, la fréquenoéelle de ce motif d’évolution pourrait étre
beaucoup plus élevée (Hoofnagle, 2002). La fluetnatde I'ARN du VHC ou le rebond
virologiqgue observés reflétent vraisemblablemestHappement du VHC au systéme immunitaire

permettant I'établissement de la chronicité defdation.
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Figure 4. Cinétique des marqueurs d®) ('infection VHC aigué résolutive etB() I'infection VHC

aigué qui évolue vers une infection chronique (cBagHoofnagle (Hoofnagle, 2002)).

Une fois que la chronicité de l'infection est étables niveaux d’ARN tendent a se stabiliser. La
plupart des patients atteints d’hépatite chroniGuant peu ou pas de symptémes cliniques, le plus
commun pouvant étre une fatigue intermittente. @fmig, des cas de douleurs a I'hypochondre
droit, de nausée et d’anorexie sont parfois raggoita chronicité de l'infection va engendrer chez
la plupart des patients des lésions nécro-inflaroitest hépatiques (Hoofnagle, 2002). Afin

d’apprécier le degré de sévérité de l'atteinte tigpe, la référence est la ponction biopsie
hépatique (PBH). L'analyse histologique de la biegsermettra de définir le score METAVIR
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associant un score d’activité (A0 a A3) et un saw&dibrose (FO a F4). Un score de fibrose F4 sera
révélateur d’'une cirrhose. A c6té de la PBH, dessteon-invasifs sont de plus en plus utilisés

(fibroscan, actitest-fibrotest).

Il a été estimé qu’environ 20% des patients chregngent infectés par le VHC développent une

cirrhose aprés 20 ans d’infection (Seeff, 2002eZLBs patients dont le diagnostic de cirrhosetC es
établi, l'incidence annuelle du développement daarcinome hépatocellulaire est de 1 a 4%

(Zein, 2003).

c. Manifestations extra-hépatiques de l'infection paVHC

Les manifestations extra-hépatiques (MEH) danstgexte d’'une infection VHC sont des
phénomenes fréquents puisqu’il est estimé qu’etiret 74% des patients infectés développeront
au moins une MEH au cours de la maladie. Plusidiitsl ont été rapportées dont la plus commune
est la cryoglobulinémie mixte. D’autres MEH de gr@s plus ou moins importantes ont été décrites
comme par exemple : lymphome non-Hodgkinien, patiphyichen plan, hypothyroidie ou encore

des manifestations rhumatologiques (Galessil, 2007).

3). Traitement de l'infection chronique par le VHC

a. Du premier traitement au traitement actuel de réf@re par IFNa pégylé et ribavirine

A la fin des années 80, il a été montré que I'iéren-o. (IFN-o) était capable de réduire le
niveau des transaminases dans le sérum (ASAT etTAlodarqueurs biologiques de la cytolyse
hépatique) ainsi que celui de la charge virale HCV Cette cytokine est devenue disponible au
début des années 90 pour le traitement des patigmsniquement infectés par le VHC
(Ramadori & Meier, 2001). Cependant, le taux denéps biochimiques soutenues (normalisation
du niveau des ALAT dans le sérum) et celui de répsrvirologiques soutenues (RVS : ARN du
VHC indétectable 6 mois apres l'arrét du traiterhétaient faibles chez les patients traités avec
cette molécule. Le taux de RVS n’excédait pas 6% (Ramadori & Meier, 2001).

En 1998, I'lFNe a été associé a la ribavirine (analogue nuclémpsidide la guanosine) ce
qui a permis d’augmenter le taux de réponses \gigles. En effet, dans une étude de Davial,
I'efficacité de la combinaison IFN-et ribavirine par rapport a celle de I'lFiNseul a été évaluée
dans une cohorte de 345 patients chroniquemertdtéset porteurs d’un VHC de génotype 1, 2 ou

3. Les résultats ont montré que le taux de RVS tsepatients traités par la bithérapie augmentait
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a 49% alors qu'l restait faible (5%) chez les eats traités uniquement par IFN-
(Daviset al, 1998).

Au début des années 2000, I'lFNségylé (PEG IFNx : molécule d'interféron stabilisée par
couplage a du polyéthylene glycol) a été introdais la bithérapie anti-VHC a la place de I'lN-
standard. A I'hneure actuelle, cette bithérapie pEgyeste le traitement de référence administré
chez les patients chroniquement infectés par le VHC
La pégylation de I'lFN produit une molécule biolggement active avec une demi-vie plus longue
et donc limite le nombre d’injections a une par aem, alors que le traitement par IleNstandard
nécessitait trois injections par semaine. De plug, été montré que l'association PEG lkNet
ribavirine augmentait le taux de réponses virologgja long terme par rapport a la bithérapie
standard. Selon trois essais cliniques de référéese¢aux de RVS chez les patients traités par PEG
IFN-o/ribavirine sont de 42-52% pour le génotype 1 et84% pour les génotypes 2 et 3
(Mannset al, 2001; Friecet al, 2002; Hadziyannist al, 2004).

Deux types de PEG IFNM-sont commercialisés : PEG IFIN2a et -2b. La posologie de la
bithérapie pégylée est généralement de 180 ugiserda PEG IFNx-2a ou de 1,5 pg/kg/semaine
de PEG IFNa-2b et de 800 a 1 400 mg/jour de ribavirine en fiomcdu génotype viral et du poids
du patient. D’apres des essais cliniques, les dutédraitement optimales sont ordinairement de 24
semaines pour les patients infectés par un VHCémotgpe 2 ou 3 et de 48 semaines pour ceux
porteurs d'un VHC de génotype 1, 4 et 6. Trop peuddnnées sont disponibles pour pouvoir
prévoir la durée optimale de traitement des paienfectés par un VHC de génotype 5
(Ghanyet al, 2009).

Cependant, le traitement est de plus en plus adtrénia la carte” en fonction notamment
des réponses virologiques tot apres linitiationtcaiitement. Par exemple, la réponse virologique
rapide (RVR: ARN du VHC indétectable 4 semainesegf’initiation du traitement) est un
excellent facteur prédictif d'une RVS. A l'inverskgchec du patient a développer une réponse
virologique précoce (RVP : diminution de 'ARN dwHZ > 2 log UI/mL 12 semaines apres le
début du traitement, cRVP : ARN du VHC indétectabla semaine 12) est un fort indicateur d’'une
absence ultérieure de RVS (Martinot-Peignetnral, 2009). Ainsi, la durée du traitement pourra
étre raccourcie en cas de RVR ou arrétée en chsatiae de RVP (Ghamy al, 2009).

Le traitement peut étre également affecté dansisse et sa posologie théoriques a cause de
la tolérance du patient présentant des effets iraddss. En effet, le traitement par PEG kNt
ribavirine entraine souvent de lourds effets seawad pouvant conduire a diminuer le dosage voire
interrompre prématurément le traitement.

Les effets secondaires les plus communs dus au IFEG incluent la fatigue, les douleurs

musculaires et des troubles psychologiques (dépresgsque suicidaire, irritabilité, anxiété et
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sommeil perturbé). Quant a la ribavirine, les sffsecondaires les plus frequents sont d’ordre

biologique et regroupent I'hémolyse et 'anémie (ydedet al, 2007).

b. Mode d’action de l'interféron- et de la ribavirine

- Interféronw

L'IFN-a et 3 sont des interférons de type I. Lors d’'une infactvirale, les interférons de
type | sont naturellement induits lors de la régomsmunitaire innée de I'hote. L'immunité innée
est déclenchée par 'activation de détecteurs le@is qui vont reconnaitre la présence des PAMPs
(pathogen-associated molecular patterridans le cas du VHC, les deux principaux détesteant
TLR3 (toll-like receptor 3 et RIG-I {etinoic acid inducible genekl La détection des PAMPs va
conduire a l'activation des facteurs de transaipiRF3 (nterferon regulatory factor Bet NFkB
(nuclear factorxB) qui seront transloqués au noyau cellulaire owdsveront la transcription du
gene de I'IFNB. L'IFN-B sécrété va agir de maniere autocrine et paragome stimuler le
récepteur tyrosine kinase de l'interféreffy- et ainsi activer la voie de signalisation Jak-STAT
L’activation de cette voie de signalisation va détieer sur la transcription des ISGs
(interferon-stimulated gengsPlus de 200 ISGs ont été identifiés parmi lelqlee PKR protein
kinase RNAds-dependgntla OAS @’-5-oligoadenylate synthetakeet la Mx1 (nyxovirus
resistance JLont des actions antivirales directes (Tai & Chu2@09), permettant de minimiser la
propagation du virus. Cependant, certaines praémhe VHC peuvent négativement moduler
immunité innée en interférant avec le bon dérmdat de la voie de signalisation de I'lFN ou en
interagissant directement avec les produits dess.ISt&ci sera discuté plus en détail pour les
protéines virales impliguées dans la partBIOLOGIE DU VHC, section ‘Organisation

génomique du VHC

Dans le cas d’'une infection VHC, cette voie de aligation endogéne de I'lFN de type |
déclenchée au niveau des cellules permissivesc{palement les hépatocytes) est la méme que
celle qui est empruntée par le PEG IkNexogene, administré lors du traitement anti-VHC

(figure 5).
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Figure 5. Voie de signalisation de I'lFN-(d’apres Aghemet al. (Aghemoet al, 2010)).

Outre son role crucial dans 'immunité innée, Eriéron de type | augmente la réponse
immunitaire adaptative contre le VHC. Par exemfle été montré que l'interféron de type |
stimule la prolifération des cellules T CD4+ mémpiaugmente la différenciation des cellules
dendritiques et permet d’accroitre I'expression@MH de classe | a la surface des hépatocytes
(Tai & Chung, 2009), nécessaire aux lymphocytedDB-€cytotoxiques pour la reconnaissance des
cellules infectées.

L'interféron de type | exerce donc d’une part uctvéé antivirale directe, et d’autre part
une activité antivirale indirecte via des mécanisimemunomodulateurs.

De plus, Le Bonet al. ont montré que I'lFN de type | pouvait stimuler léponse
immunitaire humorale. En effet, 10 jours aprésj¢aion de gammaglobulines de poulet (GGP) a
des souris B6, les auteurs ont mesuré les titrastidorps spécifiques des GGP dans le sérum par
un test ELISA. Leurs résultats montraient que I'adstration de GGP seule était faiblement
immunogéne. En revanche, en immunisant les soarignpection simultanée de GGP et d'IFN de
type |, les titres d’anticorps anti-GGP augmentaggnificativement dans le sérum des souris 10
jours apres l'injection. L'augmentation était ere@ius significative si les souris recevaient 1 a 2
injections supplémentaires d’IFN de type | apréariunisation. Ils ont donc conclu que I'lFN de
type | pouvait avoir une forte activité adjuvanteassi permettre d’accroitre la réponse humorale
primaire face a un antigene soluble (Le Bemnal, 2001). Par un mécanisme similaire, il est
possible d’envisager que le PEG INgsuisse stimuler 'immunité humorale chez les indlig
infectés par le VHC.
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- Ribavirine

La ribavirine est un analogue nucléosidique deulangsine synthétisé pour la premiére fois
en 1972 (Witkowsket al, 1972). Cette molécule correspondait au premieléoside synthétique
qui montrait une activité antivirale a large spe¢®idwellet al, 1972).

Le réle antiviral de la ribavirine reste encorecaufl’hui mal compris. Chez le patient traité,
la ribavirine est administrée sous forme de nudaospuis est convertie en ribavirine
monophosphate (RMP), diphosphate (RDP) puis triphate (RTP) grace a des kinases cellulaires.
La RMP induit une réduction du pool intracellulaide guanosine triphosphate (GTP) via sa
capacité a inhiber I'inosine monophosphate déstygirase (IMPDH). En effet, la RMP entre en
compétition avec le substrat naturel de cette epzyiimosine monophosphate (IMP). L'IMPDH
est cruciale pour la synthesie novode GTP qui est un précurseur essentiel pour |ghéga
intracellulaire de 'ARN (Graci & Cameron, 2006)’irhibition de 'IMPDH pourrait fortement
contribuer a I'activité antivirale de la ribavirinEn effet, en réduisant les niveaux intracellesir
du concurrent GTP, la ribavirine pourrait étre edfie en tant qu’inhibiteur de '’'ARN polymérase
ARN-dépendante virale ou en tant que mutagéne létal

La forme métabolique préedominante de la ribaviaoeniveau intracellulaire est la RTP. En
s’accumulant dans les cellules, il est possible qat analogue nucléotidique puisse entrer
efficacement en compétition avec les pools celletaide GTP et ainsi interagir avec I'ARN
polymérase virale pour inhiber la synthese de [I'ARMrs de Ila réplication
(Graci & Cameron, 2006).

Sur le modele de I'ARN polymérase ARN-dépendantepdiiovirus, Crottyet al. ont
montré que la ribavirine peut étre utilisée parRM polymérase virale et qu’elle peut étre
incorporée dans I’ARN durant la réplication du giCrottyet al, 2000). En outre, étant donné que
la ribavirine mime de par sa structure les basegpes, elle peut se lier aux bases pyrimidiques
cytidine et uridine avec une efficacité équivalef@eaci & Cameron, 2006). De cette maniére, la
ribavirine est capable d’entrainer un défaut dapphriement des bases. Ce phénomene conduirait
a une accumulation progressive de mutations danget®me viral jusqu'a atteindre un taux
d’erreurs qui serait létal pour le virus (“erreatastrophe”).

Une étude a porté sur I'hétérogénéité des quasieesp(mélange de variants viraux
génétiquement apparentés) du VHC (région codapblamérase virale NS5B) dans des lignées
d’hépatome humain Huh7 hébergeant un réplicon sugiEjue du VHC et cultivées en présence
de ribavirine ou non. Les lignées cellulaires é&ad par ribavirine montraient une augmentation
significative de la fréquence des mutations dan&BN8u VHC. De méme, la fréquence des
mutations augmentait dans les quasi-especes dengatthroniquement infectés par le VHC
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lorsqu’ils étaient traités par ribavirine en moretpie. Cependant, cet effet mutagene de la
ribavirine n’était pas détecté chez les patientaussithérapie pégylée de référence
(Hofmann et al, 2007). En revanche, une étude menée chez demnigatiraités pendant 24
semaines par ribavirine en monothérapie ou en raithe avec de I'lFNx n’a montré aucune
augmentation des taux de mutations du VHC (Chexaieal, 2007). Toutefois, les auteurs
n'avaient évalué I'accumulation des substitutionsl@otidiques que sur les 4 premieres semaines
de traitement. Lutchmaet al. ont étudié la variation de NS5B du VHC au courdrditement par
ribavirine en monothérapie chez 31 patients infepar un VHC de génotype 1. Une augmentation
du taux de mutations sur NS5B était observée dardd'™® semaine de traitement mais pas aprés la
semaine 24. Puisque le traitement par ribaviriaét éssocié a une élévation du taux de mutations
seulement transitoire, les auteurs ont conclu @uéité mutagéne de la ribavirine n’est pas lelse
mode d’action de la molécule (Lutchmeinal, 2007).

Une autre hypothése est que la ribavirine poup@sséder une activité immunomodulatrice.
En effet, une étude a analysé le profil d’exprassies génes dans les hépatocytes de patients
infectés par un VHC de génotype 1 qui avaient it par une dose unique de PEG trhlvec
ou sans ribavirine avant la biopsie hépatique. Et& montré que I'adjonction de ribavirine
augmentait les niveaux d’expression de plusieu@sI8t diminuait I'expression de plusieurs genes
impliqués dans I'inhibition de I'lFNx (Feld et al, 2007). Ce travail a démontré que la ribavirine
peut stimuler la réponse immunitaire innée méda¥d’[i-N.

Les modes d’action de la ribavirine mentionnés egsilis ne sont pas mutuellement
exclusifs. En effet, I'action antivirale de la nibane repose probablement sur une combinaison de

ces mécanismes.
c. Traitements émergeants et en perspective

Ces derniéres années, de gros progrés dans la@oamgion du cycle viral du VHC ont été
réalisés et ont permis de développer des agenitdrank agissant directement sur le processus
post-traductionnel ou la réplication du VHC en aitil directement les protéines virales impliquées
dans ces étapes du cycle. Ces agents constituepisies a poursuivre pour améliorer le traitement
antiviral.

En effet, la protéase NS3/4A du VHC a été recorsarame une cible importante dans le
cadre de la thérapie anti-VHC en raison du roleciatugu’elle joue dans le clivage de la
polyprotéine virale et de l'activité inhibitrice @lie exerce sur les protéines cellulaires requises
pour l'immunité innée (voir plus bas partiBIOLOGIE DU VHC, section ‘Organisation
génomique du VHG.
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De nombreuses anti-protéases sont actuellemertiagep | a Ill d’essais cliniques. Les deux seules
en phase lll sont le Télaprévir et le Bocéprévirjgaqu’a maintenant ont montré une forte activité
antivirale lors de leur utilisation en combinaisorec la bithérapie pégylée de référence. Les essais
clinigues ont montré que I'administration d’'undhérapie pégylée comportant I'une ou l'autre de
ces anti-protéases aboutissait a une augmentagaoiiiGative du taux de RVS chez des patients
infectés par un VHC de génotype 1 (génotype quomédple moins bien a la bithérapie pégylée
standard) naifs de tout traitement anti-VHC. Il @galement intéressant de constater que des taux
de RVS non-négligeables peuvent é&tre obtenus ches gatients retraités par
PEG IFNe/ribavirine/anti-protéase, alors qu’ils étaient srépondeurs a la bithérapie pégylée
standard (Vermehren & Sarrazin, 2011).

Cependant, l'introduction des ces anti-protéases @aegendrer des effets secondaires additionnels
a ceux causes par le PEG lleNet la ribavirine. Les plus importants sont I'anénfpour le
Télaprevir et le Bocéprévir) et les rashs cutamesir( le Télaprévir) dont certaines formes tres
graves (Birerdinc & Younossi, 2010). En outre, méldeur forte activité antivirale, ces
anti-protéases montrent une faible barriere génétigla résistance.

Une autre cible des agents antiviraux en voie éeldppement est 'ARN polymérase
ARN-dépendante NS5B du VHC qui permet la réplicatioale. Toutefois, ces inhibiteurs ne sont
actuellement qu’en phase | ou Il d’essais clinigi@esux types d’inhibiteurs de 'ARN polymérase
peuvent étre distingués : i). Inhibiteurs analoguesléosidiques qui miment les substrats naturels
de la polymérase (ribonucléotides) et qui sontgrég dans I'’ARN en cours d’élongation. Ces
inhibiteurs vont agir comme des terminateurs dénghpour stopper la polymérisation de I'ARN en
cours de syntheése. ii). Inhibiteurs analogues naméosidiques s’attachant a différents sites
allostériques de I'enzyme. L’attachement de cesibitdurs entraine une modification
conformationnelle de la protéine altérant la famcti enzymatique de la polymérase
(Vermehren & Sarrazin, 2011).

Parmi les analogues nucléosidiques, le RG 712k gdus avancé dans son développement (phase
I). Les plus récentes données indiquent que l'aistration de cet analogue en combinaison avec
la bithérapie pégylée aboutit a un fort taux de PRY¥ 80% contre seulement 49% pour les patients
traités par la bithérapie pégylée standard) chezpdaents infectés par un VHC de génotype 1 ou 4
et naifs de tout traitement (Jenstral, 2010).

Parmi les inhibiteurs non-nucléosidiques, on reteopar exemple 'ANA598 (phase Il) qui a été
testé en combinaison avec PEG IkMNbavirine chez des patients infectés par un ggreofl naifs

de traitement anti-VHC. Les essais cliniques ooémément rapporté que 73% des patients traités a

une dose de 200 mg de cet inhibiteur développentRVP (Lawitzet al, 2010).
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Une autre protéine virale intéressante a ciblerdea agents antiviraux est la NS5A. Cette
protéine virale intervient a plusieurs étapes defycle viral qui sont la réplication (joue uneré
de régulateur), 'assemblage et la libération dmsiqules du VHC néoformées. Les inhibiteurs de
la NS5A sont actuellement en phase | ou Il d’essamgyues. De récents résultats d’essais en phase
Il de linhibiteur de la NS5A BMS-790052 administe& combinaison avec la bithérapie pégylée
ont montré que 83% des patients traités a des dies&6 et 60 mg développaient une cRVP, alors
gue seulement 42% des patients traités par PEGulfibavirine/placebo développaient une cRVP
(Polet al, 2010).

Dans un futur proche, certaines de ces nouveltdéaunles pourront étre disponibles sur le
marché afin de pouvoir augmenter les chances d@sute réponse au traitement antiviral chez un
maximum de patients. Toutefois, ces molécules nasteassociées avec la bithérapie pégylée
standard, en tout cas dans les premiers temps. @am®ntexte, un autre axe de recherche est
actuellement en cours et correspond au développameemouveaux IFNs. Une étude a récemment
montré que le PEG IFIN{IFN de type Ill) a une activité antivirale ausfficace que le PEG IFN-
mais qu’il est mieux toléré par les patients (Matial, 2010).

Une autre piste intéressante pour améliorer leetne@nt anti-VHC serait de développer des
inhibiteurs d’entrée. Ces agents antiviraux poemgiétre concus afin de cibler directement les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC qui juueain rbéle fondamental dans la
reconnaissance des corécepteurs cellulaires et demme la premiéere étape du cycle viral qui est
'attachement et I'entrée du virus dans la celludge. Alternativement, ces molécules pourraient
cibler les corécepteurs cellulaires pour bloquesttdchement et I'entrée du virus. Les
caractéristiques des glycoprotéines E1 et E2 du \AHiSi que les propriétés et I'implication des
différents corécepteurs dans le processus d’attaehieet d’entrée du virus seront discutées plus en
détail dans la partieBIOLOGIE DU VHC.

Comme les glycoprotéines E1 et E2 sont les ciblagunes de I'immunité adaptative de
I'héte, des anticorps neutralisants (NAc) anti-VidQurraient représenter des outils thérapeutiques
interférant avec le processus d’entrée virale. Géaet, en raison de la haute variabilité des
glycoprotéines du VHC, le défi repose dans le dipmement d’Ac a activité neutralisante croisée
efficace et ciblant des épitopes conservés parms ties génotypes du VHC afin d’éviter
I'échappement du virus a ces Ac. Par exemple, gu&trdes ont montré la possibilité d’'une telle
approche :

a). Une région antigénique appelée ARS3, a été recemidentifiée dans la glycoprotéine E2 du
VHC. AR3 semble contenir des épitopes discontinus spnt formés par au moins trois
segments d’acides aminés aux positions 396-4244436et 523-540. Des Ac monoclonaux

(mAc) recombinants humains spécifiques de cettionégeutralisaienin vitro non seulement le
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b).

d).

clone infectieux en culture cellulaire (HCVcc, JEH3énotype 2a) mais également diverses
pseudoparticules rétrovirales du VHC (HCVpp) arborkes glycoprotéines d’enveloppe de
différentes souches (génotypes la, 1b, 2a, 2b5} &es résultats montrent qu’AR3 est un site
de neutralisation relativement bien conservé sudi&2/HC. Ces Ac ont également été testés
dans un modele murinhgman liver-chimeric Alb-uPA/SC)D L’injection de ces mAc
AR3-spécifiques pouvait protéger ces souris cdkitriection par un VHC de génotype la issu
du sérum d’un patient infecté, mais a de fortesentrations (Lavet al, 2008).

L’anticorps monoclonal (mAc) de souris AP33 recdhnan épitope linéaire s’étendant des
résidus 413 a 420 de E2 du VHC. Cet mAc neutralisfiicacement des HCVpp portant les
glycoprotéines du VHC de souches couvrant tougyéeotypes (1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5 et 6)
(Owsiankaet al, 2005; Tarret al, 2006). AP33 était également capable de neutrdéselone
infectieux JFH-1 (Tarret al, 2006). Ces résultats indiquent qu’AP33 cible ymitope de
neutralisation sur E2 relativement bien conservénp#ous les génotypes du VHC. Cependant,
la linéarité de I'épitope reconnu par le mAc AP33 eontroversée. En effet, avec le modele
HCVcc, une étude récente a isolé apres plusiessagas en culture cellulaire et en présence de
mAc AP33 des mutants capables d’échapper a ceD&x mutations ponctuelles dans E2 ont
éte identifiées chez quasiment tous les mutantshdj@pement aux positions 415 et 655, la
premiere présente dans I'épitope linéaire suggéné seconde distante de cet épitope. Or,
comme la mutation en position 655 participait aémitype d’échappement a mAc AP33, les
auteurs ont suggéré que Iépitope AP33 serait em dscontinu et probablement
conformationnel (Gal-Tananst al, 2008).

. Le HCV-Ab‘™68 est un mAc humain qui s’attache & E2 du VHC, tddépitope est

conformationnel et relativement bien conservé pdesigénotypes du VHC. Quatre acides
aminés a I'extrémité C-terminale de HVR1 de E2iagusun nombre inconnu d’acides aminés
supplémentaires sur E2 constituent I'épitope reaopar HCV-AB-68. Comme les patients
subissant une transplantation hépatique pour Hépetiironigue C en phase terminale sont
presque tous réinfectés de fagon précoce apresefte,gcet Ac a été testé pour évaluer son
innocuité et son efficacité a prévenir la récureede I'infection chez des patients transplantés.
Bien qu'aucune disparition de 'ARN du VHC n’aitéébbservée, tous les patients traités par
'Ac présentaient une diminution significative deut charge virale immédiatement apres la
greffe (Schianat al, 2006). De plus, I'incidence des effets indésieal@tait plus élevée dans le
groupe des patients recevant un placebo que danslee patients traités par HCV-AB68.
Meunier et al. ont décrit la capacité de mAc dirigés contre lgcgprotéine E1 du VHC a
pouvoir prévenir l'infection par le VHC. En effdes auteurs ont identifié deux mAc humains
(IGH505 and IGH526), dont les épitopes sont regésupgans une région C-terminale de
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'ectodomaine de E1 (acides aminés 313 a 327)étguent capables de fortement neutraliser les
HCVpp portant des glycoprotéines de génotypes i,a44d, 5a, 6a ainsi que des HCVpp portant
E1l et E2 de génotype 2a bien qu'a un plus faibleau. De plus, ces deux mAc étaient
capables de fortement neutraliser des HCVcc podeastprotéines structurales de génotype la
ou 2a (Meunieet al, 2008).

L’'option alternative serait d’empécher l'attachemet I'entrée du virus médiés par les
glycoprotéines d’enveloppe, en ciblant directentestcorécepteurs cellulaires impliqués dans cette
étape. Le VHC interagit principalement avec quédcteurs d’entrée qui sont tous requis pour une
infection productive : CD81, SR-Bls¢avenger receptode type B et de classe [), CLDN-1
(Claudine-1) et OCLN (Occludine).

Outre leur potentiel a inhiber l'infection VHI@ vitro (modeles HCVpp et HCVcc), des Ac
anti-CD81 administrés en prophylaxie ont été cagmbe prévenir I'infectiom vivo en utilisant le
modéle murirhuman liver-chimeric Alb-uPA/SCIMeulemaret al, 2008).

De leur cété, des Ac anti-SR-BI peuvent inhibenféction VHC in vitro en utilisant le
modele HCVcc (Cataness al, 2007). L'ITX 5061 est une petite molécule cibl@R-Bl qui a
récemment été développée. Sydeal. ont évalué I'impact de cette molécule sur I'entiéeVHC.
Leurs résultats ont indiqué que I''TX 5061 étaipable d’inhiber I'infectionin vitro d’hépatocytes
primaires humains et/ou de lignées cellulaires pht@éme par des HCVcc et des HCVpp de divers
génotypes (Sydeet al, 2011). De plus, I'I'TX 5061 a été évalué chez plies280 patients et
montrait de bons profils de pharmacocinétique etndcuité. Ceci fait de cette molécule un bon
candidat pour de futurs essais cliniques chez dtsnts infectés par le VHC.

Des anticorps monoclonaux anti-CLDN-1 peuvent iehikefficacement le pouvoir
infectieux des HCVcc (portant des protéines stmadés de génotype 1b ou 2a) et des HCVpp
portant les glycoprotéines de diverses souchesdetgpes variables (génotypes 1 a 6). De plus,
les Ac anti-CLDN-1 inhibaient fortement I'infectié des HCVpp portant les glycoprotéines E1 et
E2 de divers variants de quasi-espéces issus dengsachroniguement infectés par le VHC
(Fofanaet al, 2010).

Enfin, OCLN peut aussi étre considérée comme ubple @otentielle pour inhiber I'entrée
du VHC. Cependant, a notre connaissance, aucum©OE&LN inhibant l'infection VHC n’a a ce
jour été décrit.

Bien sar, le but ultime reste le développement d/ancin prophylactique contre le VHC.
Un tel vaccin serait plus facile d’accés pour lasgnts des pays en voie de développement.

Depuis plusieurs années, la recherche sur desngapobphylactiqgues anti-VHC est active.

Par exemple, des résultats encourageants ont &éusbchez des chimpanzés qui recevaient un
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vaccin prophylactique contenant des glycoprotéirtBsnveloppe E1 et E2 (gpEl/gpE2)
recombinantes et un adjuvant. Malgré I'absence mimité conduisant a une protection complete,
la progression de l'infection vers la forme chrar@q(phase de linfection responsable de la
pathogénicité du VHC chez I'humain) était inhibéansl la majorité des cas. Les chimpanzeés
vaccinés avec des gpE1l/gpE2 recombinantes étapables de produire des titres élevés d’Ac a
activité neutralisante croisée contre des HCVppambries glycoprotéines d’enveloppe des divers
génotypes du VHC (Houghton, 2011). Basé sur ceséksiencourageantes, un essai clinique de
phase | a été mené recemment chez 60 sujets humansentants pour évaluer la sécurité et
l'immunogénicité du vaccin HCV E1E2/MF59C.Ndvartis’ Vaccines and DiagnosticsCe
vaccin contient les gpEl/gpE2 recombinantes désivéeine souche VHC de génotype la
mélangées a I'adjuvant MF59C.1 du type “huile dBeau”. Les résultats ont montré qu’il était
bien toléré et immunogene. De fortes réponsesyaeghiocytes T Helpef’ (LTh) étaient obtenues
chez les volontaires et s’accompagnaient de tétegés d’Ac anti-gpE1/gpE2 similaires a ceux
observés chez les chimpanzés vaccinés. De plugitidssfaibles mais significatifs d’Ac bloquant
'attachement de la gpE2 recombinante au corécemeliulaire CD81 étaient présents chez de
nombreux sujets vaccinés (Fretyal, 2010).

Le TG4040 Transgeng) est un vaccin thérapeutique développé & pamin goxvirus recombinant
exprimant les protéines non-structurales NS3, NB4&t/NS5B d’'un isolat prototypique du VHC
de génotype 1b. Dans un essai clinique récent dseph ce vaccin était bien toléré, pouvait induire
des réponses immunitaires cellulaires spécifiquegrC et permettait de diminuer les niveaux de

charge virale (Habersetzeral, 2011).
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BIOLOGIE DU VHC

|. Propriétés intrinseques du VHC

1). Classification et caractéristiques biophysiques dHC

Le VHC appartient a la famille ddslaviviridae. Cette famille est subdivisée en plusieurs
genres : les-lavivirus le plus souvent responsables d’arboviroses (\deuta fievre jaune (YFV),
virus de la Dengue (DENV), virus du Nil occidental West Nile VirugWNV)) ; les Pestivirus
responsables de pathologies animales (virus deeséepporcine classique (VPPC), virus de la
diarrhée virale bovine (BVDV)) et lddepacivirusdont le VHC est le seul représentant.

Le VHC est un petit virus d'un diametre de 55 an®® (Kaitoet al, 1994) dont la particule
virale est constituée de l'extérieur vers lintémede trois structures: une enveloppe lipidique
dérivée lors de la sécrétion des membranes dwid@ticendoplasmique dans laquelle sont ancrées
les deux glycoprotéines d’enveloppe virale E1 et H2e capside icosaédriqgue formée par la
polymérisation de la protéine de capside C ou Garen génome viral a ARNigure 6).

Glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2

Capside

ARN viral
Enveloppe

55-65nm

Figure BReprésentation schématique d’un virion du VHC.

Plusieurs études ont montré que le VHC circule dtifférentes formes dans le sang des
patients infectés. En effet, les virions du VHCgardtent une distribution hétérogene lorsqu’ils sont
sépares sur gradient de sucrose par ultracenttifugde VHC est trouvé dans différentes fractions
du gradient dont les densités varient de 1,03 & @/&L (Andréet al, 2002). Cette variation de
densité correspond a la présence de virions sauseflibre” ou associés a des lipoprotéines de
densité variable. Ainsi, on peut retrouver desipalds virales associées aux lipoprotéines dedaibl

densité low density liproteinou LDL) ou de tres faible densitéefy low density lipoproteinsu
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VLDL). Des virions complexés a des immunoglobulirfgp, entrainant une augmentation de la
densité, peuvent également étre retrouvés. Lewngiriassociés aux lipoprotéines sont plus
infectieux que les virions circulant sous formebfé”. Les particules virales de faible densité,
généralement associées aux LDL ou VLDL, sont phisciieuses que les particules virales de
haute densité associées a des Ig. Ce potentiatied@ différentiel pourrait au moins en partie
s’expliquer par le fait que les virions de faibkndité semblent étre libres d’lg.

Une autre forme circulante du VHC a été décritesdas fractions de faible densité et a été appelée
lipo-viro-particule de faible densité (LVP). Ces BY infectieuses seraient en fait des
nucléocapsides non-enveloppées qui ont une cap#aitdchement au fragmemt Fc des IgG. Ces
LVPs sont des particules sphériques enrichiesiglydérides. Au minimum, elles contiennent de
I'apolipoprotéine B (ApoB) et tres probablement|tgpoE, 'ARN du VHC et la protéine Core
(Andréet al, 2002). Le pouvoir infectieux des LVPs pourraitfait étre médiée a I'étape d’entrée
par des protéines endogenes de I'h6te (apolipdpestéet récepteurs des lipoprotéines) plutét que
par des composants viraux tels que les glycopresé&irenveloppe E1 et E2. Le récepteur aux LDL
reconnait les lipoprotéines par un attachementcdieyec ApoB et ApoE. Ainsi, I'absence
d’intervention de composants viraux dans le pouudectieux des LVPs pourrait leur fournir un

mécanisme d’échappement a la réponse immunitaim®tale de I'héte.

2). Organisation génomique du VHC

Le génome du VHC est un ARN monocaténaire de pélgositive d’environ 9,6 kb. Cet
ARN génomique est constitué d’'un cadre de lectureed ©Epen reading frameu ORF) flanqué
de régions non-codantes aux extrémités 5’ (5’NCSINITR) et 3’ (3'NC ou3'NTR) fortement
structurées et relativement bien conservées.

L’ORF code une polyprotéine precurseur d’enviroOd® acides aminés. Cette polyprotéine est
synthétisée au niveau du réticulum endoplasmigug) (Ruis est co- et post-traductionnellement
clivée en 10 protéines virales par des protéaskslaies et virales (Moradpouet al, 2007)
(figure 7). Parmi ces protéines, on retrouve les protéitrestarales (Core, E1, E2) clivées par des
protéases cellulaires et les protéines non-straletsiou NS (p7 (ou NS1), NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A et NS5B) clivées par des protéases cellulgioes p7 et par les protéases virales pour toutes
les autres protéines NS (Moradpetial, 2007).
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Figure 7. Organisation génomique du VHC (d’apres Birerdind &ounossi (Birerdinc &
Younossi, 2010)).

a. Les régions non-codantes

La région 5’'NC, trés conservée et structurée, aunre région de 341 nucléotides. Elle
contient quatre domaines structurés distincts, moté@g | a IV. Les domaines Il & IV ainsi qu'une
trentaine de nucléotides de la phase codante comamirée codon d’initiation de la traduction AUG
constituent 'IRES (nucléotides 40 a 37fgure 8). L'IRES assure un rdle primordial dans
I'initiation de la traduction de I'ARN du VHC co#findépendante (Lukavsky, 2009).

Outre le réle fondamental de la région 5’NC dangdduction des protéines virales via I'|RES, elle
intervient dans la réplication de 'ARN. En effatne étude a montré que la quarantaine de
nucléotides (comprenant le domaine I) en amontIB&E$ sont essentiels pour la réplication de
'ARN du VHC. La délétion de cette séquence dan®’MC entrainait une perte du potentiel
réplicatif. Toutefois, une réplication efficace véert également des séquences de I'IRES dont au
moins le domaine Il (Friebet al, 2001).

In vitro, il a été montré que le micro-ARN (miR-122), sfigciement et abondamment exprimeé
dans le foie, facilitait la réplication du VHC emteragissant avec la région 5'NC
(Joplinget al, 2005). Une étude récente a mornitré&ivo que lesilencingde miR-122 entraine une
forte diminution de la virémie chez des chimpanz&sfordet al, 2010).
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La région 3'NC se compose de trois parties : un&rte séquence variable, une séquence
interne poly-uracile/pyrimidine (poly (U/UC)) deilta variable et une séquence terminale
hautement conservée de 98 nucléotides appeléenregid.a présence de la région 3'NC est
absolument requise pour la réplication de 'ARNaliin vivo (Schusteret al, 2002). Il a été
rapportéin vitro que la région X, formée de trois tiges-bouclesl (&IlI), peut servir de matrice
minimale pour l'initiation de la synthese du bridBN négatif (intermédiaire réplicatif) par TARN
polymérase virale NS5B. La 3'NC du brin d’ARN néfatuerait un rble analogue pour la synthése
du brin d’ARN positif (Smitret al, 2002).

b. Les régions codant les protéines virales
- La protéine C ou Core
La protéine C forme la nucléocapside virale entouf&ARN génomique du VHC. Lors de
sa maturation, elle est clivée du précurseur polgiue a la jonction Core-E1 par une signal

peptidase (SP) cellulaire en une forme immature2tlekDa contenant le peptide signal en
C-terminal qui est enchassé dans la membrane dWREecond clivage se produit au niveau du
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peptide signal grace a une signal peptide pepti(BB®) présente au niveau de la membrane du
RE, libérant ainsi une protéine C mature de 19 @@eLauchlanet al, 2002).

La protéine C mature est constituée de deux domaireedomaine D1 en N-terminal, riche
en acides aminés basiques, est impliqué dans itoriaavec 'ARN génomique permettant la
formation de la nucléocapside. Le domaine D2 erer@ihal, de nature hydrophobe, est
responsable de l'association de Core avec les ajetids lipidiques et avec la membrane du
réticulum endoplasmique (RE). L'interaction de Cavec la membrane du RE est nécessaire pour
le repliement et la stabilité de la protéine (Botlket al, 2005, 2006). Core joue un rdle important
dans le recrutement des protéines NS et des coewpldr réplication jusqu’aux membranes
associées aux gouttelettes lipidiques : ce recrménest crucial pour la production de virus
infectieux (Miyanariet al, 2007).

La surexpression de la protéine Core conduiraltinduction de la protéine SOCS-3
(suppressors of cytokine signaliny-@ui inhibe la phosphorylation de STAT1 par Jatbquant
ainsi la voie de signalisation de I'lFN de typeDe plus, Core inhiberait directement STAT1 en
s'attachant dans le domaine SH2 de STAT1, conduigata dégradation de STAT1 dans le
protéasome. Pour finir, Core entrainerait la suresgion de la protéine phosphatase 2A (PP2A),
qui conduit a 'hypométhylation de STAT1 dont larfe hypométhylée s’attache a la protéine
inhibitrice de STAT1 : PIAS1pfotein inhibitor of activated STAJ.1Cet attachement conduisant a
I'inhibition de STAT1 engendre alors un blocagelaeoie de signalisation de I'lFN de type | est

ainsi previent la transcription des ISGs (Tai & G9u2009).

- La protéine ARFP ou F

La protéine ARFP dlternative reading frame proteirou protéine Ffameshifj est une
protéine de 17 kDa qui a été identifié par des @gpesin vitro. Au départ, on pensait que cette
protéine était une simple forme tronquée de lagmetCore mais il a été montré que la synthése de
la protéine F est en fait issue d'tmameshift(décalage du cadre) ribosomal (¥tual, 2001). En
effet, la protéine F est synthétisée a partir ddoood’initiation AUG de la séquence codant la
polyprotéine suivi par uframeshiftribosomal -2/+1 durant le processus de traduc#amsi, cette
protéine est codée par un cadre de lecture alierfeternative reading frame ou ARFRjui
chevauche la séquence de [I'ORFopén reading frame codant & protéine Core
(Xu et al, 2001, 2003).

Apres sa syntheése, la protéine ARFP s’associe audeEe protéine a une demi-vie trés
courte (inférieure a 10 minutes) en raison de spidea dégradation par le protéasome
(Xu et al, 2003).
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L’existence d’anticorps et de réponses des cellliladirigés contre la protéine F a été
démontrée chez des patients infectés par le VHGn(Baal, 2004; Gaoet al, 2008). Cette
observation suggeére que la protéine ARFP est syséleén vivo, durant une infection naturelle par
le VHC.

Toutefois, bien qu’'une étude ait montré que I'espien de la protéine Core réprimait celle
de la protéine ARFP (WoHt al, 2008), le role exact de la protéine F dans ldecytal du VHC

n'est a I'heure actuelle pas connu.

- Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Lors de leur maturation, les glycoprotéines E1 &t 9bnt clivées de la polyprotéine
précurseur par une signal peptidase cellulairenaan de la membrane du RE (Peeiral, 2004).

En référence a la souche VHC H77 de génotype ladérauud’accession dans la banque de
géenes du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedAF009606), E1 et E2 comportent 192 et
362 acides aminés, respectivement. Par ailleuss,glgcoprotéines E1 et E2 ont des poids
moléculaires d’environ 31 kDa et 70 kDa, respeatigrt (Yagniket al, 2000).

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont degépres transmembranaires de type |
comportant toutes deux un ectodomaine N-terminalnetiomaine transmembranaire C-terminal
d’'une trentaine d’acides aminés. Les domaines rimantbranaires ont une double fonction : ils
permettent d’une part I'ancrage des glycoprotéoss la membrane du RE et d’autre part, jouent
un réle important dans la formation des hétéroden&l/E2 (Peniet al, 2004). En effet, E1 et E2
s’associent pour former des hétérodiméres non-eatah la surface des virions, qui sont enchassés
dans I'enveloppe virale dérivée du RE.

E1l et E2 sont exprimées a la surface de I'envelalpp@HC et constituent les déterminants
essentiels de la reconnaissance des coréceptasglycoprotéines jouent donc un rdle primordial
dans la premiére phase du cycle viral qui estaldiiément et I'entrée du virus dans la cellule héte.
En outre, I'exposition des glycoprotéines a laaefdu virion en font une cible de choix pour le
systeme immunitaire adaptatif. Un nombre importiépitopes ciblés par les Ac et par la réponse
cellulaire médiée par les lymphocytes T CD4+ et €08 été deécrit sur ces glycoprotéines
(Brownet al, 2007).

Les ectodomaines des glycoprotéines du VHC sorteh@nt glycosylés. Entre 4 et 5 sites
de glycosylation potentiels dans E1 et jusqu’a ftéssdans E2 peuvent étre modifies par
N-glycosylation. Certains de ces N-glycanes jouemtréle essentiel dans le repliement et/ou
'entrée du VHC. De plus, le haut niveau de glydasgn suggére que ces glycanes peuvent
moduler 'immunogénicité des glycoprotéines du VEelGestreindre I'attachement de certains Ac a
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leurs épitopes (Helleet al, 2007). La N-glycosylation des protéines s’effectlors de la
modification post-traductionnelle et ne se réaliséau niveau d’'un motif d’acides aminés bien
particulier : motif N-x-S/T-x. Dans ce motif, N gespond a une asparagine, S a une sérine, T a une
thréonine et x a n'importe quel acide aminé excepté proline (Kornfeld & Kornfeld, 1985;
Helle et al, 2007).

La glycoprotéine E2 contient trois régions hypetaes, nommées HVR1, HVR2 et
HVR3. La région HVR1, en zone N-terminale de lat@ire, est constituée de 27 acides aminés. La
région HVR2 est constituée de 9 acides aminés eédaon HVR3, comprise entre les régions
HVR1 et HVR2, se compose de 36 acides aminés (Ghatsal, 2006).

Une étude récente a réévalué la région HVR3. GHttde retrouvait cette région hypervariable
nommée ici HVR3 mais les résultats concluaient qu’elle pouvai ééstreinte a 17 acides aminés
(Torres-Puentet al, 2008). Toutefois, I'évaluation de HVR3 dans cétiede n’a été réalisée qu'a
partir de souches VHC de génotype 1.

En dépit de sa forte variabilité, les propriétéggitn-chimiques et la conformation de HVR1 sont
hautement conservées et HVR1 comporte des résmhigues a des positions spécifiques de sa
séquence (Peniet al, 2001). Ceci est cohérent avec le role fonctiomeeHVR1. En effet, HVR1
est la cible du systéeme immunitaire et interagicales corécepteurs HS et SR-BI nécessaires a
I'attachement et a I'entrée du virus, respectiveimAimsi, HVR1 est soumise a des pressions de
sélection positives et négatives, la poussant &mudur échapper a la réponse immunitaire de
I’héte tout en conservant ses propriétés struasregquises pour son réle fonctionnel dans I'entrée
virale.

Outre HVR1 de E2 qui intervient dans la reconraaiss de corécepteurs cellulaires,
d’autres régions de E2 sont impliquées dans lanreiesance des corécepteurs. En effet, E2
contient un site conformationnel d’attachement avécepteur CD81. Ce site de fixation est
sudivisé en quatre sous-sites (CO#Ading domairl, -2a, -2b et -3), dont un chevauche la région
HVR2 (CD81binding domainl).

Une cartographie des glycoprotéines E1 et E2 meméint 'essentiel des régions et des
sites d'intéréts fonctionnels est illustréefigure 9. Les positions des acides aminés sont exprimées
par rapport a la polyprotéine entiére et en réfggenla souche VHC H77-1a (numéro d’accession :
AF009606).

Krey et al. ont réecemment décrit la connectivité des 9 poigslftires de I'ectodomaine de
E2. Sur la base de leurs résultats et d’autresamndisponibles, ils ont suggéré que la protéine E2
pourrait présenter une structure tertiaire semelaldelle des protéines de fusion de classe Uiet g

E1l pourrait étre sa protéine chaperonne. En diieprédominance de feuillefs au sein de la
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structure secondaire et la connectivité des poistafdres permettent le repliement de la chaine

polypeptidique de I'ectodomaine de E2 d’une fagamilaire aux protéines de fusion de classe IlI.
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Figure 9. Cartographie fonctionnelle des glycoprotéines dsoppe E1 et E2 du VHC.
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De facon semblable a ces protéines, I'ectodomameEd présente trois domaines stucturaux
distincts nommeés DI, DIl et DIIl. Le modéle en gaiimensions développé par ces auteurs révele la
distribution des acides aminés de la protéine E2sdas différents domaines, notamment la
localisation des sites de fixation au récepteur CB8interface des domaines DI et DIIl. En raison
de son interaction avec le CD81, l'interface desdimes DI/DIII pourrait avoir un role important
au cours du changement conformationnel fusogéni@es.modele tridimensionnel de E2 a
€également mis en évidence une région d'acides amheutement conservés qui pourrait
correspondre a la boucle de fusion putative. Ailesiistribution des résidus cystéine générant la
formation des ponts disulfures est un élément abpibur un repliement tridimensionnel correct
(Krey et al, 2010).

La glycoprotéine E2 contient en C-terminal un domaippelé PePHDPKR-elFZ
phosphorylation homology domaiui interagirait directement avec la PKR celltdaipouvant

ainsi réprimer son activité antivirale (Tayktral, 1999).

- La protéine p7

La protéine p7 est un petit polypeptide hydrophoke 63 acides aminés
(Griffin et al, 2005). Comme Core, E1 et E2, la protéine p7 hiengénéralement classée dans les
protéines NS, est clivée du précurseur polypro&igeal par une signal peptidase cellulaire. Cette
protéine comporte deux domaines transmembranaiiesancrent dans la membrane du RE et qui
sont connectés par une boucle cytoplasmique (Sdledhj 2003).

La protéine p7 est essentielle pour la productiom \drions infectieux in vivo
(Sakaiet al, 2003) et pourrait appartenir a la famille desparines, qui permettent d’augmenter la
perméabilité membranaire. Il a été démontré qudopme un canal ionique dans des bicouches
lipidiques artificielles, renforcant I'hypothése 'eile pourrait se rapprocher des viroporines
(Griffin et al, 2003; Pavlow et al, 2003).

- La protéine NS2

La protéine NS2 est une protéine transmembranar®id a 23 kDa qui comporte en
N-terminal 96 résidus amino-acides hautement hyurbes, formant ainsi trois ou quatre domaines
transmembranaires au sein du RE. La partie C-tedmidle NS2 est localisée dans le cytoplasme.
Avec le domaine N-terminal de NS3, la localisatitenla région C-terminale de NS2 rend possible
I'activité de l'autoprotéase NS2/3 Zrdépendante, permettant de séparer ces protéimes tle
'autre a partir du précurseur polyprotéique. lété démontré que le clivage NS2/3 est essentiel
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pour la réplication de I'’ARN viral (Welbouret al, 2005). En outre, la protéine NS2 pourrait étre

impliquée dans 'assemblage et la libération dus/{iPietschmanaet al, 2006).

- Les protéines NS3 et NS4A

Les protéines NS3 et NS4A forment un complexe o essentiel pour le clivage de la
polyprotéine et la réplication de I’ARN viral. NS&t une protéine relativement hydrophobe de
69 kDa et NS4A est une petite protéine de 54 a@deseés.

Les 189 acides aminés N-terminaux de NS3 constititeedomaine sérine-protéase de la
protéine qui s’associe avec le cofacteur NS4A. eCatisociation permet de stabiliser le domaine
sérine-protéase de NS3 et de l'activer pour permdé clivage de la polyprotéine aux sites
NS4A/4B, NS4B/5A et NS5A/5B (Pengt al, 2004). La partie N-terminale hydrophobe de NS4A
forme un segment transmembranaire requis pour Rlgcoemplexe NS3/4A dans la membrane du
RE (Wdlket al, 2000; Peniret al, 2004).

Les 442 acides aminés C-terminaux de NS3 formentdamaine hélicase/NTPase qui
intervient dans la réplication de I'ARN viral. Cerdaine a probablement plusieurs fonctions:
activité NTPase stimulée par 'ARN, capacité det@ment a '’ARN, et intervention dans le
déroulement des régions de I'ARN riches en strestgecondaires. Ce phénoméne de déroulement
est couplé a I'hydrolyse de NTP qui fournit I'éniergnécessaire (Penigt al, 2004). L'activité
hélicase de la NS3 pourrait également permettrdismcier la forme réplicative ARN double brin
du VHC. De plus, le domaine hélicase de la prot&l88 joue un rble dans les étapes précoces de
la morphogénese des virions (Mdiaal, 2008).

La protéase NS3/4A abrogerait les fonctions efiees de IRF3 ifterferon regulatory
factor 3 et de RIG-I fetinoic acid-inductible gene}l(Foy et al, 2003, 2005). RIG-I est un des
deux principaux détecteurs des PAMPs dans le easedhfection par le VHC et IRF3 participe a
'activation de la transcription du gene de I'IEN-L’inhibition des ces facteurs cellulaires
empécherait I'expression des genes codant IB-NNS3/4A pourrait donc interférer dans les

mécanismes de I'immunité innée de I'hbte.

- La protéine NS4B

La protéine NS4B est une protéine de 27 kDa intégrent associée a la membrane du RE
qui contiendrait au moins quatre domaines transmanalires (Lundiret al, 2003). Cette protéine
induit la formation d’'un compartiment membranaipgcalisé, appelémiembranous wépqui est
le siege de la réplication de 'ARN viral (Eggaral, 2002).
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- La protéine NS5A

La protéine NS5A est une phosphoprotéine de 56kDa8ancrée dans la membrane du RE.
L’association a la membrane du RE est médiée pahahcea amphipatique présente a I'extrémité
N-terminale de NS5A. Apres cette héliceNS5A contient trois domaines distincts numéradtas
Il séparés par des séquences de faible complefitdd complexity sequenceu LCS)
(Tellinghuisenet al, 2004). La région N-terminale du domaine | cortigmatre résidus cystéines,
qui génerent un motif d’attachement au zinc. Desatians empéchant soit I'ancrage de NS5A
dans la membrane du RE, soit I'attachement au s, Iétales pour la réplication de 'ARN viral
(Tellinghuisenret al, 2005). Ceci souligne le réle potentiel de NS5Agl& réplication de ’ARN.

Le domaine Il de NS5A contient une région appel&DOR (nterferon sensitivity
determining regiop (Tellinghuisenet al, 2004). L'ISDR est impliquée dans l'interactioneavia
protéine cellulaire PKR induite en réponse a I'lfBhleet al, 1998). L’interaction entre ISDR et
PKR inhiberait I'activité antivirale de cette degre.

Le domaine Il est une des régions les moins ce@ssr du génome du VHC
(Tellinghuisenet al, 2004). Appekt al. ont identifié ce domaine comme un déterminant i@
pour la formation des particules virales. En efiies, protéines Core et NS5A “colocalisent” au sein
des gouttelettes lipidiques qui semblent étre ten @our 'assemblage des particules du VHC. La
délétion du domaine Il de NS5A empéche cette @isation, la formation des particules virales
infectieuses et conduit a une accumulation de Caweniveau des gouttelettes lipidiques
(Appel et al, 2008). Comme le domaine Ill de NS5A fait partes dégions les plus variables du
génome viral, divers isolats du VHC peuvent monties différences dans leur niveau de
production de virions et ainsi dans leur pathogéhnic

Une étude récente a montré que NS5A interagit &apolipoprotéine cellulaire ApoE
(Benga et al, 2010). Cette interaction NS5A/ApoE était impotearpour l'assemblage des
particules virales et la libération des virionseictieux hors de la cellule héte.

- La protéine NS5B

La protéine NS5B est 'ARN polymérase ARN-dépendadu VHC qui catalyse la
réplication du génome viral. C’est une protéine6@8ekDa comportant un motif GDD conservé
(résidus glycine — acide aspatique — acide asp@&ftigaractéristique des ARN polymérases virales
ARN-dépendante et qui correspond au site catalgtagpul’enzyme.

Les 21 acides aminés de la région C-terminale déBNSorment un domaine
transmembranaire-hélicoidal, qui est responsable de son ancrage ldamembrane du RE et de
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son orientation cytoplasmique (Moradpaairal, 2004). En outre, I'association de NS5B avec la
membrane du RE est essentielle pour la réplicadier’ARN viral (Moradpouret al, 2004).
L’'analyse tridimensionnelle de NS5B a révélé quitecprotéine ressemble a une main droite qui
comportent les domaines structuraux appelés “paufiigigts” et “pouce” (Agoet al, 1999;
Bressanelliet al, 2002). Cette structure est similaire a celle oetrée chez d’autres polymérases
(Joyce & Steitz, 1995).

[I. Variabilité génétique du VHC

Le VHC est un virus présentant une haute varigbgnétique qui s’exprime a plusieurs
niveaux : variabilité inter-génotypique (génotypesgariabilité intra-génotypique (sous-types) et
variabilité intra-héte (quasi-espéces). En effats danalyses phylogénétiques de séquences de
souches du VHC isolées dans différentes partieandade ont conduit a lidentification de
différents génotypes. Il existe six génotypes majénumérotés 1 a 6) qui sont décomposés en de
nombreux sous-types (identifiés par une lettre stole apres le numéro du génotype : 1a, 1b, 2c,
3a, 4a,...) (Pawlotsky, 2003). Il est intéressantndeer qu’'un septieme génotype (génotype 7)
aurait été retenu récemment a partir de I'étudesélum de trois patients originaires d’Afrique
Centrale (Murphyet al, 2007; Gottweiret al, 2009). Les différents génotypes et sous-types ne
sont pas uniformément distribués au niveau monBial.exemple, les sous-types 1la et 1b sont les
génotypes les plus communément rencontrés en Ewtopex Etats-Unis alors qu’en Afrique du
Nord et au Moyen-Orient, c’est le génotype 4 gédamine (Zein, 2000).

De plus, au sein de I'héte infecté, le VHC circataus forme de quasi-espéces, c'est-a-dire
sous forme d’une population hétérogéne de varigingsix genétiquement proches mais distincts
(Pawlotsky, 2003).

Une estimation des divergences nucléotidiques egérmtypes, sous-types, isolats au sein d'un

méme sous-type et variants de quasi-espéces esidalans ld¢ableau 1

Terme Nomenclature Gamme de variations
nucléotidiques (%)
Génotype 1a6 30% a 50%
Sous-type a, b, c,.. 15% a 30%
Isolat 5% a 15%
Quasi-espéce 1% a 5%

Tableau 1.Variabilité génétique du VHC (d’apres Hoofnagleo@fhagle, 2002)).

39



La haute variabilité du VHC est imputable en prerieu a une production quotidienne tres
élevée de virions chez les patients infectés. Cptteluction a été estimée a environ'?10
virions/jour (Neumanret al, 1998). En outre, cette forte production est déso@ I'absence
d’activité correctrice exonucléasique-3'’5’ de 'ARN polymérase ARN-dépendante virale (N$5B
qui entraine un taux derreurs d'environ “10substitutions nucléotidiques/site/an
(Ogataet al, 1991). Enfin, les pressions immunitaires exerg@ed’hbte influencent la variabilité
virale.

La répartition des zones de haute variabilité sigdnome du VHC n’est pas homogene. Par
exemple, la région 5’NC fait partie des réegionggdnome les plus conservées avec une homologie
de séquence entre diverses souches du VHC estipiés de 90% (Buklet al, 1992). De méme,
le géne codant la protéine de capside Core préaantéorte conservation parmi les génotypes 1 a 6
du VHC avec une similaritt de séquence nucléotaicgstimée entre 79,4% et 99%
(Bukh et al, 1994). A l'inverse, d’autres régions du VHC sdwutement variables. Parmi les
régions les plus variables, la région variable Wi3pesition C-terminale de la protéine NS5A et
certaines régions des glycoprotéines d’envelopraevont été décrites (Pawlotsky, 2003).

Trois régions hypervariables (HVR1, HVR2 et HVR3htcété mises en évidence dans la
glycoprotéine d’enveloppe E2. HVR1 varie considiaient entre différentes souches du VHC. En
effet, Simmonds a rapporté que des variants de-typesl1b épidémiologiquement non-liés
différaient en moyenne de 13,2 acides aminés suRHYtonstitué de 27 acides aminés) ce qui
représente une divergence moyenne entre les séguele 49%, alors qu’'une divergence de
seulement 9% était observée sur le reste du gériSimamonds, 1999). De plus, apres 17 ans
d’infection, une divergence dans HVR1 supérieur86& a eté observée entre des individus
infectés par le méme inoculum du VHC (Simmonds,9)9&xposées a la surface du virion, les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont des cipladlégiées de la réponse immunitaire. Ainsi,
la forte divergence observée dans HVR1 apres piissiannées d’infection chez ces patients
originellement infectés par le méme isolat viraupétre attribuée a la pression exercée par le
systeme immunitaire de I'héte sur les quasi-espéaesHC.

En évoluant rapidement, les quasi-espéces viralsngitent le plus souvent d'assurer la
persistance du virus en sélectionnant des variadéptés a leur environnement, lequel change
continuellement au cours d’'une infection par le VHZ®:tte adaptation implique des forces de
sélection opposées qui sont d’'une part, les corimistructurales et fonctionnelles imposées pour
assurer au virus le maintien de son potentiel tidag (pressions de sélection négatives) et d’autre
part, les pressions de sélection positives pritheipant liées aux réponses immunitaires humorale
et cellulaire de I'h6te. L'administration d’'un trament antiviral fait partie des facteurs externes

entrainant un changement environnemental pourdasigspéces du VHC (Pawlotsky, 2003).
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lll. Entrée du VHC dans la cellule héte : premiére étaperuciale du cycle viral

Le VHC a un tropisme principalement hépatocytaiis effet, la permissivité des
hépatocytes au VHC a été démontnéevitro et in vivo. Cependant, des travaux ont montré la
sensibilité de plusieurs autres types cellulaire$indection par le VHCin vitro, avec une
production virale toutefois discutée peripheral blood mononuclear cellou PBMCs
(Caussin-Schwemlinget al, 2001), cellules dendritiques dérivées de monacysanguins
(Navaset al, 2002) ou encore cellules de Kupffer (Rogeal, 2003).

La premiere étape du cycle viral du VHC correspatidttachement et a I'entrée des virions
dans la cellule hoéte via leur interaction avec tesécepteurs cellulaires. Cette étape sera

développée en détail dans les sections qui suivent.

La derniére phase de I'entrée virale est la fupidrdépendante du virus avec les endosomes
cellulaires, qui engendre la décapsidation du Vid{a ébération de son génome a ARN de polarité
positive (+) dans le cytoplasme de la cellule hBtARN génomique va alors servir directement a
la synthese des protéines virales au sein du héticendoplasmique (RE). En paralléle, cet ARN+
va servir a la synthése de brins d’ARN de polaré§ative (ARN-, intermédiaires réplicatifs) grace
a ’ARN polymérase ARN-dépendante virale au nivdas complexes de réplication, localisés dans
la membrane du RE. Ces ARN- vont a leur tour setgimatrice pour générer de nouveaux brins
d’ARN+ génomiques. Les protéines structurales \semvir a 'assemblage de nouvelles particules
virales qui suivront la voie de sécrétion cellidgusqu’a leur exportation hors de la cellule par u

phénomene de bourgeonnement.

La figure 10 illustre les différentes étapes du cycle viral\dldC dans sa principale cible

cellulaire : 'hépatocyte.
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Figure 10.Cycle viral du VHC au niveau de sa principale eibtéllulaire : I'hépatocyte (d’aprés
Zeiselet al. (Zeiselet al, 2011)).

1). Facteurs d’entrée impliqués dans l'attachement eténtrée virale

L’attachement et I'entrée du VHC dans la celluléeh§ont complexes et se déroulent en
plusieurs étapes. Par l'utilisation de différentsdélesin vitro, plusieurs corécepteurs putatifs du
VHC exprimés a la surface cellulaire ont pu étreentdfiés: la tétraspanine CD81
(Pileri et al, 1998), SR-Bl (ou scavenger recepteBl) (Scarselli et al, 2002), les
glycosaminoglycanes (GAG) heparan sulfates (HS)t(Bet al, 2003), Claudine-1 (CLDN-1)
(Evanset al, 2007) et plus récemment Occludine (OCLN) (Pktsal, 2009).

Lesglycosaminoglycanes (GAG)eprésentent le premier site d’ancrage pour debneax
virus infectant les cellules eucaryotes. La contpmsiet la quantité des GAG varient en fonction du
tissu, du type cellulaire et du stade de dévelogmencellulaire. Dans le foie, ce sont des
glycosaminoglycanes hautement sulfatés.

Les GAG hautement sulfatés hépatocytaires apgadparan sulfates (HS)(Barth et al, 2006)
constituent le premier site d’attachement du VH@cala cellule cible. En effet, il a été montré
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in vitro, en utilisant une protéine recombinante soluble EH2 (sE2, sans domaine
transmembranaire) et le modéle HCNké particle’ présentant I'hétérodimeére E1/E2 (HCV-LP),
gue la glycoprotéine E2 du VHC s’attachait spéaiimment aux molécules de HS exprimées a la
surface cellulaire de lignées d’hépatome humaintfBat al, 2003). Une autre étude a montré que
’héparine (analogue de I'heparan sulfate) inhibéinfection des HCVcc quand elle était
administrée durant I'attachement du virus (Koutsdislet al, 2006). Cette méme étude montrait
gue le prétraitement des cellules avec de I'hépadr{ienzyme dégradant I'heparan sulfate) réduisait
fortement l'infection des HCVcc. Tout ceci suggégement que le HS interagit avec E2 du VHC

au moment de I'étape d’attachement permettantteémiinfection des cellules cibles.

Le CD81 est une protéine de surface cellulaire de 25 Ig2atli et al, 2006), membre de la
famille des tétraspanines qui sont des glycopreteitransmembranaires de type Ill. Ces
glycoprotéines comportent quatre segments transmagraipes, produisant ainsi deux boucles
extracellulaires dmall (SEL) et large (LEL) extracellular loopy et de courtes régions
intracellulaires (Martiret al, 2005) {igure 11). La localisation tissulaire de CD81 est ubiquéai
excepté au niveau des cellules anucléees (Bdrtd, 2006). CD81 est le premier récepteur du
VHC a avoir été identifié en utilisant une sE2 €Riéet al, 1998).

Milieu extracellulaire Figure 11. Schéma de CD8L1 : corécepteur
cellulaire du VHC (d’aprés Delandeg al.
(Delandreet al, 2009)).

- SEL :Small extracellular loop
Cytoplasme - LEL : Large extracellular loop

Membrane plasmique

Des formes recombinantes solubles de CD81-LEL hamreant capables de s’attacher a la
glycoprotéine E2 du VHC et ainsi d’'inhiber son natgion avec le récepteur cellulaire CD81
(Flint et al, 1999). De plus, des Ac anti-CD81 inhibémtvitro I'entrée du VHC dans les lignées
d’hépatome, d'aprés les modeles HCVpp et HCVcc iighet al, 2004; Zhonget al, 2005;
Wakita et al, 2005). Ces données ont démontré le réle de CE81dans I'entrée du VHC. En
outre, basé sur l'adjonction d’Ac anti-CD81 a diffiéts intervalles de temps durant la phase
précoce de linfection, Koutsoudakist al. ont prouvé en utilisant le systeme HCVcc que
linhibition du VHC par les Ac anti-CD81 se prodais a une étape post-attachement
(Koutsoudakiset al, 2006).
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En utilisant le modele HCVpp, Owsianlet al. ont déterminé des résidus cruciaux pour
'attachement de E2 a CD81 : W420, Y527, W529, GBBID535 (Owsiankat al, 2006). Ces
résidus sont conservés parmi tous les génotyp®&4idu

Toutefois, la distribution ubiquitaire de CD81 nermpet pas d’expliquer le tropisme du
VHC principalement restreint aux hépatocytes, staggeque CD81 joue un rble de cofacteur et que

d’autres molécules a la surface cellulaire sonfiopges dans le processus d’entrée virale.

En utilisant une sE2 pour identifier des protéidessurface impliquées dans l'entrée du
VHC, Scarselliet al. ont caractérisé Iscavenger receptode classe B et de type | (SR-BI ou
Cla-1 chez 'Homme)(Scarselliet al, 2002). SR-BI est une protéine de 82 kDa qui catepteux
segments transmembranaires, générant ainsi une langcle extracellulaire et deux courts
domaines cytoplasmiques. Cette protéine contientsit@s potentiels de N-glycosylation
(Cocquerelet al, 2006) figure 12). SR-BlI est hautement exprimé dans le foie, lssus
stéroidogéniques (ovaires, glandes surrénales)ediri 2001), et est aussi exprimé par les
monocytes, les macrophages, les cellules dendegiqumyéloides et plasmacytoides
(Yamadaet al, 2005), les lymphocytes B (Stamatakial, 2009).

Figure 12 Schéma de SR-Bl: corécepteur
cellulaire du VHC (d'apres Cocquerett al.
(Cocquerekt al, 2006)).

La boucle extracellulaire de SR-BI contient 9 sites
potentiels de N-glycosylation (en vert) et 6 résidu
cystéine (en violet). De plus, SR-BI est palmitoylé
au niveau de deux cystéines localisées a son
extremité C-terminale.

Milieu extracellulaire

®c

Cytoplasme

Le SR-BI peut se lier a plusieurs lipoprotéinetetefjue les HDL, VLDL, LDL, les formes
aceétylées et oxydées des LDL ainsi que les vésiadde phospholipides anioniques. La fonction
primaire de SR-BI est de médier le transport désreslu cholestérol associés aux HDL par un
mécanisme d’assimilation sélective. Dans ce typendeanisme, la lipoprotéine HDL s’attache a

SR-BI puis les esters du cholestérol sont délirda membrane plasmique sans assimilation ni
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dégradation de la particule HDL entiére. En ous®-Bl stimule le flux bidirectionnel du
cholestérol libre entre les cellules et les lipagires (Connelly & Williams, 2004).

Il a été montré que les ligands naturels de SR-&dutent I'infection par le VHC. En effet, I'ajout
de HDL humain lors de linfection de lignées d’htgpae par des HCVpp engendrait une
augmentation du pouvoir infectieux de ces HCVpp ig¥et et al, 2005). A [linverse,
von Hahnet al. ont démontré que la forme oxydée des LDL étaiablpd’inhiber I'infection par
les HCVpp et les HCVcc (von Halat al,, 2006).

En outre, HVR1 de E2 intervient dans l'interactemire E2 et SR-Bl et module I'effet positif des
HDL sur I'entrée du VHC. En effet, la délétion d&¥RIL aboutissait a I'abrogation de l'interaction
de sE2 avec SR-BI (Scarsebt al, 2002). De plus, en utilisant le modéle HCVpp ffée
facilitateur des HDL sur l'entrée du VHC était abolorsque HVR1 était délétée
(Voissetet al, 2005; Bartosclet al, 2005; Drewset al, 2007).

En raison de son réle dans le transport du chot@st8R-Bl est une protéine capable de
modifier la composition lipidique de la membrandudaire. Ainsi, il est possible d'imaginer que
I'effet facilitateur des HDL sur I'entrée du VHC isda conséquence d’'une modification de la
membrane plasmique induite par SR-BI pour qu’ilspai remplir son rble biologique aprés sa
liaison avec le HDL, son ligand principal natur€ette modification pourrait faciliter une des
étapes d’entrée du virus, comme par exemple larfusiembranaire. Alternativement, il a été
proposé que le VHC puisse interagir avec SR-BI leis lipoprotéines, fournissant ainsi un
mécanisme d’entrée de substitution en présenceAde(Maillard et al, 2006). Tout en conservant
son potentiel infectieux, le VHC pourrait ainsi épper a la réponse immunitaire humorale via un
masquage des épitopes neutralisants par les ligghpes. Une autre étude a montré que l'infection
des HCVcc en l'absence de lipoprotéines peut éwmbibée par des Ac anti-SR-BI

(Zeiselet al, 2007a), suggeérant une interaction directe eaf&irions et le récepteur SR-BI.

En passant au crible une banque d’ADNc généréeati gda la lignée d’hépatome humain
Huh7.5 hautement permissive a l'infection par le G/HEvanset al. ont identifi€ une protéine
additionnelle impliquée dans I'entrée du VHClaudine-1 (ou CLDN-1) En effet, ils ont montré
gue I'expression de CLDN-1 rendait la lignée celitd rénale embryonnaire HEK 293T permissive
a l'infection par les HCVpp et les HCVcc (Evaetsal, 2007).

CLDN-1 appartient a la grande famille des Claudioemposée d’au moins 24 membres. Les
Claudines sont des protéines transmembranairestite paille (entre 20 et 27 kDa) impliquées
dans la formation des jonctions serrées (Van étdiliAnderson, 2006). Ces protéines comportent
guatre domaines transmembranaires produisant unesggnédian intracellulaire, deux domaines

extracellulaires (ECL1 et ECL2) et des segmentadedlulaires N- et C-terminaux. Le segment
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N-terminal est tres court, constitué de 2 a 6 tésidla boucle extracellulaire ECL1 des Claudines
est caractérisée par la présence d'un motif-8LWs;-Cs4-Csq hautement conservdiqure 13).
CLDN-1 est hautement exprimée dans le foie ainse quar d’autres tissus épithéliaux
(Furuseet al, 1998).

Figure 13 Schéma de CLDN-1:

corécepteur cellulaire du VHC (dapres

Milieu extracellulaire Cukiermaret al. (Cukiermaret al, 2009)).

Membrane plasmique - ECLL1 :Extracellular loop 1
- ECL2 :Extracellular loop 2
Cytoplasme - TM: Transmembrane domain

CLDN-1 est impliquée dans l'entrée du virus danse ugtape suivant [attachement
(Evans et al, 2007). Jusqu'a aujourd’hui, une interaction dieeentre les glycoprotéines
d’enveloppe E1/E2 et le récepteur CLDN-1 n’a paéschirement démontrée. Toutefois, a partir du
modele HCVpp, il a été montré que les six résidusstituant le motif trés conservé parmi toutes
les Claudines (motif \A-GLWs3-Cs4-Csy) et les résidus 132, D38 et E48 dans la boucle E@# 1
CLDN-1 sont importants pour I'entrée du VHC (Evansl, 2007; Cukiermaset al, 2009).

CLDN-1 et CD81 “colocalisent” sur les surfacescape et basolatérale des hépatocytes
(Reynoldset al, 2008) En outre, Harriet al. ont démontré qu€LDN-1 s’associe a CD81 pour
former des complexes récepteurs CLDN-1/CD81 (Hatred, 2008).

Des mutations sur les résidus 32 et 48 (I132M etkii4tans 'ECL1 de CLDN-1 peuvent rompre
'association CLDN-1/CD81 et sa fonction de réceaptgrobablement en raison d’'une altération
conformationnelle d’'ECL1. De plus, lintroductiomviersée de ces mutations aux deux résidus
d’ECL1 (M32l et K48E) dans le récepteur inactif QWEY rend possible I'association avec CD81,
ainsi que I'entrée virale (Harret al, 2010). En outre, la nature conservée de ces asidus (132

et E48) sur ECL1 de CLDN-1 est importante pourtféa du VHC (Evanst al, 2007). La
formation des complexes CLDN-1/CD81 via des résidosservés (notamment 132 et E48 sur
ECL1) est essentielle pour promouvoir I'infecticar e VHC (Harriset al, 2010).

Pour finir, il a été montré que I'expression stadbdedeux autres membres de la famille des
Claudines, CLDN-6 et CLDN-9 dans des cellules népatiques (cellules HEK 293T), peuvent les
rendre permissives a l'infection par des HCVpp (#het al, 2007; Meertenst al, 2008). Il est
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intéressant de noter que, contrairement a CLDNEDNG6 et CLDN-9 sont exprimées dans le foie
mais aussi au niveau des PBMCs (Zheh@l, 2007). Cette distribution de CLDN-6 et CLDN-9
dans des tissus non-hépatiques pourrait expliquemoins en partie, le mécanisme d’infection

extra-hépatique du VHC et en I'occurrence son lgopisme (Caussin-Schwemlirg al, 2001).

Plus récemment, une autre protéine des jonctioméese |I0ccludine (ou OCLN), a été
identifiée comme autre facteur cellulaire essemixlr 'entrée du VHC. Tout comme pour le mode
de découverte de CLDN-1 en tant que cofacteur ceniu VHC, OCLN a été identifiée comme
corécepteur additionnel en passant au crible umgusa d’ADNc générée a partir de la lignée
d’hépatome humain Huh7.5 hautement permissivenfettion par le VHC. La lignée de carcinome
rénal (786-0) naturellement résistante a l'infectiar le VHC, exprime de hauts niveaux de CD81,
SR-Bl et CLDN-1 mais approximativement 17 fois n®iFOCLN que la lignée d’hépatome
Huh7.5. La surexpression d’OCLN dans ces cellubesles conduit & une trés forte augmentation
de leur infection par les HCVpp. De plus, la répiras de I'expression d’'OCLN entraine
inhibition de l'infection de la lignée d’hépatomidep3B par des HCVpp et celle des cellules
Huh7.5 par des HCVpp et des HCVcc (Plesal, 2009).

OCLN est une protéine transmembranaire d’envirbnkba exclusivement localisée au
niveau des jonctions serrées des cellules épitbglidCette protéine comprend quatre domaines
transmembranaires générant un segment médian altlace, deux boucles extracellulaires
(ECL1 et ECL2) et deux domaines N- et C-terminayo@asmiques, court en N-terminal et long
en C-terminalfigure 14) (Tsukitaet al, 1999).

Milieu extracellulaire

Figure 14 Schéma d’OCLN : corécepteur

T Membrane plasmique cellulaire du VHC (d’aprés Tsukitat al.
""""" (Tsukitaet al, 1999)).

Cytoplasme
ne? & — - ECL1 :Extracellular loop 1
g - ECLZ2: Extracellular loop :

L’intervention d’'OCLN dans le mécanisme d'entrée MHC se produirait a une étape
suivant I'attachement. En effet, Benedietoal. ont montré qu’OCLN serait impliquée dans I'étape
de fusion du VHC avec la cellule héte, médiée pas Iglycoprotéines d’enveloppe
(Benedicteet al, 2009). Dans une autre étude, ils ont montré quiateraction intracellulaire entre
la glycoprotéine E2 et Occludine se produisait @kctoet al, 2008). De méme, Liet al. ont

montré qu’OCLN était requise dans I'entrée du VHQ@e cette protéine co-précipitait avec E2
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dans la lignée dhépatome Huh7.5.1 infectée par dé8Vcc. Avec le systeme
d'immunoprécipitation qu’ils ont utilisé, les autsuwnt noté que la détection de cette interaction
pouvait soit dériver d’'un pool intracellulaire dengplexes OCLN/E2 ou de complexes formés
durant I'entrée virale (Liet al, 2009). D’aprés ces données, il est donc posdibtfeginer qu’une
association OCLN/E2 puisse se produire dans le adimpent extracellulaire apres I'attachement

du VHC, probablement pour promouvoir la fusion meanliire du virus avec la cellule hote.

2). Processus d’entrée du VHC

In vivo, le VHC interagit vraisemblablement avec les stg$abasolatérales des hépatocytes.
Les glycosaminoglycanes HS correspondent aux premgtes d’attachement du VHC
(Barthet al, 2003; Koutsoudakist al, 2006) avant d’interagir avec plusieurs facteuesntiée qui
sont CD81 (Pileriet al, 1998; Koutsoudakist al, 2006), SR-Bl (Scarsellet al, 2002;
Voissetet al, 2005), CLDN-1 (Evanst al, 2007) et OCLN (Plosst al,, 2009).
Tous ces facteurs sont requis pour une infectioduymtive par le VHC, suggérant que I'entrée du
virus pourrait étre meédiée par la formation de clexgs entre les différents facteurs d’entrée du

VHC au niveau de la membrane plasmique (Zaisal, 2007a; Kriegeet al, 2010).

Des études de FRETlorescence resonance energy transtart fourni la preuve que des
complexes CLDN-1/CD81 se forment et jouent un ralans [linfection par le VHC
(Harris et al, 2008, 2010). En outre, la formation de complex#DN-1, -6, -9/CD81 est
essentielle pour l'entrée virale (Kriegat al, 2010; Harriset al, 2010). Cependant, les
connaissances sur d’autre(s) association(s) petlis) entre co-facteurs d’entrée sont limitées.
Par exemple, il a été montré que CLDN-1 localiséela membrane plasmique interagit avec
OCLN mais cette association n'a pas montré dedmne interaction CLDN-1/OCLN et infection
du VHC (Harriset al, 2010).

La séquence des événements menant de linteradilidfHC avec les récepteurs cellulaires
a l'internalisation virale suivie de la fusion membaire reste encore aujourd’hui mal connue.
Cependant, plusieurs études utilisant les modelegro HCVpp et HCVcc ont montré que I'entrée
du VHC dans les lignées d’hépatome et les hépascprimaires humains s’effectuait par
endocytose médiée par la clathrine (Blanclaral, 2006; Codraret al, 2006; Colleret al, 2009).
Durant la phase d’internalisation du VHC dansdadie d’hépatome humain Huh7.5, il a été montré
gue le VHC “colocalisait” avec CD81 et CLDN-1 erhdes des jonctions cellulaires (Colkral,
2009). En outre, Schwagt al. ont démontré que les niveaux d’expression de SBt@e CLDN-1
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sont positivement modulés par le contact celluldeeellules d’hépatome portées a confluence. Ce
contact cellulaire permet de favoriser l'internalisn des HCVcc. Alors que la surexpression de
CLDN-1 dans des cellules non-confluentes ne pepastde reproduire cet effet, celle de SR-BI
augmente l'internalisation des HCVcc. Un role deBRlans l'internalisation du VHC en fonction
de son taux d’expression a donc été suggére (Selavat, 2009).

Généralement, I'endocytose médiée par la clathtiaesporte les virus entrants ainsi que leurs
récepteurs vers les endosomes dits précoces dstévthrsh & Helenius, 2006). En utilisant le
modele HCVpp, Meertenst al. ont montré que le VHC semblait étre délivré unigaat aux
endosomes précoces (Meertensl, 2006). Ceci est cohérent avec des données réamatatrant

gue le VHC et Rab5a (marqueur des endosomes pscaodocalisent” (Colleet al, 2009).

L’acidification du pH au niveau des endosomes @ssignal pour la fusion membranaire
permettant la pénétration et la décapsidation dusysuivies de la libération du génome viral dans
la cellule héte. La pénétration des virus envelspgiéffectue par leur fusion avec la membrane
cellulaire, qui est catalysée par des protéinesfud®on enchassées dans I'enveloppe virale
(Smith & Helenius, 2004). A I'heure actuelle, legcanismes de la fusion du VHC ne sont pas
completement compris. Toutefois, des études onttndaque I'entrée des HCVpp et des HCVcc
était inhibée en présence d’inhibiteurs de [l'addiion des endosomes tels que la
concanamycine A, le chlorure d'ammonium, la bafilome Al et la chloroquine (Hset al, 2003;
Blanchard et al, 2006). Ces résultats suggerent qu'un processusfudg®n membranaire
pH-dépendant est requis pour libérer ’TARN génoraigu VHC dans le cytoplasme de la cellule
hote.

Chez les virus, deux classes de protéines de fasistent :

i). Les protéines de fusion de classe | menthémagglutinine du virus de la grippe (genre
Influenzavirus, famille Orthomyxoviridag: ces protéines sont synthétisées sous forme de
précurseur et leur clivage protéolytique généereeptide de fusion N-terminal qui est enfoui dans
le trimeére pré-fusion. Aprées I'endocytose, 'acidétion du pH provoque I'expulsion de ce peptide
qui s’ancre alors dans la membrane cellulaire (®6]12004).

ii). Les protéines de fusion de classe home le virus de la forét de Semliki &emliki Forest
virus (genre Alphavirus famille Togaviridag : dans leur forme pré-fusion, ces protéines sont
repliées sous forme d’hétérodimére avec la prot@irésente en amont dans la polyprotéine
précurseur. Cette protéine agit comme une chaperdarna protéine de fusion. Ces protéines de
fusion contiennent trois domaines (DI a DIIl), cha@adoptant des repliements en feuillgtsAu
lieu d'un peptide de fusion N-terminal, les pro&srde fusion de classe Il comportent une boucle

de fusion interne localisée au bout du domaine Ddldissociation du dimére protéique (protéine
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de fusion et sa chaperonne) a pH faible entraiggdsition de la boucle de fusion qui s’insére
alors dans la membrane cellulaire (Sollner, 2004yt al, 2010).

Trés récemment, Kregt al. ont suggéré que le repliement de la glycoprot&edu VHC serait
semblable a celui des protéines virales de fusemldsse Il et que la glycoprotéine E1 serait sa
chaperonne (Kregt al, 2010) (voir plus haut, parti€Organisation génomique du VHGection
“Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et)E2

Ces données soulignent I'implication de E1 et E2sda fusion membranaire pH-dépendante. De
plus, basée sur le systeme HCVcc, une étude a équoé la fusion du VHC était non seulement
pH-dépendante mais qu’elle était également liéena’'part a la composition lipidique des
membranes virale et cellulaire et d’autre parg glycoprotéine E2 (Haiet al, 2009).

Pour étudier le réle des facteurs viraux et calletadans la fusion du VHC, des travaux ont utilisé
des testsin vitro de fusion cellule “donneuse”/cellule “acceptric&lans lesquels les cellules
donneuses expriment a leur surface les glycopreséiin VHC et les cellules acceptrices expriment
les facteurs d’entrée du VHC. Ces tests de fusiom gH-dépendants et montrent que la fusion du
VHC est également dépendante des glycoprotéinest ER du VHC. En outre, ils ont permis de
mettre en évidence lI'implication de CD81 (Kobayastal, 2006), de CLDN-1 (Evanst al, 2007)

et d’OCLN (Benedictet al, 2009) dans le processus de fusion.

Les virus peuvent utiliser le transfert de cellaleellule pour infecter les cellules voisines
(Marsh & Helenius, 2006), leur permettant ainsicti&pper aux interactions potentielles avec les
NAc circulant dans le milieu extracellulaire. Ddascas du VHC, le transfert de cellule a cellule a
été décrit impliguant au moins CD81 et CLDN-1 (Tawgb al, 2008).
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MODELES D’ETUDE DU VHC

Le premier modéle d’étude consistait a infecter kiégatocytes primaires avec du VHC
natif dérivé du sérum de patients infectés. Cependa VHC natif ne se réplique que tres
faiblement en culture cellulaire et nécessite wthitique de RT-PCR pour détecter I'infection
virale. En outre, avec ce modeéle, peu de moyenenétdisponibles pour étudier les différentes
étapes du cycle viral. Ainsi, I'absence d'un systede culture cellulaire robuste a pendant
longtemps été un frein pour I'étude et la compré&imndu cycle viral du VHC.

Différents modélef vitro ont été progressivement mis au point afin de ptrend’étudier
efficacement les différentes étapes du cycle \drdl sont I'attachement, I'entrée, la réplication,
'assemblage et la libération des virions. Ces rfexdéncluent les glycoprotéines d’enveloppe
recombinantes solubles (sE2), legrtis-like’ particules du VHC (HCV-LP), les pseudoparticules
rétrovirales du VHC (HCVpp), les réplicons subgéimpms et génomiques du VHC et, plus
récemment, le modéle du clone infectieux du VHCcelure cellulaire (HCVcc). Ces différents
systemes d’étud@ vitro seront décrits dans la premiére partie.

En paralléle, des modéles pour étudier le VHCvivo ont été développés et ont
progressivement évolué, allant du modéle chimpgumsmu’au modéle souris, plus accessible. Ces
modeles seront également décrits dans la secontie. pa

I. Les modelesn vitro

En premier lieu, les caractéristiques fonctiolasetles glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2
ont été étudiées. Cependant, en raison de la pe&skEnleur domaine transmembranaire respectif,
ces glycoprotéines d’enveloppe avaient tendancagaégier entre elles en adoptant un repliement
incorrect et également a étre retenues dans la memldu RE lorsqu’elles étaient exprimées
in vitro. En effet, le domaine transmembranaire de ce®ipex permet naturellement leur ancrage
dans la membrane du RE, phénoméne important paices derniéres puissent étre présentes en
fin de cycle a la surface de I'enveloppe virale desns néoformés lors de leur sécrétion horsade |
cellule héte. En outre, ces domaines transmembemaicontiennent des séquences
d’hétérodimérisation qui permettent la formations deomplexes E1/E2 liés de maniere
non-covalente. Pour contourner ce probleme, la tisoluétait de tronquer le domaine
transmembranaire. Cette approche a permis d’obtdesr protéines excrétées et correctement
repliées (Michalalet al, 1997).
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L'utilisation de laglycoprotéine d’enveloppe E2 recombinante solublesE2) dont le
domaine transmembranaire est délété, a permis ndfifide trois des principaux corécepteurs
putatifs du VHC via leur interaction avec sSE2. Lesrécepteurs identifiés par ce systéme
regroupent la tétraspanine CD81 (Pileti al, 1998), le SR-BI (Scarselket al, 2002) et les
glycosaminoglycanes HS (Bargth al, 2003).

Cependant, sE2 est uniqguement exprimée sous fdenmeonomeéres. Or, les glycoprotéines
d’enveloppe sont présentes a la surface des vigongant qu’hétérodiméres. Ainsi, la protéine
recombinante sE2 a permis de mettre en évidermterction E2/corécepteurs mais pas d’explorer
en détail les mécanismes d’attachement et d’emégiiés par les deux glycoprotéines d’enveloppe

hétérodimérisées.

Les“virus-like” particules du VHC (HCV-LP) sont produites dans des cellules d’insectes
en utilisant un vecteur baculoviral recombinant teaant les genes exprimant les protéines
structurales du VHC (protéine de capside Core ytogirotéines d’enveloppe E1 et E2). Dans les
cellules d’insectes, les protéines structurales WIC sont assemblées dans une particule
enveloppée Virus-like' appelée HCV-LP. Cependant, les HCV-LP produitesmd les cellules
d’'insectes ne sont pas sécrétées dans le miliecultiere cellulaire. Ainsi, la récupération des
particules s’effectue par une étape de purificatjan nécessite de lyser les cellules productrices.
Les HCV-LP semblent encapsider de 'ARN du VHC idsula transcription des génes structuraux
apportés par le vecteur. Cependant, comme 'ARMNygsidé est incomplet (uniguement les genes
codant les protéines structurales, aucune prot@mnestructurale), les HCV-LP sont incapables de
se répliquer. La caractérisation des HCV-LP a &wgle leurs propriétés biophysiques étaient
similaires a celles des virions isolés dans leraéta patients infectés (Baumettal, 1998).

De plus, il a été montré que les glycoprotéineswkloppe E1 et E2 s’associent sous forme
d’hétérodimeres non-covalents au niveau des HC\e&Rjui correspond a la conformation des
glycoprotéines d’enveloppe des virions natifs (Baunet al, 1999; Wellnitzet al, 2002).
L’adoption d’'une conformation native par E1 et HAeepotentiel des HCV-LP a s’attacher et a
entrer dans plusieurs types de cellules hépatiquesines (incluant les hépatocytes primaires et
plusieurs lignées d’hépatome) (Triyatet al, 2002) ainsi que dans les cellules dendritiques
(Barth et al, 2005), font des HCV-LP un modéle d’étude intémasgpour analyser la premiére
étape du cycle viral du VHC qui est l'attachemantentrée du virus. De plus, il a été montré que
les HCV-LP présentent des propriétés antigéniqeesbkables a celles du virus sauvage. Ainsi,
elles ont été proposées i). comme un potentiel idabhdraccinal (Baumeret al, 1999), et
ii). comme un outil détude des mécanismes déchagnt du VHC aux NAc
(Steinmanret al, 2004).
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Toutefois, I'absence de gene rapporteur dans pasicules entraine [utilisation de
techniques contraignantes telles que la microscogpi cytométrie en flux, qui nécessitent toutes
deux un immunomarquage préalable des HCV-LP.

Les pseudoparticules du VHC (HCVpp) sont des patrticules rétrovirales non-réplicatives
renfermant un gene rapporteur et exprimant a letiase les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2
du VHC sous forme d’hétérodimeres natifs fonctidenPour produire des HCVpp, des cellules
embryonnaires rénales humaines HEK 293T sont csfFatées avec trois vecteurs d’expression
différents. Le premier code les glycoprotéines EE2 du VHC, le second exprime les protéines
codées par les genemg et pol d’'un rétrovirus Kurine Leukemia VirugMLV) ou Human
Immunodeficiency VirugHlIV)), c'est-a-dire la matrice, la capside, lxl@acapside, la protéase, la
transcriptase inverse et lintégrase virales. Lestgines de la matrice, de la capside et de la
nucléocapside vont permettre d’encapsider de I'ABfdce a la reconnaissance d’'un signal
d’encapsidationy. En outre, elles vont permettre I'assemblage dedaudoparticule et son
bourgeonnement a la membrane plasmique des celilds 293T. Le troisieme vecteur code
'ARN qui va étre encapsidé dans les pseudopaetcuétrovirales. Cet ARN contient un gene
rapporteur (codant la GFRréen fluorescent proteirou la luciférase) qui est encadré d’'une part
par un signal d’encapsidatiap et d’autre part, par les séguences nécessairastranscription
inverse et a l'intégration de I'ADN proviral dans$ADN génomique des cellules infectées,
c'est-a-dire les séquences LTBnhg terminal repegt PBS primer binding sit¢ et PPT polypurine
track) (Bartoschet al, 2003; Hset al, 2003). Une fois assemblées, les HCVpp sont sgegétans
le surnageant de culture des cellules productfid&¥ 293T) et sont ensuite utilisées pour infecter
des lignées d’hépatome humain ou des hépatocyitesipgs. De cette facon, les cellules infectées
vont intégrer de maniére stable '’ADN proviral catdéa GFP ou la luciférase grace aux processus
de transcription inverse et d’intégration médiés Ipa enzymes virales, et exprimer la GFP ou la
luciférase. Le pouvoir infectieux des HCVpp ser@makvalué a partir de I'expression de la GPF ou
de la luciférase, en déterminant le pourcentageetleles GFP-positives par cytométrie en flux ou
en quantifiant I'activité luciférase dans les clgtugrace a un luminometre. Un schéma présentant
le processus de production des HCVpp comportagéte rapporteur de la luciférase est illustré en
figure 15.

De part sa robustesse et sa flexibilité, le modiétude HCVpp est considéré comme un
outil de référence pour I'étude fonctionnelle desactéristiques moléculaires des glycoprotéines
d’enveloppe en évaluant I'impact de ces caractguss sur |'étape d’attachement/d’entrée virale
et/ou la sensibilité du VHC aux NAc.
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En effet, les HCVpp sont capables d’infecter efferment des lignées d’hépatome humain (comme
les lignées Huh7) et les hépatocytes primaires ms{Bartosctet al, 2003). En outre, les HCVpp
ont été utilisées dans plusieurs études pour érset I'échappement ou la sensibilité du VHC a la
neutralisation par des mAc ciblant E1 et E2 etigsAc circulant dans le sérum de patients infectés
(Bartoschet al, 2003; von Hahret al, 2007; Pestkat al, 2007). De plus, les HCVpp ont
contribué a [lidentification de deux autres récepie putatifs du VHC: CLDN-1
(Evanset al, 2007) et OCLN (Plosst al, 2009).

Cependant, la principale limite de ce systéentegee les HCVpp sont des pseudovirus
non-réplicatifs et que par conséquent, elles nenptent pas I'étude du cycle viral complet. Cet
outil est en effet restreint a I'étude de I'étapattdchement/d’entrée du virus et des facteurs

pouvant favoriser (exemple du HDL) ou interféree@eet étape (exemple des NAc).

Plasmide 2
CMV 2 gag-po)

l Glycoprotéines

d’enveloppe E1 et E2

Réverse transcriptase . _. R }r—*f"ﬂl du VHC

Intégrase _

Capside du MLV ou du HIV

ARN codant la
luciférase

Infection de cellules Huh-7

4

Quantification
de l'activité luciférase

Figure 15. Production des HCVpp comportant le géne rappodeda luciférase (d’apres Voisset
& Dubuisson (Voisset & Dubuisson, 2004)).

Le développement deéplicons subgénomiques du VH®nNt rendu possible I'étude de la
réplication virale du VHC (Lohmanat al, 1999). Ces réplicons subgénomiques sont des ARN
réplicatifs autonomes bicistroniques contenant’da Egion 5’ non-codante du VHC (comprenant
'IRES) qui assure la traduction du gene de réscgtaa un antibiotigue (néomycine) présent juste
en aval, suivi de I'IRES du virus de I'encéphalomgalite (VEMC) permettant la traduction des
genes non structuraux du VHC allant de NS2 ou N&8y'a NS5B. Enfin, I'extrémité 3’ du
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réplicon comporte la région 3’ non-codante du VHGhmannet al, 1999). Une fois les lignées
d’hépatome humain de type Huh7 transfectées, aeweslcellulaires capables de supporter une
réplication autonome des ARN subgénomiques sotésgmar sélection avec G418 (analogue de la
néomycine).

Malgré des niveaux élevés de réplication des repsic subgénomiques dans les cellules
sélectionnées, le nombre de clones cellulairestedgs a G418 obtenu aprés sélection était tres
faible. L'explication de ce faible nombre de clongsélectionnés mais comportant un ARN
hautement réplicatif a été fournie par I'analysecds ARN : des mutations adaptatives ont été
mises en évidence au niveau de ces réplicons sabggues (Lohmanet al, 2001). La plupart de
ces mutations ont été identifiées dans les genes NS4B et NS5A et étaient regroupées dans
certaines régions de ces protéines (Bartenschl2ged4,).

Les réplicons subgénomiques du VHC sont des adeilshoix pour étudier la réplication du VHC.
Ces replicons ont d'ailleurs été regulieremeniséd pour tester I'efficacité de nouvelles molésule
antivirales.

Les réplicons génomiques du VHCsont des réplicons concus de la méme facon que les
subgénomiques excepté qu’ils comportent la totaliégénome du VHC (Core jusqu’a NS5B).
Bien que ces ARN génomiques se répliquent efficacerdans les cellules Huh7 sous pression de
sélection par G418, ils n’aboutissent pas a la ymton de particules virales infectieuses
(Pietschmaneet al, 2002).

En 2001, un clone a été isolé chez un patient gipayui présentait une hépatite fulminante
suite a une infection par un VHC de génotype 2adi€aal, 2001). Ce clone a été nommé JFH-1
(japanese fulminant hepatitig-&t a été utilisé pour construire un réplicon frmgnique. Ensuite
'ARN subgénomique résultant a été testé en culsurecellules Huh7, montrant une réplication
efficace avec ou sans sélection par G418 (l€atd, 2003).

En 2005, trois équipes ont directement électropiignée de cellules d’hépatome humain
Huh7 et des dérivées de cette lignée (Huh7.5, Huh7avec 'ARN génomique du clone JFH-1
(Lindenbachet al, 2005; Wakiteet al, 2005; Zhonget al, 2005). Cette électroporation engendrait
la production de particules virales infectieuseasdie surnageant puisqu’elles étaient capables
d’infecter de nouvelles cellules d’hépatome humadives. Ainsi, le modéle ddone du VHC
infectieux en culture cellulaire (HCVcc)était des lors disponible.

Ce systeme a ensuite subi des améliorations pastraotion de chimeres intra- et
inter-génotypiques. Ces chimeres ont été concuesneplacant les genes Core a NS2 de JFH-1 par
celles dautres isolats du VHC de mémes génotypes de génotypes différents
(Pietschmanret al, 2006). La mise au point de ces chimeéres a peadifaiggmenter les niveaux de

55



production des HCVcc et d’étudier, par exempleape d'attachement/d’entrée du VHC dans ce
modéle réplicatif avec des clones exprimant desogisotéines d’enveloppe de génotype non-2a.
En outre, afin de faciliter la détection des celtuinfectées et de quantifier les niveaux d’intetcti
des clones exprimant un gene rapporteur (lucif¢@secté developpés (Koutsoudagisal, 2006).

Le récent développement de ce systeme permet désod@tudier le cycle viral complet
du VHC.

Ce modele a permis de confirmer et/ou de compléis résultats qui avaient été
préalablement obtenus en utilisant d’autres systedhetude tels que : le réle des glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 dans I'entrée du virus massiadans sa sécrétion (Wakéaal, 2005), le
tropisme préférentiel pour les cellules hépatiq(@&song et al, 2005), le rdle des différents
récepteurs putatifs du VHC (Lindenbackt al, 2005; Koutsoudakiset al, 2006;
Zeisel et al, 2007a; Evanset al, 2007; Plosset al, 2009), et lactivitt des NAc
(Zeiselet al, 2008). En outre, le modéle HCVcc a permis de q@sger dans la compréhension de
certaines étapes du cycle viral comme I'assemblage la sécrétion des particules
(Bengaet al, 2010), qui étaient mal connues avant le dévelogne de ce systeme d’étude du
VHC.

II. Les modeéeles animaux

L’étude du VHC in vivo a dabord été pratiquée sur le chimpanzé commun
(Pan troglodytes Ce modéle d’étudia vivo est intéressant car il peut étre infecté par dC\rdtif
en provenance du sérum de patients infectés. Be,datgrand intérét de ce modéle d’étude du
VHC in vivo est qu’il reproduit de maniere quasi-identiquaféiction et I'hépatite observées chez
’homme. En effet, l'infection aigué chez le chinmg@ est caractérisée par une charge virale
détectable quelques jours aprés la primo-infegiomr atteindre un pic de virémie entre’ 9 10
copies/mL. En ce qui concerne les Ac anti-VHC,sitsit rarement détectés avant la semaine 8
suivant la primo-infection. De plus, I'infectiongaié par le VHC chez les chimpanzés entraine le
développement d'une hépatite, caractérisée paélévation des enzymes hépatiques dans le sérum
et I'apparition de lésions nécro-inflammatoires sldes biopsies hépatiques. Pour finir, certaines
des infections aigués chez les chimpanzés sonutéss mais la plupart évolue vers une infection
chronique. L’infection chronique chez les chimpansé caractérise notamment par une virémie
persistante et une séropositivité au VHC (Bukh,4300

Toutefois, l'utilisation de ce modéle d’étude emshilée par plusieurs facteurs: a). les
différences observées dans la maladie liée au ViiG’gvere étre moins sévére chez le chimpanzé

gue chez 'homme, b). le probléme d’éthique puistjuemme Homo sapienset le chimpanzé
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commun Pan troglodytes ne présentent qu’environ 2% de divergence gémeticc). la
disponibilité et le prix élevé des animaux, d)nécessité de les entretenir dans des infrastrigcture
spécialisées, et e). la classification en 1988 Himpanzé commun dans les espéces dites
“vulnérables” puis depuis 1996 dans les espéces tiin danger”, autrement dit ce chimpanzé est
confronté a un risque de plus en plus croissantidetion a I'état sauvage.

Pour ces raisons, le développement de nouveauxlesod@imaux d’étude du VHI vivo
était nécessaire et de nombreux efforts ont éni®dans ce domaine.

Bien que linfection par le VHC ne puisse étre @g@e dans les tissus de souris méme
hautement immunodéficientes, la technologie tramisge et la possibilité de transplanter des
souris avec des hépatocytes humains ont fait dargetal un modeéle intéressant pour I'étude du
VHC in vivo (Barthet al, 2008).

Un phénotype “hépatocyte-létal” a été découvedzcties souris transgéniques portant le
transgene udrokinase-type plasminogen activdt@ous le contréle d’'un promoteur de I'albumine
(Alb-uPA). La reconstitution compléte du foie des s®uris par une xénogreffe d’hépatocytes de rat
s’est avéréee possible. Ces données ont conduiéalappement d’'un petit modele animal de type
murin (Alb-uPA) xénogreffé avec des hépatocytes d&ins) supportant une infection par le VHB et
le VHC. C’est en 2001 que Mercer al. ont pour la premiére fois développé un modelealgis
chimére capable de développer efficacement unetiafe par le VHC. Ce modéle chimérique
murin a été obtenu en transplantant des hépatobyiesmins dans des souris immunodéficientes
SCID (severe combined immune deficinogui portaient le transgéne Alb-uPA (souris
SCID/Alb-uPA). Apres inoculation du VHC en proveparde sérum de patients infectés, ces souris
ont développé des infections virales prolongéesorapagnées de fortes charges virales
(Mercer et al, 2001). Dans ce systéeme, la mesure du taux datminhumaine qui est
exclusivement produite par les hépatocytes humgiesmet de s’assurer de la survie des
hépatocytes et donc du maintien de la xénogrefs. 0uris SCID/Alb-uPA transplantées avec des
hépatocytes humains peuvent aussi bien étre irfegi# du VHC natif en provenance du sérum de
patients infectés que par des HCVcc (Mereerl, 2001; Lindenbaclet al, 2006). En outre, le
plasma issu de ces souris infectées peut étrséuflour infecter de nouvelles souris naives. Les
souris SCID/Alb-uPA permettent également d’étudiessi bien le réle des Ac anti-récepteurs que
celui des NAc dirigés contre I'enveloppe du VHC (Mamanet al, 2008; Lawet al, 2008). Ce
modele murin peut également étre utilisé pour @rdlafficacité et I'innocuitén vivo de nouvelles
molécules antivirales dirigées contre le VHC (Valieghemet al, 2007).

Pour finir, ce modele murin présente plusieurs tages par rapport au modéle primate qui
sont : a). un prix nettement moins élevé, b). ummipulation plus facile, et ¢). une reproduction
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plus rapide. Cependant, ce modele nécessite unl giaroir-faire de la part de I'opérateur d’'une
part pour isoler les hépatocytes et d'autre paut pes transplanter, puisque cette étape requiert u
intervention chirurgicale trés minutieuse. En outnee expertise spéciale est requise pour maintenir
ces souris qui sont tres fragiles en raison deitemmunodépression sévere. Mereeml. ont estimé

a 32,6% le taux de mortalité périnatale chez caas&CID/Alb-uPA (Merceet al, 2001).
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VHC ET REPONSE AU TRAITEMENT
ANTIVIRAL A BASE D'INTERFERON -a

|. Facteurs influencant la réponse au traitement parFN-a pégylé et ribavirine

Des facteurs d’héte et des facteurs viraux o#t @rrélés a la réponse virologique
(négativation de 'ARN du VHC sanguin) au traiternantiviral, mais I'’échec thérapeutique n’est

pas un phénomeéne bien compris.
1). Facteurs d’hote

Les facteurs liés a I'hnéte prédictifs de mauvaigonse virologique incluent : stéatose,
fibrose sévere, syndrome métabolique, résistaritasaline et diabéte, origine africaine, obésité,
sexe masculin, age élevé. Des facteurs de susitigbtigénétique pourraient aussi étre
impliqués (Asselalet al, 2009). En effet, le polymorphisme génétique emrmndu géne humain
IL28B a été récemment corrélé a la réponse aetnaint (Geet al, 2009).

De plus, des facteurs de comorbidité tels que knfextion VHC-VHB et/ou VIH, I'excés de
consommation d’alcool et l'utilisation de droguemisgénéralement associés a de faibles taux de

réponses virologiques soutenues au traitementiaatt{Asselahet al, 2010).

2). Facteurs virologiques

Les principaux facteurs virologiques liés a uneuvadse réponse virologique sont les
suivants : VHC de génotype 1, virémie élevée atraitement.
En effet, il a été démontré que virémie et génotyipa influencent la réponse au traitement. Une
virémie du VHC peu élevée avant traitement (inféed un seuil proche de 5 x°1® 8 x 16
Ul/mL) est significativement corrélée a une réporgelogique soutenue (Mihnet al, 2006;
Backuset al, 2007). De plus, il est admis que les divers ggres du VHC sont corrélés a un
pronostic variable dans I'évolution de la maladiasstraitement antiviral : une meilleure réponse
au traitement par I'interféron-a été observée chez des patients infectés paHahdé génotype 2
ou 3 par rapport a des patients infectés par un \Ad@eénotype 1 (McHutchisoset al, 1998;
Neumanret al, 2000).
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Apres le début du traitement, une réponse virologigapide (RVR: ARN du VHC
indétectable par un test PCR sensible (seuil dentiication entre 12 et 15 Ul/mL) apres 4
semaines de traitement) est un facteur prédictifégpense virologique soutenue (RVS : ARN du
VHC indétectable 6 mois apres l'arrét du traiterh@iiartinot-Peignowset al, 2009).

En outre, le sous-type viral pourrait aussi jougrdle. En effet, dans une étude incluant 597
patients, Legrand-Abravanet al. ont évalué l'influence du sous-type du VHC suréponse au
traitement par PEG IFN/ribavirine. lls ont conclu qu’au sein du génotylpfaisant partie avec le
génotype 4 des genotypes les plus résistants ithierdpie pégylée), le sous-type la était associé a
une moins bonne réponse au traitement que le gpastb (Legrand-Abravanet al, 2009).

Si le rble des facteurs virologiques évoqués csde®st admis, celui de certaines portions
du génome viral, comme celles des glycoprotéineaw#loppe, est controversé et peu étudié. Les
analyses des séquences complétes des genes Eldeing2les cohortes de patients sont rares

(Brownet al, 2007), et le lien avec I'efficacité du traitementiviral rarement abordé.

II. Glycoprotéines d’enveloppe virale E1 et E2 dans la@ponse au traitement

Dans cette section seront examinés les argumeaitsapt en faveur d’'un réle potentiel des

glycoprotéines E1 et E2 dans l'efficacité du tnaigmt antiviral par interféron-et ribavirine.

1). Interaction des glycoprotéines avec des facteurslkdaires et réponse a I'lFN-o.

Un segment de E2 impliqué dans la liaison a ddsdias modulant I'action de I'interférom-
pourrait entrer en jeu dans la sensibilité du VHC teaitement: le PePHD o®KR-elF2x
phosphorylation homology doma(itaylor et al, 1999). En effet, une interaction entre la région
PePHD de E2 et la PKR pourrait expliquer, au manspartie, la différence de réponse au
traitement entre génotypes viraux : les régionsHEeRles génotypes les plus résistants (la/lb)
partagent plus d’homologies avec le site de phastdton de la PKR que les génotypes 2 et 3, ce
qui favoriserait l'interaction des souches de VHE gknotype 1 avec la PKR et l'inefficacité
thérapeutique (Wohnslarad al, 2007).

2). Interaction des glycoprotéines avec les facteursehtrée et réponse au traitement

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC smsentielles a la reconnaissance de

différents corécepteurs du VHC sur les cellulesnigsives. Elles sont impliquées dans l'interaction
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du virus avec le CD81, le SR-BI, I'Heparan Sulfate HS, les protéines des jonctions serrées
Claudines-1, -6, -9 et I'Occudine.

Peu de données sont disponibles sur le lien emse chractéristiques des segments
d’enveloppe impligués dans la reconnaissance despt@&urs et la réponse au traitement.
Hofmannet al. (Hofmannet al, 2003, 2005) n’ont pas observé de corrélationeentmbre de
mutations sur les sites de E2 liant le CD81 e&fmonse virologique au traitement par interféson-
chez des patients infectés par des VHC de géndtymd 3a. Cuevast al. n’ont pas retenu de lien
entre séquences d’enveloppe et réponse au traitgi@aavaset al, 2009). Il n’y a pas, a notre
connaissance, de données sur l'efficacité du imaité en regard des interactions de E2 avec
Claudine-1 ou I'Occludine.

Toutefois, allant dans le sens de notre hypothésearticle a mis en évidence que des
réseaux de covariance d’acides aminés étudiese gggriome entier du VHC pourraient prédire la
réponse au traitement antiviral chez les patientsctés par un VHC de génotype la ou 1b
(Aurora et al, 2009). Sur les 10 acides aminés (correspondanneauds des réseaux) liés a un
échec thérapeutique, 8 correspondaient a des sésitlués sur les glycoprotéines d’enveloppe
virale. Ces données suggerent que certains aci@®s de E1/E2 pourraient, en réseau avec
d’autres acides aminés, jouer un role déterminansda stabilisation des complexes protéiques
viraux et influencer ainsi la réponse au traitenetiviral. Des études clinigues complémentaires
seront utiles pour vérifier ces tendances et pauwadatériser les mécanismes impliqués dans la
résistance au traitement.

Par ailleurs, une région hypervariable (HVR1) deds2 non seulement impliquée dans la
reconnaissance de récepteurs cellulaires du VHCBISRIS) et dans linteraction du complexe
VHC/lipoprotéines lors de I'entrée du virus dansédiule (Bartosctet al, 2005), mais constitue
également une cible de la réponse immunitaire. Madlps controverses liees a la variabilité des
techniques d’étude, des travaux tendent a montremg plus faible hétérogénéité des variants
viraux (ou quasi-espéces) étudiés dans HVR1 avaitérnent est corrélée a une meilleure réponse
au traitement antiviral par interférenfChamber®t al, 2005; Wohnslandt al, 2007).

3). Implication des glycoprotéines dans la réponse immmitaire et réponse au traitement

Les glycoprotéines E1 et E2 sont la cible des répsimmunitaires humorale et cellulaire.
Des mutations de E1 ou de E2 dans des épitopegutealisation et des épitopes ciblés par les
lymphocytes T CD4+ ou CD8+ peuvent entrainer urrtepge reconnaissance par des anticorps
neutralisants ou un échappement aux lymphocytesspectivement (von Hatet al, 2007). Pour

ce qui concerne I'immunité humorale, l'inefficacité la réponse en anticorps est en particulier due
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a I'apparition rapide de mutations du virus daneion HVR1, mais aussi sur d’autres épitopes de
E2 et de E1 (Zeisedt al, 2007b). Ce taux élevé de mutations, classiquemstiontré pour les
virus a génome constitué d’ARN, est di a 'ARN po&rase ARN-dépendante virale dépourvue
d’activité correctrice et a la pression immunitagte I'héte. Un patient est ainsi infecté par
différentes sous-populations virales (quasi-espeges peuvent muter rapidement lors de la
progression de la maladie a VHC, en dehors de torgssion thérapeutique ou sous traitement.
L’échappement a la réponse immunitaire pourraisialimiter I'efficacité du traitement antiviral
chez les patients non-répondeurs.

Une étude utilisant des HCV-LP contenant les pnet®id’enveloppe virale a montré que les
patients présentant une réponse soutenue a lénberf avaient des taux pré-thérapeutiques plus
élevés d'anticorps anti-HCV-LP que les non-répomsléBaumertet al, 2000). Mais la limite de
cette étude était liee a l'utilisation d’une teadue ELISA pour I'évaluation des anticorps, qui h’'es
pas un bon reflet de la réponse en anticorps risainés. Un travail plus récent mais utilisant auss
un test ELISA pour évaluer les anticorps E1 et E2oatré un lien inversement proportionnel entre
niveaux d’anticorps et charge virale ou degré teofie hépatique ; les taux pré-thérapeutiques
d’anticorps anti-E1/E2 étaient plus élevés chez pasients bons répondeurs au traitement
(Hamedet al, 2008).

Par ailleurs, une étude a porté sur le lien erdggon hypervariable HVR1 de E2 et réponse au
traitement par interféron-avec ou sans ribavirine : les variants HVR1 duugeodes patients
non-répondeurs contenaient de fagcon constante gmesg d’acides aminés non-antigénique qui
n’était pas présent chez les variants HVR1 du geailgs répondeurs (Gaudy al, 2003). Cette
étude portait sur 15 patients seulement et ne caaippas d’analyse fonctionnelle.

Une autre publication n’a pas trouvé de lien engetralisation médiée par les anticorps et réponse
au traitement par interféran-mais elle utilisait des constructions molécukingétérologues dans

les tests de neutralisation (Bebal, 2007).

4). Role des glycoprotéines dans le leucotropisme du \@Het réponse au traitement

Les glycoprotéines d’enveloppe du VHC contribuentt@pisme cellulaire du virus, a sa
capacité a se fixer et/ou a infecter non seulenenthépatocytes mais également des cellules
non-hépatocytaires (Péhimaen al, 2003). Les cellules mononucléées sanguines, tasaoytes,
les lymphocytes, les cellules dendritiques, lesluled hématopoiétigues sont faiblement
permissives a l'infection par le VHC (Laskesal, 1998; Kantcet al, 1999; Caussin-Schwemling

et al, 2001; Auffermann-Gretzinget al, 2001; Anthonyet al, 2004).
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De plus, il a été montré que l'association du VH@& daymphocytes B augmente le pouvoir
infectieux du virus pour les cellules de type hépwgtaire par rapport au virus seul
(Stamatakiet al, 2009). Ces sites extra-hépatiques de l'infegtianle VHC pourraient favoriser la
persistance du virus et modifier l'efficacité duaitement antiviral, en altérant la réponse
immunitaire.

Plusieurs études ont observé un phénomene de cmgatation entre variants viraux
leucocytaires et variants viraux plasmatiques enalyaant les quasi-especes Vvirales
(Maggiet al, 1999; Roque Afonset al, 1999; Ducoulombieet al, 2004; Schramnet al, 2008).
Une étude chez des patients co-infectés VHC-VIHdemtifié des acides aminés spécifiques des
PBMCs mettant en évidence des signatures moléeslapécifiques de ce leucotropisme, en
particulier dans la région HVR1 de E2 (Blackatdl, 2007).

Un groupe s’est intéressé aux potentielles impboat cliniques et thérapeutiques de la
compartimentation du VHC (quasi-espéces viraletyaéas dans la région 5’NC) : il a été observeé
gu’une réponse virologique soutenue au traitemativieal (interférone pégylé/ribavirine) était
plus fréquente en cas de compartimentation desi-gapéces virales entre plasma et cellules

mononucléées sanguines (Di Libeetoal, 2006).

5). Implication des autres protéines du VHC danka réponse au traitement

En dehors des glycoprotéines d’enveloppe viralaytiés régions du VHC correspondant a
des protéines de structure ou a des protéinestnacttgales ont également été analysées pour des
liens possibles avec la réponse au traitement (\Blahdet al, 2007). Pour l'interférons, aucune
corrélation significative n'a été retenue entre atiohs de la région de la capside et de la protéine
NS3 et la réponse au traitement (Enoneital, 1995; Sarraziet al, 2005), tandis qu’un lien a été
montré entre des mutations dans la région NS5A stgonse (Enomotet al, 1995). Les effets de
la protéase NS3/4A observés sur la réponse imnignitanée analyséén vitro (action sur
'IRF3 —interferon regulatory factor ®u sur RIG-I —retinoic acid-inductible gene}idoivent étre
plus amplement étudiés en clinique (Fedal, 2003, 2005).

En outre, comme évoqué plus haut, des réseauxvaeiaoce d’'acides aminés sur plusieurs
protéines virales, dont les glycoprotéines d’enppdy pourraient prédire I'efficacité du traitement
antiviral chez les patients infectés par un VHCgdaotype 1 (Aurorat al, 2009). Enfin, les
données portant sur le lien obsenvé&itro entre mutations sur les segments NS5A/B et |ataste
a la ribavirine doivent étre complétées par desdexuin vivo (Young et al, 2003;
Pfeiffer & Kirkegaard, 2005).
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En résumé, le pronostic de la réponse au traitear@girvHC est multifactoriel et nous nous
sommes intéressés dans le cadre de ce travaibateufs liés aux glycoprotéines d’enveloppe E1 et
E2 du VHC.
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OBJECTIFS DU PROJET

L’infection par le VHC évolue dans la majorité des vers une hépatite chronique dont les
complications potentielles sont la cirrhose hépatigt le carcinome hépatocellulaire. Environ 160
millions d’individus sont chroniquement infectés p@VHC a travers le monde. Malheureusement,
le traitement de référence actuel de I'hépatiterigue C par la combinaison interférampégylé et
ribavirine n’est efficace que dans environ 50% das d’infection par le VHC de génotype 1,
génotype le plus fréquent en Europe et en Amérdud®lord. Méme si des molécules antivirales
spécifiques (exemple des anti-protéases NS3/4A)mometteuses, elles doivent a I'heure actuelle
étre associées a la bithérapie pégylée de référence

Notre objectif a été d’étudier les caractéristiqdes glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 de
souches du VHC de génotype 1 en fonction de lanspaltérieure au traitement antiviral de
référence. Notre étude multicentrique a porté & €chantillons sanguins provenant du CHU de
Strasbourg (M. Doffoél, F. Habersetzer) et d’aut@sU situés en région lle-de-France (Paris
(V. Thibault), Villejuif (A-M. Roque-Afonso), Bobigy (Y. Baazia)) et en province (Tours
(C. Gaudy), Clermont-Ferrand (C. Henquell), Tous. Abravanel), Bordeaux (P. Trimoulet),
Brest (S. Vallet)). Cette collaboration nous a perminclure dans notre étude 92 patients
chroniguement infectés par un VHC de génotype lis($gpes la et 1b) et traités par interféson-
pégylé/ribavirine.

Nous avons entrepris ce projet avec I'objectif deux connaitre les facteurs virologiques
associés a l'échec du traitement antiviral de edfée. Nous nous sommes particulierement
intéressés aux caractéristigues moléculaires dgomlotéines d’enveloppe virale E1 et E2 en
faisant I'hnypothese suivante : certains virus, phfectieux a I'étape d’entrée dans les cellules
cibles et/ou échappant a l'immunité de I'hote, palent résister par ce biais au traitement
anti-VHC.

Dans un premier temps, nous avons réalisé le séggemucléotidique des genes entiers E1
et E2 sur les souches virales sériques pré-théigpes pour tous les patients de la cohorte. Les
séquences ont été classées en fonction du sousdtgbéla ou 1b) et en fonction de la réponse
virologique au traitement. Des techniques de bformatique ont été utilisées pour rechercher des
signatures moléculaires liées a la réponse virglogiau traitement, et des acides aminés covariants
corrélés a l'efficacité du traitement.

Dans un second temps, nous avons réalisé des dmb¢i®nnellesn vitro sur des souches
VHC de référence dans lesquelles des signatureéculalres en relation avec la réponse a la
bithérapie pégylée, déterminées lors des analyiseimformatiques préalables, ont été introduites.
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En effet, I'absence de réponse au traitement pib@tr@ partiellement liée a I'interaction entre E1
et E2 et les corécepteurs cellulaires du VHC ajusa I'échappement aux anticorps neutralisants
ciblant les glycoprotéines d’enveloppe : certaimsdes aminés pourraient intervenir dans la
modulation de I'entrée virale et/ou I'échappemefd Eéponse immunitaire humorale. Pour évaluer
ces hypothéses, le pouvoir infectieux et l'effitdcide neutralisation de pseudoparticules
rétrovirales (HCVpp) exprimant les protéines E1de2souches de référence du VHC (sous-type la
ou 1b), ont été comparés a ceux de mutants dagselssdes signatures moléculaires liées a la
réponse au traitement ont été individuellemenbaohiites. Enfin, certains patients (deux répondeurs
(R ou RVS) et un non-répondeur (NR) porteurs d'smeche VHC de génotype 1a) ont été étudiés

d’une facgon plus approfondie pour leurs quasi-espe&tales sur les genes E1/E2.
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SYNTHESE DES TRAVAUX EXPOSES
DANS L'ARTICLE EN COURS DE
SOUMISSION

Rappel de la question posée :

Les mécanismes liés au virus ou a I'héte impliglagss la réponse au traitement ne sont pas
parfaitement connus. Certains facteurs liés ad'lsdint admis comme le sexe, I'age, les facteurs de
comorbidités, les facteurs génétiques @Bal, 2009). Parmi les facteurs virologiques, unengiee
basse et la présence d’un virus de génotype 2saunt3des facteurs de bonne réponse au traitement.
D’autres facteurs virologiques pourraient avoir immpact sur l'efficacité du traitement. Les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC sonemtslles a la reconnaissance des récepteurs
du virus sur les cellules permissives et sont ddescde la réponse immunitaire (Baethal, 2006;
Brown et al, 2007; Zeisekt al, 2007a). Ainsi, notre hypothese était que la geavatiabilité des
glycoprotéines virales E1 et E2 pourrait contrib&ids résistance au traitement par la sélectios sou
pression thérapeutigue de souches présentant woipanfectieux élevé et/ou échappant a la
réponse immunitaire ciblant E1 et E2 (Gaudy al, 2003; von Hahnet al, 2007,
Hamedet al, 2008).

Résultats obtenus (I'ensemble des travaux figunesdaarticle qui sera soumis début 2012 a

“Hepatology”, ci-apres) :

Une cohorte composée de 92 patients traités parfénbne. pégylé et ribavirine pour une
hépatite chronique C et infectés par un VHC de tygreol (43 la et 49 1b) a été constituée. Le
groupe de patients VHC-1a se composait de 26 pstieon-répondeurs (NR) au traitement et 17
patients répondeurs (R ou RVS, c'est-a-dire préasénine réponse virologique soutenue avec une
charge virale indétectable (par un test PCR sax)stbmois apres I'arrét du traitement). Le groupe
des patients VHC-1b comptait 24 NR et 25 RVS. Aipdu sérum pré-thérapeutique de chacun de
ces patients, le génome viral a été analysé sdiragment couvrant la totalité des genes E1 et E2
par séquencage. A partir de cette banque de séepi&idE2, des analyses bio-informatiques ont
permis de déterminer des signatures moléculairedMsiliées a la réponse ultérieure au traitement

en fonction du sous-type viral.
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Parmi les SMs que nous avons seélectionnées poutedes fonctionnels, trois pour le
VHC-1a et une pour le VHC-1b ont été individuellerexplorées : 431A (SM NR dans E2), 642V
(SM NR dans E2) et 219T (SM R dans E1) pour le \Wé&Gyénotype 1a ; 391V (SM NR dans E2)
pour le VHC de génotype 1b.

En effet, nous avons évalué I'impact de ces SMdespouvoir infectieux et/ou I'efficacité
de neutralisation de souches de référence paredesfonctionneli vitro (HCVpp). Les HCVpp
ayant servi a I'évaluation fonctionnelle des qudbds sélectionnées ont été construites sur le
modele du lentivirus HIVHHuman Immunodeficiency Virud.a SM 431A a également été évaluée
en utilisant des HCVpp construites sur le modeleéirovirus MLV Murine Leukemia Virys De
facon intéressante, I'étude des SMs VHC-1a a matésérésultats en accord avec notre hypothése
initiale pour trois des quatre positions : comparéex HCVpp non-mutées (dites sauvages ou wt),
les HCVpp mutées portant la signature de non-rapofBlA (NR, E2) étaient moins bien
neutralisées par des sérums hétérologues pré-théigyes (e.g., titre de neutralisation moyen a
1/73 pour les HCVpp mutéegersus1/833 pour les HCVpp wt, en ce qui concerne les/piC
construites sur le modeéle du lentivirus HIfg(re 16)), montraient une augmentation dans leur
pouvoir infectieux (augmentation moyenne de 256%6,6% par rapport aux HCVpp wt, en ce qui
concerne les HCVpp construites sur le modele diiviems HIV (figure 17A)) et une dépendance
augmentée aux corécepteurs cellulaires CD81 et B8 de I'entrée du VHC dans les cellules
(figure 17B). Les HCVpp mutées portant la signature de noowse 642V (NR, E2) montraient
une augmentation dans leur potentiel infectiewgif@ntation moyenne de 54,2%615,9% par
rapport aux HCVpp wtfigure 17A)) et également une diminution de leur neutralisapar rapport
aux HCVpp wt, bien que plus faiblement (titre destnglisation moyen a 1/46 pour les HCVpp
mutéesversusl/200 pour les HCVpp wfigure 16)). Les HCVpp arborant la SM de réponse 219T
(E1, R) montraient des niveaux d’infection plusbfas, comparées aux HCVpp non-mutées
(diminution moyenne de 42,1% 8,5% par rapport aux HCVpp wliqure 17A)). La SM 391V
observée sur les souches VHC-1b n’a pas montréet@&f tests fonctionneligures 16 et 17A.

Des réseaux minimaux d'acides aminés covariants EEL/E2 corrélés a la réponse
virologique au traitement ont été déterminés etmpdtent de séparer les patients R des NR, en
fonction du sous-type viral (1a et 1b). Il est regsant de noter que trois des quatre positions
correspondant aux SMs évaluées en tests fonct®iiaed et 431 pour les VHC-1a, et 391 pour le
VHC-1b), apparaissent dans ces réseaux minimawwidd's aminés.

Enfin, les quasi-espéces virales ont été étudiges trois patients infectés par un VHC-1a :
deux patients R et un patient NR. Elles ont étdyagas a la date pré-thérapeutique pour les deux
patients R et a la date pré-thérapeutique et smssipn thérapeutique (semaine 12) pour le patient

NR. Pour le patient NR, les séquences des varidmtguasi-espéces avant et sous traitement
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montraient un maintien d’'un A en position 431 airdV en position 642. Pour les patients R, les
acides aminés étaient globalement assez homoganesein des quasi-especes virales pré-
thérapeutiques : 219T, 431E, 642A chez tous lesmar pour le premier patient ; et 431D, 642A

chez tous les variants du second patient.
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Figure 16. Tests de neutralisation des HCVpp mutéesrsus non-mutées par des sérums hétérologues
pré-thérapeutiques issus de patients infectésp®HC de génotype la ou 1b.

Les titres de neutralisation des HCVpp portanisigeatures moléculaires 219T (R, 1a, E1), 431A (MR,E2), 642V
(NR, 1a, E2) et 391V (NR, 1b, E2) sont montrés emgaraison de ceux de leurs wt respectifs (HCVppmatées).

# signifie que les HCVpp utilisées ont été constaiiserr le modele du rétrovirus MLV, alors que I'alxse de ce
symbole indique que les HCVpp ont été construitesle modele du lentivirus HIV. Les moyennes déesi de
neutralisation accompagnées de leurs écarts-typérisurs issues de trois expériences indépendaffiestuées sur

trois puits pour chaque cas sont montréesdifférence significative.
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Figure 17.Tests d'infection des HCVpp mutéesrsusnon-mutées sur cellules Huh7.5 standards et dutessHuh7.5
surexprimant individuellement les différents coipiteairs cellulaires du VHC : CD81, SR-BI, CLDN-1 OCLN.

(A). Les niveaux d'infection, sur cellules Huh7.5mstards, des HCVpp portant les signatures moléadéd 9T (R,
la, E1), 431A (NR, 1a, E2), 642V (NR, la, E2) et\BYNR, 1b, E2) sont montrés en comparaison de deururs wt
respectifs (HCVpp non-mutéeds. signifie que les HCVpp utilisées ont été constwiisur le modele du rétrovirus
MLV, alors que I'absence de ce symbole indique lggseHCVpp ont été construites sur le modeéle duvieas HIV.
Les niveaux d'infection des HCVpp wt sont normadisé 100% et les niveaux d’infection des HCVpp matsent
exprimés en pourcentage relatif au wt. Les moyedesspouvoirs infectieux relatifs + écarts-typeivi#s d’au moins
trois expériences indépendantes effectuées ssrpuiiis pour chaque cas sont montrées.

(B). Les résultats de linfection différentielle, sgellules Huh7.5 surexprimant individuellement lgiférents
corécepteurs (CD81, SR-BI, CLDN-1 ou OCLN), eng® HCVpp portant la signature moléculaire 431/AestHCVpp
non-mutées (wt) sont montrés. L'augmentation oditainution du pouvoir infectieux est exprimée enltiples de
l'infection de base, laquelle est définie sur leButes Huh7.5 CONTROL (le niveau d’infection desbaéquivaut ici a
1,0). Les médianes des pouvoirs infectieux dérivesrois expériences indépendantes effectuéesasimpuits pour
chaque cas sont représentées.
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Abstract

A major challenge for antiviral treatment of hepatitis C virus (HCV) infection is viral
resistance, which is still incompletely understood. The high variability of HCV envelope
glycoproteins may indirectly contribute to resistance by selection of strains with enhanced
infectivity and/or escape from host immunity. Using a cohort of 92 patients infected with
genotype 1 under pegylated interferon-alfa/ribavirin therapy (42 responders (R); 50
nonresponders (NR)) and a bioinformatical approach combined to functional analyses
(HCV pseudoparticles - HCVpp) we assessed whether envelope glycoprotein sequences,
molecular signatures and covariant amino acid networks were correlated with subsequent
treatment response. Three out of the four E1/E2 molecular signatures selected for
functional analyses were associated with HCVpp entry and neutralization as well as
treatment response. The NR-related residues 431A and 642V led to a decrease in
antibody-mediated HCVpp neutralization by pretreatment sera from heterologous patients
as well as an increase in HCVpp entry into Huh7.5 cells. Noteworthy, HCVpp bearing the
NR-related 431A displayed an increased CD81 and SR-Bl usage for viral entry. In
contrast, the R-related residue 219T decreased HCVpp entry. Minimal networks of amino
acids in E1/E2, including three out of the four punctual positions, allowed to distinguish
between NR and R. Conclusion : Our in silico and in vitro data highlight an association
between HCV envelope glycoprotein sequences and treatment efficacy. Functional
analyses using HCVpp demonstrate that NR-related 431A and 642V favour viral entry with
concomitant escape from neutralizing antibodies while R-related 219T decreases entry.
Moreover, our results suggest that virus-host interactions during viral entry may contribute

to treatment failure.

74



Introduction

Hepatitis C virus (HCV) is a major public health burden with 170 million people
infected worldwide. The majority of HCV-infected individuals will develop a persistent
infection that can progress to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Although treatment
for chronic hepatitis C has markedly improved in the past years, there continues to be a
large unmet medical need in the area of hepatitis C prevention and therapy. The current
treatment of chronic hepatitis C combining pegylated interferon-alfa (PEG-IFN-a) and
ribavirin is efficient in only 50% of patients infected with HCV genotype 1, the most
common genotype in Europe and North America. Thus, the improvement of anti-HCV
treatment is a very active area of research (1). Recently, a new standard of care based on
the triple combination of PEG-IFN-q, ribavirin and an HCV protease inhibitor has been
approved for genotype 1 patients (2). However, treatment failure due to viral resistance still
remains an important issue and a better knowledge concerning the mechanisms
underlying resistance to current anti-HCV treatment is needed to further improve HCV
therapy.

Both host-related and viral factors contributing to resistance have been reported
(1,3,4). HCV genotype and HCV RNA load have both been associated with treatment
outcome. Indeed better responses to IFN-a are observed in patients infected with HCV
genotype 2 or 3 compared to genotype 1 (5,6) and high viraemia before treatment (> 5 x
10°> — 8 x 10° 1U/ml) has been linked to the absence of response to treatment for HCV
genotype 1 (3,4). Moreover, a rapid virological response (HCV RNA < 50 IU/mL after 4
weeks of treatment) and early virological response (HCV RNA < 50 IU/mL at week 12) are
predictive factors for sustained virological response (HCV RNA < 50 IU/mL 6 months after
the end of treatment). Host-related factors linked to resistance to treatment include

cirrhosis or cirrhosis with complications, high body weight, afro-american ethnicity, male
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gender, older age, kidney dysfunction, diabetes and individual genetic background
(upstream 1L28B gene) (7,8).

The highly variable HCV envelope glycoproteins E1 and E2 plays a crucial role in
recognition of viral cellular receptors, are targets of host-related immune reaction, and may
thus have an indirect impact on anti-HCV treatment efficacy. E1 and E2 are involved in the
interaction of HCV with several host factors including CD81, scavenger receptor Bl (SR-
Bl), heparan sulfate (HS), claudin-1 (CLDN-1), -6, -9, and occludin (OCLN) (9-11). The
hypervariable region 1 (HVR1) of E2 interacts with SR-BI and HS, is involved in the
HCV/lipoprotein complex during viral entry into the host cell (12), and is also a target of
host immunity. The variability of the quasispecies in HVR1 before treatment has been
linked to IFN-response (13). Covariance networks in E1/E2 amino acids and in viral non-
structural proteins have also been linked to antiviral treatment response in genotype la
and 1b-infected patients (14). Mutations of E1 or E2 in neutralization epitopes or in
epitopes targeted by CD4+ or CD8+ T lymphocytes can lead to escape from neutralizing
antibodies or T lymphocytes, respectively (15). The difficulty in mounting an effective
immune response against HCV envelope antigens may thus also contribute to treatment
failure (16,17). Finally, the ability of HCV to also bind to and/or infect blood cells may have
an indirect immuno-modulating impact on treatment response (18,19).

We therefore hypothesized that the high variability of HCV envelope glycoproteins
may contribute to resistance to anti-HCV treatment by selection of strains with enhanced
entry and/or escape from host immune responses. Consistently, we characterized the
association of E1/E2 amino acid sequences with subsequent treatment efficacy within a
cohort of 92 HCV-infected patients and we demonstrated for the first time the functional

relevance of certain molecular signatures in E1/E2 using HCV pseudoparticles.
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Materials and Methods

Patients. Serum samples were collected before treatment from 92 patients infected by
HCV genotype 1 (1b, n= 49; 1a, n= 43) and followed in different French University
hospitals (Strasbourg n= 44; Tours n= 7; Clermont-Ferrand n= 3; Bobigny n= 16; Villejuif
n= 6; Toulouse n= 5; Paris (Hopital Pitieé-Salpétriere) n= 5; Bordeaux n= 4; Brest n= 2)
(Table 1). A declaration of HCV strains collection was provided in August 2008 by Inserm
authorities to the “Comité de Protection des Personnes - CPP d’Alsace” (19/11/2008, DC-
2008-829), in accordance to the ethical guidelines of Helsinki. Virological response was
evaluated at weeks 4 and 12 after the start of treatment, 6 months after the end of
treatment, and classified into four groups and subgroups: first either sustained virological
response (SVR, i.e. R in the text) or non-SVR (NR); second two subgroups: NRO (Null
Virological Response, no diminution of HCV RNA load above 2 log;o IU/mL, the worst
context) and RVR (Rapid Virological Response, HCV RNA undetectable (< 12-15 IU/mL)

at week 4, the best context).

Reverse transcription (RT)-PCR and direct sequencin  g. HCV strains were investigated
in the plasma collected at baseline (before treatment) for the 92 patients. HCV RNA was
subjected (330 ng per reaction) to a reverse transcription (LongRange 2Step RT-PCR Kkit,
Qiagen) with a gene specific primer A5387 (20), and cDNA was then amplified by the
proofreading LongRange PCR enzyme Mix and published primers (21), generating
amplicons including the E1/E2 genes. In case of inefficient amplification, PCR using
SuperScript Il Reverse Transcriptase kit (Invitrogen), Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Finnzymes) and published primers (22) was performed. For all the assays,

risks of PCR contamination were excluded. Amplicons were directly sequenced for the
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entire E1 and E2 genes on an Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

Bio-informatic analyses of HCV E1/E2 sequences. First, investigation of “Molecular
Signatures”, i.e. amino acids (AA) linked to virological response to treatment, was
performed using the VESPA program
(http://hcv.lanl.gov/content/sequence/VESPA/vespa.html) by comparing patient
(sub)groups according to treatment efficacy. The frequency and relative proportions of 1
residue at each position for the different patients (sub)groups were taken into account. An
AA was retained in a first screening if it was over-represented in one group or subgroup (=
60% of the AA at this position), and appeared less frequently in the comparative patient
group or subgroup (< 50%) (Table 2). The most relevant signatures which were explored
for functional tests were those combining at least two frequency features, different
distribution between subtypes (la/lb), and differential predicted antigenicity
(http://antheprot-pbil.ibcp.fr). Second, another approach was used because amino acids
can interact with other residues within HCV envelope proteins, with a potential indirect
impact of these interactions on treatment. This approach was developed in order to
distinguish between NR and R patients. Pairs of covarying amino acid positions were
calculated within each group under consideration according to the method of Aurora et al,
and those pairs with an S value of at least 0.5 were retained (14). Since there are many
combinations (14), we determined those that could achieve this according to certain
optimality criteria, either containing the fewest number of pairs or that maximized the total
correlation value (binary integer programming problem - manuscript under preparation,
Matlab R2010b, MathWorks Inc.). Moreover, HCV quasispecies diversity in E1/E2 was
assessed for three patients (one NRO patient infected with HCV-1a, at baseline and week

12, and two SVR patients infected with HCV-1a at baseline, 10 clones per sampling point).
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Cell lines. Human embryonic kidney cells (HEK 293T) and human hepatoma Huh7.5 cells
have been cultured as described (22,23). Moreover, Huh7.5 cells overexpressing HCV
entry factors were created by stable lentiviral gene transfer using the lentiviral self-
inactivating vector pWPI-BSD (Addgene) transducing CD81, SR-BI, CLDN-1 or OCLN

receptor gene as previously described (24).

Plasmids . For HCVpp production, plasmids derived from HCV-1a (H77-AAB67037) or
HCV-1b (UKN-1b-AY734974) reference strains expressing HCV E1 and E2 genes were
used as templates to introduce the identified molecular signatures by site directed
mutagenesis using the QuickChange Il XL site-directed mutagenesis kit (Agilent

Technologies) following the manufacturer’s instructions (Table 3).

HCV pseudoparticle production, infection and neutra lization. HCVpp were produced
by transfection of HEK 293T cells as described previously (22,25), using the CMV-Gag-Pol
HIV (Human Immunodeficiency Virus) packaging construct, a luciferase reporter plasmid
and plasmids encoding HCV E1/E2 glycoproteins of reference strains (1a or 1b) containing
or not a single molecular signature. Expression of HCV E1/E2 glycoproteins by the various
HCV-la and -1lb strains was assessed in HEK 293T producer cell lysates by
immunoblotting. The amounts of HCVpp in the supernatants were normalized by
guantification of HIV p24 antigen (Innotest HIV Antigen mAb kit, Innogenetics). HCV entry
and neutralization assays were performed on parental Huh7.5 cells or Huh7.5 cells
individually overexpressing HCV entry factors (15,26). For antibody-mediated
neutralization assays, HCVpp were pre-incubated with various patient cohort derived-
HCV-positive heterologous sera, or HCV-negative control serum. The sera were chosen
as following: from a patient infected by a HCV strain containing the molecular signature

under investigation, same subtype, and showing a viral response corresponding to the
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signature of interest (Table 3). HCVpp neutralization titres were defined as the last
dilutions giving a specific neutralization above 50%. For position 431, analyses were also

performed by using a MLV (Murine Leukaemia Virus) packaging construct (26).

Statistical analysis. When differences were observed in repeated in vitro tests (showing
reproducible variations), a statistical analysis was performed on variance (post-hoc Fisher
Least Significant Difference assays for infectivity, student test on logarithmic values for

neutralization) and p mentioned when < 0.05.
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Results

Punctual molecular signatures within HCV E1 and E2 associated with treatment
outcome include amino acids 219T, 431A and 642V for genotype la and 391V for
genotype 1b. The study included 92 patients infected with genotype 1 (43 genotype 1a,
49 genotype 1b) under PEG-IFN-a/ribavirin therapy, divided as follows according to
virological response: 42 responders (R; 25 genotype 1b, 17 genotype la) and 50
nonresponders (NR; 24 genotype 1b, 26 genotype 1a). Figure 1 provides a representation
of amino acid (AA) frequency on HCV E2 from residues 384 to 480 for HCV-1a strains and
HCV-1b strains derived from these 92 patients. Variable and conserved regions appear on
the graph, according to the size of amino acid symbols. The expected high variability of
HVR1 can be observed for HCV l1a and 1b, while HVRZ2 is more variable within HCV 1b
strains. After screening of amino acids preferentially expressed in one patient group over
another, we retained for functional assays AA positions showing several relevant features.
Thus we explored four AA positions in E1 and E2: (i) 219T, a threonine in E1 from
genotype la that was associated with treatment response, (ii) 431A and 642V, an alanine
and a valine in E2 of genotype la associated with nonresponse to treatment as well as
(i) 391V, a valine in E2 of genotype 1b associated to nonresponse to treatment due to its
original distribution (valine in 57% NRO, in 0% SVR) even though rare in both subtypes
(Table 2). E1/E2 amino acid sequences analyzed both before and under treatment
pressure were available for 5 NR patients infected by HCV genotype la. Three out of five
patients showed an alanine at position 431 before treatment, that was maintained under
treatment pressure, combined with a valine at position 642 for 2/3 patients, that was also
conserved under treatment.

Because HCV circulates as quasispecies in infected individuals, we aimed to better

investigate the AA signatures at a quasispecies level in a few patients. For the null
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virological responder (NRO) patient, sequences before and under treatment were well
conserved with an alanine maintained at position 431 and a valine at position 642. AA
were homogeneous within quasispecies before treatment for responder (R) patients: 219T,
431E, 642A in all the clones for the first patient, and 431D, 642A in all the clones for the
second. These data suggest that the above mentioned AA signatures retained in HCV
E1/E2 glycoproteins, genotype 1a, either related to treatment failure (431A, 642V) or to
virological response (219T) display stable and expected distribution in exemplary
guasispecies, reinforcing their potential role in treatment issue.

Interestingly, predicted antigenicity of HCV-la 431 and 642 NR-related molecular
signatures introduced in the H77 reference strain, analyzed by Antheprot 2000 software
showed a lower antigenicity for both residues. Similar findings were obtained for NR-
related molecular signature 391V while R-related molecular signature 219T demonstrated

higher antigenicity (data not shown).

Covariance networks on E1/E2 separate patients acco  rding to virological response.

Because amino acids can interact with other residues within HCV envelope proteins, with
a potential impact of these interactions on treatment, we calculated covarying AA pairs in
E1/E2 for each genotype and for each group NR and R (14). Despite roughly similar
number of individuals infected with 1a (n = 43) and 1b (n = 49), there were twice as many
covarying pairs for la sequences (1095 vs 516, respectively). The la sequences also
exhibited AA pairs with higher covariances than for 1b (maximum S value of 6.9 vs 2.8
respectively). We extracted the dominant aspects by determining optimal networks that
either minimized the number of pairs used or that to a certain extent maximized the total
covariance. Fewer pairs were required to separate 1la NR/R compared to 1b regardless of
optimality criteria (5-7 pairs for la versus 6-9 pairs for 1b). Combining all pairs that

appeared in these optimal networks produces the overall network for each genotype
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displayed in Figure 2. Three out of the four positions retained from punctual comparisons
for the functional signature investigation (219 and 431 for 1a, and 391 for 1b), also appear
in these minimal networks separating NR from R. Taken together, these data argue in
favour of an indirect influence of combined amino acid variations in HCV envelope

glycoproteins on treatment outcome.

HCVpp entry influenced by molecular signature relat  ed to viral response. Since our
analysis of punctual molecular signatures suggested that the variability of HCV envelope
glycoproteins may contribute to resistance to anti-HCV treatment, we hypothesized that
this process might involve selection of strains with enhanced infectivity and/or escape from
host immune responses. Figure 3A shows entry into Huh7.5 cells of HCVpp bearing
different amino acids at the investigated molecular signature positions as compared to wild
type (wt, without signature) reference strain HCVpp of genotype la or 1b (means = SD
from several reproducible experiments). Interestingly, HCVpp entry was decreased to
57.9+8.5% of wt HCVpp when HCVpp contained R-related MS 219T whereas
125.6+16.6% and 154.2+15.9% HCVpp entry were observed for HCVpp displaying NR-
related MS 431A or 642V, respectively. No modulations were observed with MS 391V
(Figure 3A). Using MLV as a retroviral backbone for HCVpp produced a similar result for
NR-linked 431A with entry increased to 212+46.1%.

As molecular signatures may modulate the interaction of HCV envelope glycoproteins with
host entry factors, we next asked whether the molecular signatures may affect viral entry
by different usage of cell entry factors CD81, SR-BI, CLDN-1 and OCLN. We thus studied
viral entry of wt HCVpp and HCVpp displaying the individual molecular signatures in
Huh7.5 cells stably overexpressing individually the four main cell entry factors.
Overexpression of either CD81 or SR-BI increased entry of HCVpp bearing NR-related

signature 431A by 2.6-fold median change (versus 1.6-fold for wt) and by 2.4-fold median
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change (versus 1.6-fold for wt), respectively (Figure 3B). No specific increase was
observed with any of the cell lines for HCVpp displaying the other signatures (data not
shown). These data suggest that the increased entry of HCVpp containing NR-related

molecular signature 431A might be in part due to a modulation of CD81 and SR-BI usage.

Neutralization assays of HCVpp showed an escape to neutralization for two NR-
related MS. We next investigated the ability of chronic HCV patient-derived sera
(pretreatment) to neutralize HCVpp bearing either wt E1/E2 glycoproteins or E1/E2
glycoproteins displaying the individual amino acids associated with treatment outcome.
Sera came from six patients (three who were infected by HCV genotype 1a, three by HCV
genotype 1b, see Table 3). Introduction of residue 431A into the H77-1a reference strain
resulted in a decrease in antibody-mediated HCVpp neutralization by the pretreatment
serum 1 (HS+1), with a mean neutralization titre of 1:73 for HCVpp bearing NR-related
molecular signature 431A versus 1:833 for wt HCVpp (Figure 4). A decrease in
neutralization of HCVpp bearing 431A signature was also observed using another serum
(HS+2) (data not shown). With HCVpp using MLV backbone to evaluate the NR-related
signature 431A, a similar result with HS+1 was observed, i.e. mean neutralization titre of
1:100 versus 1:1066 for wt (p < 0.01, figure 4).

For NR-related molecular signature 642V, a decrease in neutralization occurred with a
mean titre of 1:46 versus 1:200 for wt HCVpp with HS+7 serum (Figure 4). No modulations
were observed in antibody-mediated neutralization for response-related signature 219T
(with HS+2) or for nonresponse-related signature 391V with HS+4 (Figure 4), as well as

with HS+6 and HS+9 (data not shown).
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Discussion

In this study, using a cohort of 92 chronic HCV patients infected with genotype 1a or
1b and undergoing PEG-IFN-a/ribavirin therapy, we (i) defined minimal networks in HCV
envelope glycoproteins E1/E2 able to separate NR and R patients and (ii) for the first time
in context of treatment we highlight the functional relevance of certain molecular
signatures in E1/E2 for HCV entry and escape using HCVpp. We identified one response-
related amino acid 219T (E1) and two nonresponse-related amino acids 431A (E2) and
642V (E2) for HCV genotype la as well as a nonresponse-related molecular signature
391V (E2) for HCV genotype 1b. Functional analyses performed with HCVpp
demonstrated that the presence of either 431A or 642V increased HCVpp entry into
Huh7.5 cells and favoured escape from neutralizing antibodies while the presence of 219T
decreased HCVpp entry into Huh7.5 cells. Our study highlights one possible mechanism
by which nonresponse related molecular signatures may contribute to enhanced HCVpp
entry and escape from neutralizing antibodies. Indeed, differential usage of two HCV entry
factors, CD81 and SR-BI, may in part explain the higher entry phenotype of HCVpp
bearing the molecular signature 431A.

The position 431 is next to an N-glycosylation site at position 430 of E2 (27) and
contributes to an immunogenic, highly conserved and conformational epitope comprised in
the domain B of E2, which is recognized by the neutralizing human monoclonal antibody
CBH-2. A single amino acid substitution at position 431 resulted in escape from CBH-2
mediated neutralization in a genotype la virus (28). Position 431 is also close to the
disulfide bond Cys429-Cys552 involved in E2 folding (29) and located in the top B-sheet of
E2 DI domain, exposed at the virion surface and containing most of CD81 binding
determinants (29). The position 642 is located next to a glycosylation site (N645) as well

as a disulfide bond Cys644-Cys607 playing a role in tertiary structure of the viral protein
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(29). Moreover, position 642 is located in the part of E2 DIIl domain exposed at the virion
surface, which contains CD81 binding determinants (29). The mutation A642G inhibited
the attachment of the conformational neutralizing antibody CBH-2 (28). At last, the position
219 (219-AlL-221 amino acids pattern) in E1 (HCV-1a) has been shown to be crucial for
HCVpp and HCVcc (replicating HCV clone in cellular culture) entry (30).

Grove et al. described a single mutation (G451R, genotype 2a) in HCV envelope protein
E2 that alters glycoprotein structure, subsequently modulates viral interaction with SR-BI
and CD81 and increases sensitivity to neutralizing antibodies (31). Keck et al. have
investigated HCVpp with HCV 1a glycoproteins isolated from a chronically infected patient.
One viral variant displayed reduced binding affinities for all anti-HCV E2 monoclonal
antibodies of the panel used and for CD81, reduced infectivity and two mutations in E2
(S501N and V506A) (32). Gal-Tanamy et al. used a cell culture-infectious chimeric HCV
with the structural proteins of genotype la to identify envelope residues involved in the
epitope recognized by a broadly neutralizing murine monoclonal antibody, AP33. Two
amino acid substitutions in E2 (N415Y and E655G) were found to contribute to resistance

to AP33 neutralization (33).

The crucial roles of HCV envelope glycoproteins in the viral life cycle and in escape
to immune response suggest that they may play an indirect role in anti-HCV treatment
efficacy. Potential evolutionary forces acting on HCV E1 and E2 proteins, due to immune
pressure and to conservative constraints needed to maintain viral structures and functions,
could favour the emergence of certain viral strains. By using a bio-informatical approach,
we observed that minimal networks in E1/E2 could separate patients responding or not to
antiviral therapy, and three out of the four positions corresponding to molecular signatures
which were functionally investigated also appeared in these minimal networks. Aurora et

al. analyzed amino acid covariance within the full viral coding region of pretreatment
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sequences from 94 patients (14). Covarying amino acid positions were frequent and linked
together within networks, differing between responder patients and nonresponders to
treatment, with numerous positions among those of the amino acid covarying pairs located
in E1 and E2. Genetic covariance may be indicative for functional interactions between the
covarying residues by direct binding, compensatory allosteric changes, or intermolecular
interactions with other cellular or viral components. The authors suggested that some
hydrophobic interactions could contribute to failure to therapy by stabilizing viral protein
complexes (14). Xu et al. performed comparative genetic analyses of HCV quasispecies in
two patients showing viral breakthrough during antiviral therapy, with a distinct viral variant
emerging at breakthrough. The genomic regions involved in the quasispecies variability
were mainly located in E2, NS2 and NS5A. The authors hypothesized that HCV variants at
the time of breakthrough corresponded to a resistant phenotype (34). For their part,
Cuevas et al. hypothesized that the level of variability in a viral population could influence
treatment outcome (35). Finally, we could assume that the global level of viral variability,
some hot points in HCV proteins, and certain covarying amino acids in HCV envelope

glycoproteins could have an impact on treatment efficacy.

In conclusion, we investigated whether HCV envelope proteins could influence
response to standard treatment by PEG-IFN-a and ribavirin. Our original results obtained
after HCV E1/E2 sequencing of 92 HCV-infected patients followed by in vitro functional
tests are consistent, at least partially, with our initial hypothesis: certain molecular features
in HCV envelope E1 and E2 glycoproteins can influence viral infectivity and/or escape to
immune response. This could favour the selection of advantaged HCV strains under
treatment pressure leading to failure of therapy by indirect mechanisms. Moreover,
minimal networks in E1/E2 could separate patients responding or not to treatment. The

elucidation of factors which are involved in response to treatment is important for the
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understanding of the molecular mechanisms of resistance to standard of care treatment for
chronic HCV infection. The contribution of HCV envelope glycoprotein to resistance argues

in favour of further development of HCV entry inhibitors.

88



Acknowledgments

We acknowledge our collaborators for samples from other French university hospitals: F.
Abravanel (Virology, CHU de Toulouse), Y. Baazia (Virology, Bobigny, Hopital Avicenne),
C. Gaudy (Virology, CHU de Tours), C. Henquell, (Virology, CHU de Clermont-Ferrand), A-
M. Roque-Afonso (Virology, Villejuif, Hoépital Paul-Brousse), V. Thibault (Virology,
Paris,Hb6pital Pitié-Salpétriere), P. Trimoulet (Virology, CHU de Bordeaux), S. Vallet
(Virology, CHU de Brest). We also thank N. Meyer (Medical Informatics, CHU de

Strasbourg).

89



Tables and figures

Table 1. Characteristics of patients and virologica

(SOC) treatment composed by alfa-IFN/ribavirin comb

| response to standard of care

ination.

Baseline characteristics of patients within both long-term virological response main groups to SOC treatment

Long-term response to SOC treatment 2 SVR (n = 42) NR (n = 50)
Duration of SOC treatment (months) » 9.9[6.4, 134]
Caucasian 33 (78.6%) 40 (80.0%)
African 7 (16.7%) 4 (8.0%)
Ethnic groups of patients
Asian 1(2.4%) 2 (4.0%)
Unknown 1(2.4%) 4 (8.0%)
Female 20 (47.6%) 14 (28.0%)
Gender
Male 22 (52.4%) 36 (62.0%)

Age (years) »

45.3[32.3, 58.3]

50.9 [40.2, 61.6]

Blood transfusion

22 (52.4%)

18 (36.0%)

Intravenous drug use

12 (28.6%)

17 (34.0%)

Mode of HCV transmission Tattoo/Piercing 3 (7.1%) 1(2.0%)
Manucure 1(2.4%) 0 (0.0%)
Unknown 4 (9.5%) 14 (28.0%)
Diabetes 1(2.4%) 2 (4.0%)
Blood glucose levels Pre-diabetes 3 (7.1%) 2 (4.0%)

Normal 38 (90.5%) 46 (92.0%)

Altered 11 (26.2%) 6 (12.0%)
Lipoprotein profile

Normal 31(73.8%) 44 (88.0%)

No or minimal fibrosis

15 (35.7%)

3 (6.0%)

Moderate to severe

22 (52.4%)

25 (50.0%)

Metavir score ¢ fibrosis
Cirrhosis 5 (11.9%) 19 (38.0%)
Unknown 0 (0.0%) 3 (6.0%)
No 6 (14.3%) 25 (50.0%)
Antiviral treatment Yes 36 (85.7%) 22 (44.0%)
naive patients
Unknown 0(0.0%) 3 (6.0%)
HCV RNA (log,, IU/mL) ® 5.62[4.8, 6.5] 6.11 [5.57, 6.65]
ALT (fold change of ULN) ¢ 2.05 (+ 1.35) 2.65 (+2.21)

Subtype 1a

17 (40.5%)

26 (52.0%)

HCV genotype
Subtype 1b

25 (59.5%)

24 (48.0%)

Patients’ virological response (sub)groups to SOC treatment within both subtype groups

Main response groups @ Response subgroups ¢

HCV subtype 1a (n = 43)

HCV subtype 1b (n = 49)

RVR f 4(9.3%) 13 (26.5%)
SVR

non-RVR 10 (23.3%) 5(10.2%)

NRO 8 (18.6%) 7 (14.3%)

PR 3 (7.0%) 3 (6.1%)

NR Break 1(2.3%) 1(2.0%)
Rel 13 (30.2%) 7 (14.3%)

Undeterminated NR profile 1(2.3%) 6 (12.3%)
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& SVR which corresponds to patients who have achieved a sustained virological response
(i.e., HCV RNA undetectable 6 months after the end of treatment), NR = nonresponder
patients (i.e., non-SVR) ; ° Expressed by mean value [Min value, Max value]; ¢ No or
minimal fibrosis corresponds to a Metavir score < A1F1, moderate to severe fibrosis is
characterized by a Metavir score where A = 2 or F = 2 or 3 whatever A grade, and cirrhosis
is defined by a Metavir score with F = 4 (with A = Activity, F = Fibrosis) ; * ALT (alanine
transaminase) expressed by mean value (x SD), ULN = upper limit of normal ; ® RVR
corresponds to patients who developed a rapid virological response (i.e., HCV RNA
undetectable after 4 weeks of treatment), NRO corresponds to null virological responders
(i.e., no diminution of viral load = 2 logio IU/mL during the course of treatment), PR
corresponds to partial responders (i.e., diminution of viral load = 2 logio IU/mL during the
course of treatment without disappearance of HCV RNA), Break corresponds to patients
with breakthrough (i.e., disappearance of HCV viral load during treatment followed by re-
increase in HCV RNA while still under treatment), Rel corresponds to relapser patients
(i.e., disappearance of HCV RNA during the course of treatment followed by re-increase in
HCV RNA after treatment discontinuation) ; " for a few patients, HCV viral load was not
measured at week 4: virological response at week 4 was undeterminated for 3 (7.0%)
HCV-1a and 7 (14.3%) HCV-1b patients who subsequently developed SVR.

No specific feature was retained from the analysis of patients’ bioclinical characteristics,

next to those of HCV-infected French patients.
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Table 2. Identification of molecular signatures acc  ording to virological response to

treatment.
Molecular Signatures (MS) among HCV-1a infected patients
Position ® Nature of AA residue at Orientation of Relevant features °
(HCV‘;Isy’c:)Z’r,otein) position of interestin .1 icaf response Response to treatment Subtypes (1a ; 1b)
E1/E2 (NR; SVR ; NRO ; RVR) P ’
65% SVR /42% NR ; 75% RVR .
219 1) T Response (versus 25% Alanine in RVR) 51% 1a; 0% 1b
61.5% NR /47% SVR ; 75% NRO .
431 (HVR3-E2) A Nonresponse (versus 25% Aspartic acid in NRO) 56% 1a; 0% 1b
75% NRO / 35% NR non-NRO .
642 E2) v Nonresponse (versus Alanine 25% NRO/ 65% NR non-NRO) 42% 1a; 2% 1b
Molecular Signatures (MS) among HCV-1b infected patients
Position * Nature of AA residue at Orientation of Relevant features °
. position of interest in . . Response to treatment
(HCV glycoprotein) virological response P :
E1/E2° g P (NR ; SVR ; NRO ; RVR) Subtypes (1a ; 1b)
391 (HVR1-E2) \") Nonresponse 0% SVR ; 57% NRO 5% 1a; 14% 1b

Amino acid (AA) positions showing relevant features either in the distribution of R (i.e.,
SVR) versus NR and/or frequency in NRO and RVR subgroups (see Materials & methods):
R-related 219T (E1; 1a), NR-related 431A (HVR3-E2; 1a) and NR-related 642V (E2; la),
NR-related 391V (HVR1-E2; 1b), with their frequency in (sub)groups.  Amino acid position
in reference to H77 (accession no. AF009606) or HC-J4 (accession n° AF054247)
reference strains respectively for HCV-1a and -1b molecular signatures ; ® T = Threonine,
A = Alanine, V = Valine ; © NR = nonresponder, SVR (i.e., R) = sustained virological

responder, NRO = null virological responder, RVR = rapid virological responder.
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Table 3. HCV-la/lb molecular constructs and HCV-pos itive sera used in
neutralization assays.
Nature of AA in HCV-1a molecular constructs at MS positions
ID molecular construct MS positions
219 431 642
H77-1a wt A D A
H77-1a A219T T* D A
H77-1a D431A A A* A
H77-1a A642V A D V*

Nature of AA in HCV-1b molecular constructs at MS position

MS position
ID molecular construct
391
UKN-1b wt S
UKN-1b S391V V*
ID of HCV-posﬂwe HCV strain subtype Sampling time-point @ NRO to treatment © Molecular signatures ¢
patient serum

219T
HS+ 1 1a PT Yes 431A
642V
219T

HS+ 2 1a PT Yes
431A
HS+ 4 1b PT Yes 391V
HS+ 6 1b PT Yes 391V
431A

HS+ 7 1a PT Yes
642V
HS+9 1b PT Yes 391V

Letters correspond to amino acids according to the international letter code, i.e., A =
Alanine, D = Aspartic acid, S = Serine, T = Threonine and V = Valine. Amino acids in bold
and marked with * referred to molecular signatures (MS) linked to treatment response

a null

defined by bio-informatics. ® PT = pre-therapeutic sampling time-point, ® NRO
virological responder, © Molecular signatures linked to treatment response.

431A signature was investigated by using sera HS+1 and HS+2, 219T with HS+2, 642V
with HS+7 and 391V with HS+4, HS+6 and HS+9, according to availability of serum
amount.

Numbers correspond to amino acid location in the whole HCV polyprotein as compared to
H77 (accession no. AF009606) or HC-J4 (accession no. AF054247), for HCV-1a and -1b

molecular signatures respectively.
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Figure 1. Sequencing of HCV strains before treatmen t for 92 patients: amino acid

frequency shows differential patterns between 1a an  d 1b genotype (on HVR1-HVR2

E2).
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Amino acid frequency in HCV E2 between residues 384 and 480 of (A) HCV-1a strains (n
= 43) and (B) HCV-1b strains (n = 49). The height of each letter indicates the relative
frequency of each residue at each position (LogoBar v1.0 software). Numbers displayed
on top of both profiles correspond to amino acid positions in the whole HCV polyprotein as
compared to H77 (accession no. AF009606) or HC-J4 (accession no. AF054247), for

HCV-1a and -1b strains respectively.
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Figure 2. Covariance networks on E1/E2 separating p  atients according to virological

response.
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Covariant amino acid networks on E1/E2 separating patients according to virological
response (A. subtype 1la, B. subtype 1b). The numbers next to each edge refer to the
number of individuals separated by that pair, under the following numbering convention:
the digits in the hundreds refers to the number of NR individuals separated by that pair,
while the numbers in the units refers to the number of R (i.e. SVR) separated by that edge.
For example an edge weight of 201 means that 2 NR and 1 R are separated by a single
feature at that pair, a number 2 means that 2 R are separated, and a number 700 means

that 7 NR are separated at that point.
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Figure 3. HCVpp bearing a molecular signature assoc iated with nonresponse to
treatment (431A or 642V) display increased entry in  to Huh7.5 cells, and differential
entry level between HCVpp bearing signature 431A an  d wild-type HCVpp on Huh7.5

cell lines overexpressing HCV coreceptors CD81 and SR-BI.
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(A) Entry of mutated HCVpp (bearing signature) compared to entry of wild-type (wt)
HCVpp (without signature). Entry levels of wt HCVpp are represented as 100% and entry
levels of mutated HCVpp are expressed in percentage relative to wt. Relative entry means
+ SD for each infectivity comparison (H77-1a wt vs A219T, H77-1a wt vs D431A # — with #
meaning that HCVpp were constructed on a MLV backbone additionally to HIV

backbone —, H77-1a wt vs D431A, H77-1a wt vs A642V and UKN-1b wt vs S391V) are
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derived from at least three independent experiments performed in triplicate. (B) Entry
assays were performed on Huh7.5 cell lines individually overexpressing the different HCV
coreceptors: CD81, SR-BI, CLDN-1 or OCLN. Results of differential entry in different cell
lines between HCVpp bearing signature 431A (D431A) and HCVpp without signature (wt)
are shown on the left graph. Results are represented as the medians derived from three
independent experiments performed in triplicate in each case. Increase or decrease of
entry is expressed in fold change of entry compared to Huh7.5 control cells (reference at
1,0 as the unit of fold change in entry). The right boxed graph represents the expression of
coreceptors on each Huh7.5 cell lines individually overexpressing one coreceptor. For one
Huh7.5 cell line overexpressing one coreceptor, level of coreceptor expression was
obtained with flow cytometry analyses (FACS") by performing immuno-labelling of cells
with specific anti-receptor monoclonal antibody. Each result is expressed as mean + SD of
duplicate from one experiment. Increase of expression is shown in fold change compared
to baseline levels on Huh7.5 control cells (reference at 1,0). Flow cytometric analyses
demonstrated that the overexpression of either SR-BI, CD81, CLDN-1 or OCLN did not
affect the stability or proportion of other HCV receptors at the cell surface (data not

shown).
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Figure 4. Comparison of neutralization titres betwe en HCVpp with a signature and

HCVpp without shows a decrease in neutralization fo r 431A and 642V-bearing

constructs.
4
10%9 0 e P
< |
s
g 10°4
=
e
£ 102
c
)
®
N
©
5 10"
[}]
Z
10° : . .
HCVpp H77- HCVpp H77- HCVpp H77- HCVpp H77- SHCVpp UKN-
lawtvs | 1awtvs 1a wt vs lawtvs | 1bwtvs
A219T ! D431A# D431A A642V S391V

H HCVpp wt neutralization titre

O HCVpp mutant neutralization titre

Neutralization assays using pre-treatment HCV-1a or -1b sera (Table 3) were performed.
The neutralization titres for HCVpp H77-1a wt vs A219T (R-related) with HS+2, wt vs
D431A # — with # meaning that HCVpp were constructed on a MLV backbone additionally
to HIV backbone — (NR-related) with HS+1, wt vs D431A (NR-related) with HS+1, wt vs
A642V (NR-related) with HS+7 and UKN-1b wt vs S391V (NR-related) with HS+4 appear
on the graph. Means with upper SD neutralization titres from 3 independent experiments

performed in triplicate are shown. * p < 0.01 (Student t test on logarithmic values).
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DISCUSSION

Les patients inclus dans notre étude nous ont iped® définir des réseaux minimaux
d’acides aminés covariants dans E1/E2 capablegpires les patients non-répondeurs (NR) des
patients répondeurs (R ou RVS) au traitement aatidie référence a base d’interférmmpegylé et
de ribavirine. De méme, ils nous ont permis denietpour les analyses fonctionnelles des
signatures moléculaires (SMs) dans les glycopregiienveloppe E1 et E2 du VHC corrélées a la
réponse virologique au traitement antiviral. CessS¥hient les suivantes : 219T (R, génotype 1a,
El), 431A (NR, géenotype la, E2), 642V (NR, génotypeE?2) et 391V (NR, génotype 1b, E2).

Les analyses fonctionnelles effectuées sur le neddélitro des HCVpp avaient pour but
d’étudier I'entrée virale et la neutralisation diH® médiée par les anticorps, dépendantes de ces
guatre acides aminés. La présence du résidu 43f@mentait le pouvoir infectieux des HCVpp,
favorisait leur échappement aux NAc circulant démssérum de patients et augmentait leur
interaction avec certains des corécepteurs catdaiu VHC, c'est-a-dire la tétraspanine CD81 et le
SR-BI. Le résidu 642V pouvait également faciliteien qu’a un plus faible degré que le résidu
431A, I'échappement des HCVpp a la neutralisatipmwgmentait I'entrée des HCVpp dans les
cellules Huh7.5. Quant au résidu 219T, sa présentainait une diminution du pouvoir infectieux
des HCVpp sur cellules Huh7.5.

La position 431 est proche d'un site de N-glycosgtalocalisé a la position 430 de E2
(Helle et al, 2007). La plupart des sites de N-glycosylation Iss glycoprotéines E1 et E2 est
conservée et les glycanes jouent un réle majews arepliement des glycoprotéines, dans I'entrée
cellulaire du VHC et peuvent moduler I'activité mlisante des Ac anti-VHC (Hellet al, 2007).
L’anticorps monoclonal (mAc) humain CBH-2 neutralis VHC en interagissant avec un domaine
conformationnel et immunogéne de E2 nommé domainecdnportant plusieurs eépitopes
chevauchants. La position 431 fait partie des st constituant I'épitope conformationnel
reconnu par le mAc CBH-2. Une simple substitutianreveau de la position 431 entraine un
echappement d’'un VHC de génotype la a la neuttiaiisenédiée par CBH-2 (Keost al, 2008).

La position 431 est également proche du pont disel€Cys,5-Cysss, impliqué dans le repliement
de la glycoprotéine E2 (Kregt al, 2010) et est localisée dans le feuifetlu domaine DI de E2,
lequel est exposé a la surface du virion et contien plupart des déterminants majeurs
d’attachement au corécepteur CD81 (Keewl, 2010).

104



La position 642 est localisée a proximité d’'un sigeN-glycosylation de E2 en position 645
et du pont disulfure CysCyso7 jouant un role dans le repliement tridimensiondel la
glycoprotéine virale (Krewt al, 2010). La position 642 est localisée dans lagdu domaine DIl
de E2 exposée a la surface du virion qui compayseénent des déterminants d’attachement au
corécepteur CD81 (Kregt al, 2010). En outre, la mutation A642G inhibe I'altament du mAc
neutralisant CHB-2 (Keckt al, 2008).

Pour finir, la position 219 dans le motif d’acidaminés;;AlL ;213 de E1 du VHC de

génotype la semble étre cruciale pour I'entréeHi&gpp et des HCVcc (Mauriat al, 2011).

Certaines données de la littérature sont en fadaurble de certains acides aminés dans
I'entrée et/ou la neutralisation du VHC. Grostal. ont décrit que la mutation ponctuelle G451R
dans la glycoprotéine E2 du clone infectieux erucal cellulaire JFH-1 (génotype 2a) altérait la
structure de la glycoprotéine, entrainait des matchris dans linteraction du virus avec les
corécepteurs CD81 et SR-Bl, et augmentait la s#ibsibaux anticorps neutralisants
(Groveet al, 2008). Zhonget al. ont de leur c6té observé que la méme mutation entait le
pouvoir infectieux des HCVcc (Zhorej al, 2006).

Keck et al. ont étudié les glycoprotéines d’enveloppe E1 etdk@ VHC de génotype la issues
d’un patient chroniqguement infecté (patient H) lenexprimant a la surface de HCVpp. Un variant
viral particulier montrait des capacités d’attackemréduites pour tout un panel de mAc anti-E2
neutralisants et pour le corécepteur CD81. En pilteerait un potentiel infectieux diminué. Ces
modulations dans les capacités d’attachement aug 8&lAa CD81 ainsi que dans les niveaux
d’infection du variant ont été attribuées a la pree de deux mutations dans la glycoprotéine E2 :
S501N et V506A (Keclet al, 2009).

Pour finir, Gal-Tanamyt al. ont mis en culture un clone infectieux chimérigweVHC portant les
protéines structurales d’'un VHC de génotype la &sgmce du mAc de souris AP33, lequel
comporte une large activité de neutralisation émignvers divers génotypes du VHC. Aprés
plusieurs passages du clone infectieux chimériguerésence du mAc AP33, des variants capables
de résister a la neutralisation médiée par AP33rgeaent. Le phénotype d’échappement a été
attribué a I'apparition de deux mutations sur B215Y et E655G (Gal-Tananet al, 2008).

Les réles cruciaux des glycoprotéines d’envelofest E2 du VHC dans le cycle viral et
dans I'échappement a la réponse immunitaire suggéeréelles pourraient jouer un réle indirect
dans l'efficacité du traitement anti-VHC. Les piiess de sélection agissant sur les glycoprotéines

d’enveloppe virale, principalement dues aux pressiommunitaires et aux contraintes de
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conservation nécessaires pour maintenir les stestet les fonctions virales, pourraient favoriser

I’émergence de certaines souches virales capal@elsagpper au traitement antiviral.

De plus, en utilisant une approche bio-informagiqonous avons observé que des réseaux
minimaux d’acides aminés covariants dans E1/E2 g@useparer les patients NR des patients R en
fonction du sous-type viral, et que trois des quaitpsitions correspondant aux SMs qui ont été
fonctionnellement caractérisées apparaissaient@Engseaux minimaux.

Aurora et al. ont analysé la covariance des acides aminés sphdae codante entiere (Core a
NS5B) du VHC, a partir des séquences prée-thérapezdi de 94 patients chroniguement infectés
par un VHC de génotype l1a ou 1lb et ayant bénédicié traitement antiviral de référence. Des
positions d’acides aminés covariants étaient frétpseet corrélées entre elles au sein des réseaux.
De plus, ces positions différaient entre patientst Ratients NR au traitement antiviral. En outre,
parmi les 10 “nceuds” des réseaux de covariancdeguauteurs ont retenu comme fortement liés a
I'échec thérapeutique, 8 correspondaient a desescaninés présents sur les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2. La covariance génétique @atindicative a). d’interactions fonctionnelles
entre résidus covariants avec une interaction wiremtre ces résidus, b). de changements
allostériques compensatoires, et/ou c). d’inteoastiintermoléculaires avec d’autres composants
cellulaires ou viraux. Les auteurs ont suggéré cprgaines interactions hydrophobes pouvaient
contribuer a I'échec de la bithérapie pégylée abilisant les complexes protéiques viraux
(Auroraet al, 2009).

Xu et al. ont effectué des analyses génétiques comparatites les quasi-especes du VHC
circulant chez deux patients ayant développé uagmment virologique a la bithérapie pégylée,
lequel s’accompagnait de I'émergence d'un variamal vdifférent de ceux majoritairement
rencontrés lors de l'initiation du traitement airal. Les régions du génome du VHC impliquées
dans la variabilité des quasi-espéces étaientipalenent localisées au niveau des génes codant
les protéines E2, NS2 et NS5A. Les auteurs ont émypothese que les variants du VHC au
moment de I'échappement virologique correspondagéentin phénotype viral de résistance au
traitement (Xuet al, 2008).

De leur coté, Cuevast al. ont émis I'hypothese que le niveau de variabitiins une

population virale pourrait influencer la finalité ¢raitement anti-VHC (Cueva al, 2009).

Pour terminer, nous pouvons supposer que le nigézhal de variabilité virale, certains
“points chauds” (comme des SMs) et certains acatesés covariants dans les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 du VHC pourraient de conceoiraun impact sur I'efficacité du traitement

antiviral de référence.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Notre objectif principal au cours de cette étudaitéd’étudier les caractéristiques
moléculaires des glycoprotéines d’enveloppe E12e¢tHeur lien indirect potentiel avec la réponse
au traitement antiviral de référence, la combinaiswerféroner pégylé et ribavirine. Pour ce faire,
une cohorte de 92 patients chroniquement infecésip VHC de génotype 1, dont le statut final de
réponse au traitement par PEG IBNet ribavirine était connu, a été constituée.

Notre approche expérimentale portait sur plusipoists :

a). la détermination de signatures moléculairesqSMes a I'efficacité du traitement (réponse a
long terme (R ou RVS) et non-réponse (NR)) en fonctlu sous-type viral (1a ou 1b) a partir des
séquences E1/E2 des souches pré-thérapeutiqupatteds de la cohorte,

b). a partir de I'ensemble des séquences pré-tbatigpes E1/E2 de la cohorte entiere, la recherche
de réseaux minimaux d’acides aminés covariants ploague sous-type viral, qui pourrait séparer
le groupe des RVS de celui des NR,

c). par une approche phylogénétique, I'évaluatiomedjroupement des variants E1/E2 circulants au
sein des quasi-especes virales chez deux patiefs (R la date pré-thérapeutique) et chez un
patient NR (aux dates pré-thérapeutique et sossiore thérapeutique) choisis a titre d’exemple, et
pour qui les points suivants ont été examinés ddtgermination de la diversité des variants
circulants au sein d'une méme quasi-espece apprpei€la distance génétique les séparant les uns
des autres, et enfin ’lhomogénéité des SMs préaiadaht définies et liées a la réponse virologique
au traitement au sein des variants de quasi-espeédbérapeutiques ainsi que I'éventuel maintien
des SMs dans les variants de quasi-espéeces s@ssopréhérapeutique,

d). par des tests fonctionnetsvitro (modele HCVpp) utilisant des souches de référelcgHC,
I'évaluation de l'impact de certaines caractéristisi moléculaires des glycoprotéines d’enveloppe
— C'est-a-dire des SMs liées a la réponse, intteslldans ces souches — sur le pouvoir infectieux
et/ou la neutralisation médiée par les NAc circuans le sérum de patients.

Bien que des interférences directes de certair@sipes virales, comme les glycoprotéines
E1l et E2, avec le traitement antiviral ont pu étdecrites (voir pour revue,
Wohnslandet al. (Wohnslandet al, 2007)), nos approches avaient quant a elles patirde
caractériser des mécanismes indirects conduisamtearésistance ou une sensibilité accrue au
traitement par lintermédiaire de certaines car&tiques moléculaires des glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 du VHC.

Par les approches utilisées, nous avons réudsndifier des SMs sur E1/E2 rattachées a un

sous-type viral particulier du génotype 1 et liéddssue du traitement antiviral de référence. Des
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réseaux minimaux d’acides aminés covariants dafisZEdtaient capables de séparer les RVS des
NR. En outre, I'évaluation des SMs par des testxtfonnels a permis de confirmer notre
hypothése de base suggérant que I'importance gesmbtéines E1 et E2 du VHC dans le cycle
viral et dans les réponses immunitaires de I'hatargit avantager certains virus rendus plus
infectieux a I'étape d’entrée dans les cellulesesitet/ou échappant mieux a I'immunité de I'héte,
favorisant ainsi I'échec thérapeutique. En effet, Iles quatre SMs évaluées en tests fonctionnels
(431A (génotype 1a, NR, E2), 642V (génotype la, HR), 219T (génotype 1a, R, E1) et 391V
(génotype 1b, NR, E2)), deux SMs liées a la nommép (431A et 642V) engendraient d’'une part
une augmentation dans le pouvoir infectieux et wéapart une réduction dans le potentiel de
neutralisation médiée par les Ac, pour les HCVpggmi ces SMs. Un autre SM liée cette fois a la
réponse (219T) engendrait une diminution du pouwdé@ctieux des HCVpp portant cette signature.
La derniere SM liée a la non-réponse (391V) n'a moraucune différence dans le pouvoir

infectieux et la neutralisation entre les HCVpptaot cette signature et celles ne la portant pas.

Une des perspectives de ce projet pourrait poatefistroduction de combinaisons de SMs
et ou de paires d’acides aminés covariants dansHf&gpp pour évaluer I'impact de ces
combinaisons sur le pouvoir infectieux et la ndigaion médiée par les Ac. En effet, une position
unique dans E1/E2 pourrait ne pas suffire pourraeole pourvoir infectieux et/ou I'échappement
a la neutralisation. En revanche, plusieurs acieisiés en combinaison pourraient agir de concert
pour avantager certains virus sur le plan struttetrainsi favoriser leur entrée dans les cellules
cibles et/ou promouvoir leur échappement aux NAoutants.

Une perspective supplémentaire a ce travail pduéteeé d’évaluer I'impact des SMs étudiées en
systeme HCVpp dans le systéme des clones infecéirwoulture cellulaire (HCVcc) exprimant les
protéines structurales du VHC de génotype la owfiiv,de confirmer nos résultats sur un autre
modele d’étude du VHGn vitro. En outre, I'évaluation de combinaisons de SMsésad’acides
aminés covariants dans le systeme HCVcc pourrateéwent étre réalisée. Ce systeme d’étude
in vitro permet d’étudier le cycle viral complet du VHC.aBkt donné l'importance des
glycoprotéines E1 et E2 dans l'attachement/I'entvéale mais aussi dans l'assemblage et la
libération hors de la cellule des virions néoforméstte approche pourrait permettre d’évaluer
l'impact des caractéristiques moléculaires desagyatéines d’enveloppe du VHC sur ces étapes
finales du cycle viral.

Pour finir, les données que nous avons accumuléesoars de ces travaux de these
supposent un role indirect des glycoprotéines dppe du VHC sur l'efficacité du traitement
antiviral, au moins au niveau de leurs implicatiotans I'attachement/I'entrée du virus et

I'échappement a la neutralisation médiée par les Aasi, nos résultats plaident en faveur du
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développement de nouvelles molécules antivirales/uen d’améliorer le succés de réponse au
traitement actuel chez un maximum de patientedeajue des inhibiteurs d’entrée qui cibleraient
préférentiellement les corécepteurs cellulaired/HiC et/ou les glycoprotéines d’enveloppe virale
(Ac monoclonaux anti-récepteurs et/ou Ac monoclenanti-E1E2 a haute activité neutralisante
croisée). Le développement de ces outils théragpeegitirera un bénéfice des résultats obtenus par

nos travaux et par des groupes explorant les megéle surface du VHC.

109



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Aghemo, A., Rumi, M. G. & Colombo, M. (2010). Peapdd interferons alpha2a and alpha2b in the
treatment of chronic hepatitis @at Rev Gastroenterol Hepate) 485-494.

Ago, H., Adachi, T., Yoshida, A., Yamamoto, M., Hdda, N., Yatsunami, K. & Miyano, M.
(1999). Crystal structure of the RNA-dependent RNé&lymerase of hepatitis C virus.
Structure7, 1417-1426.

Alter, H. J. & Houghton, M. (2000). Clinical Medic®esearch Award. Hepatitis C virus and
eliminating post-transfusion hepatitidat Med6, 1082-1086.

Alter, H. J., Purcell, R. H., Holland, P. V. & PagpH. (1978). Transmissible agent in non-A, non-
B hepatitisLancetl, 459-463.

Alter, M. J. (2007). Epidemiology of hepatitis Quws infection.World J Gastroenterol3, 2436-
2441.

André, P., Komurian-Pradel, F., Deforges, S., Reivk, Berland, J. L., Sodoyer, M., Pol, S.,
Bréchot, C., Paranhos-Baccala, G. & Lotteau, VOZ0Characterization of low- and very-
low-density hepatitis C virus RNA-containing pales J Virol 76, 6919-6928.

Anthony, D. D., Yonkers, N. L., Post, A. B., Asa&l, Heinzel, F. P., Lederman, M. M., Lehmann,
P. V. & Valdez, H. (2004). Selective impairments dendritic cell-associated function
distinguish hepatitis C virus and HIV infectiahlmmunol172, 4907-4916.

Appel, N., Zayas, M., Miller, S., Krijnse-Locker.,, Echaller, T., Friebe, P., Kallis, S., Engel,&J.
Bartenschlager, R. (2008). Essential role of domdirof nonstructural protein 5A for
hepatitis C virus infectious particle assemiiizoS Pathogt, e1000035.

Asselah, T., Bieche, I., Sabbagh, A., BedossaMViBreau, R., Valla, D., Vidaud, M. & Marcellin,
P. (2009). Gene expression and hepatitis C virigstion. Gut 58, 846-858.

Asselah, T., Estrabaud, E., Bieche, I., Lapalus, M Muynck, S., Vidaud, M., Saadoun, D.,
Soumelis, V. & Marcellin, P. (2010). Hepatitis Gral and host factors associated with non-
response to pegylated interferon plus ribavitimer Int 30, 1259-1269.

Auffermann-Gretzinger, S., Keeffe, E. B. & Levy, (2001). Impaired dendritic cell maturation in
patients with chronic, but not resolved, hepafttigirus infectionBlood 97, 3171-3176.

Aurora, R., Donlin, M. J., Cannon, N. A. & Tavis, B. (2009). Genome-wide hepatitis C virus
amino acid covariance networks can predict resptmsativiral therapy in humang.Clin
Invest119, 225-236.

Backus, L. I., Boothroyd, D. B., Phillips, B. R.Mole, L. A. (2007). Predictors of response of US
veterans to treatment for the hepatitis C vitlispatology46, 37-47.

110



Bain, C., Parroche, P., Lavergne, J. P., DuvefgerYieux, C., Dubois, V., Komurian-Pradel, F.,
Trépo, C., Gebuhrer, L., & other authors. (2004)enhbry T-cell-mediated immune
responses specific to an alternative core proteihepatitis C virus infectionl Virol 78,
10460-10469.

Bartenschlager, R. (2004). Unexpected host rangeepétitis C virus repliconsdepatology39,
835-838.

Barth, H., Schafer, C., Adah, M. |., Zhang, F.,handt, R. J., Toyoda, H., Kinoshita-Toyoda, A.,
Toida, T., Van Kuppevelt, T. H., & other author0Q3). Cellular binding of hepatitis C
virus envelope glycoprotein E2 requires cell swefdeparan sulfatel Biol Chem278,
41003-41012.

Barth, H., Ulsenheimer, A., Pape, G. R., DiepolderM., Hoffmann, M., Neumann-Haefelin, C.,
Thimme, R., Henneke, P., Klein, R., & other auth@2905). Uptake and presentation of
hepatitis C virus-like particles by human dendra#dls.Blood 105, 3605-3614.

Barth, H., Liang, T. J. & Baumert, T. F. (2006). ga#itis C virus entry: molecular biology and
clinical implications Hepatology44, 527-535.

Barth, H., Robinet, E., Liang, T. J. & Baumert,H..(2008). Mouse models for the study of HCV
infection and virus-host interactionsHepatol49, 134-142.

Bartosch, B., Dubuisson, J. & Cosset, F.-L. (2008fectious hepatitis C virus pseudo-particles
containing functional E1-E2 envelope protein comeeJ Exp Medl97, 633-642.

Bartosch, B., Verney, G., Dreux, M., Donot, P., Mer Y., Penin, F., Pawlotsky, J.-M., Lavillette,
D. & Cosset, F.-L. (2005). An interplay between émgyariable region 1 of the hepatitis C
virus E2 glycoprotein, the scavenger receptor BiJ &igh-density lipoprotein promotes
both enhancement of infection and protection agaiesitralizing antibodies] Virol 79,
8217-8229.

Baumert, T. F., Ito, S., Wong, D. T. & Liang, T.(1998). Hepatitis C virus structural proteins
assemble into viruslike particles in insect cell¥irol 72, 3827-3836.

Baumert, T. F., Vergalla, J., Satoi, J., Thomson, Mchmann, M., Herion, D., Greenberg, H. B.,
Ito, S. & Liang, T. J. (1999). Hepatitis C virugdi particles synthesized in insect cells as a
potential vaccine candidat@astroenterologyl17, 1397-1407.

Baumert, T. F., Wellnitz, S., Aono, S., Satoi,Herion, D., Tilman Gerlach, J., Pape, G. R., Lau, J
Y., Hoofnagle, J. H., & other authors. (2000). Awotlies against hepatitis C virus-like
particles and viral clearance in acute and chrbajmatitis CHepatology32, 610-617.

Benedicto, I., Molina-Jiménez, F., Barreiro, O., Itmado-Rodriguez, A., Prieto, J., Moreno-
Otero, R., Aldabe, R., Lépez-Cabrera, M. & Majami, L. (2008). Hepatitis C virus
envelope components alter localization of hepattight junction-associated proteins and
promote occludin retention in the endoplasmic etic. Hepatology48, 1044-1053.

Benedicto, I., Molina-Jiménez, F., Bartosch, B.s&x, F.-L., Lavillette, D., Prieto, J., Moreno-
Otero, R., Valenzuela-Fernandez, A., Aldabe, R.,other authors. (2009). The tight
junction-associated protein occludin is required dopostbinding step in hepatitis C virus
entry and infectionJ Virol 83, 8012-8020.

111



Benga, W. J. A, Krieger, S. E., Dimitrova, M., gel, M. B., Parnot, M., Lupberger, J., Hildt, E.,
Luo, G., McLauchlan, J., & other authors. (2010poRpoprotein E interacts with hepatitis
C virus nonstructural protein 5A and determinesemddy of infectious particles.
Hepatology51, 43-53.

Birerdinc, A. & Younossi, Z. M. (2010). Emergingetiapies for hepatitis C virugxpert Opin
Emerg Drugsl5, 535-544.

Blackard, J. T., Hiasa, Y., Smeaton, L., JamieSonl., Rodriguez, I., Mayer, K. H. & Chung, R. T.
(2007). Compartmentalization of hepatitis C virt/C{/) during HCV/HIV coinfection.J
Infect Dis195, 1765-1773.

Blanchard, E., Belouzard, S., Goueslain, L., Wakita Dubuisson, J., Wychowski, C. & Rouillé,
Y. (2006). Hepatitis C virus entry depends on clatimediated endocytosis. Virol 80,
6964-6972.

Le Bon, A., Schiavoni, G., D’Agostino, G., GresderBelardelli, F. & Tough, D. F. (2001). Type i
interferons potently enhance humoral immunity amath @romote isotype switching by
stimulating dendritic cells in vivdmmunity14, 461-470.

Boo, I., Fischer, A. E., Johnson, D., Chin, R., @auki, M., Bharadwaj, M., Bowden, S., Torresi,
J. & Drummer, H. (2007). Neutralizing antibodies patients with chronic hepatitis C
infection treated with (Peg)-interferon/ribavirthClin Virol 39, 288-294.

Boulant, S., Vanbelle, C., Ebel, C., Penin, F. &émne, J.-P. (2005). Hepatitis C virus core
protein is a dimeric alpha-helical protein exhiftimembrane protein featuresVirol 79,
11353-11365.

Boulant, S., Montserret, R., Hope, R. G., Ratin\ér, Targett-Adams, P., Lavergne, J.-P., Penin, F.
& McLauchlan, J. (2006). Structural determinantattbarget the hepatitis C virus core
protein to lipid droplets] Biol Chen281, 22236-22247.

Bressanelli, S., Tomei, L., Rey, F. A. & De FrareeR. (2002). Structural analysis of the hepatitis
C virus RNA polymerase in complex with ribonuclelets.J Virol 76, 3482-3492.

Brown, R. J. P., Tarr, A. W., McClure, C. P., JttV. S., Tagiuri, N., Irving, W. L. & Ball, J. K.
(2007). Cross-genotype characterization of gendittersity and molecular adaptation in
hepatitis C virus envelope glycoprotein genke&en Virol88, 458-469.

Bukh, J., Purcell, R. H. & Miller, R. H. (1992). @ence analysis of the 5’ noncoding region of
hepatitis C virusProc Natl Acad Sci U S 89, 4942-4946.

Bukh, J., Purcell, R. H. & Miller, R. H. (1994). §e&nce analysis of the core gene of 14 hepatitis C
virus genotypesProc Natl Acad Sci U S 81, 8239-8243.

Bukh, J. (2004). A critical role for the chimpanz®edel in the study of hepatitis Elepatology
39, 1469-1475.

Catanese, M. T., Graziani, R., von Hahn, T., Moredy Huby, T., Paonessa, G., Santini, C.,
Luzzago, A., Rice, C. M., & other authors. (200Hjgh-avidity monoclonal antibodies
against the human scavenger class B type | recefticiently block hepatitis C virus
infection in the presence of high-density lipopnotd Virol 81, 8063-8071.

112



Caussin-Schwemling, C., Schmitt, C. & Stoll-Kellét, (2001). Study of the infection of human
blood derived monocyte/macrophages with hepativg@s in vitro.J Med Virol65, 14-22.

CDC. (1998). Recommendations for prevention androbwof hepatitis C virus (HCV) infection
and HCV-related chronic disease. Centers for Desdasntrol and PreventioMMWR
Recomm Reg7, 1-39.

Chambers, T. J., Fan, X., Droll, D. A., Hembrader, Slater, T., Nickells, M. W., Dustin, L. B. &
Dibisceglie, A. M. (2005). Quasispecies heteroggnevithin the E1/E2 region as a
pretreatment variable during pegylated interferberapy of chronic hepatitis C virus
infection.J Virol 79, 3071-3083.

Chevaliez, S., Brillet, R., Lazaro, E., Hézode &Pawlotsky, J.-M. (2007). Analysis of ribavirin
mutagenicity in human hepatitis C virus infectidrVirol 81, 7732-7741.

Choo, Q. L., Kuo, G., Weiner, A. J., Overby, L. Bradley, D. W. & Houghton, M. (1989).
Isolation of a cDNA clone derived from a blood-bemon-A, non-B viral hepatitis genome.
Science244, 359-362.

Cocquerel, L., Voisset, C. & Dubuisson, J. (2008patitis C virus entry: potential receptors and
their biological functions] Gen Virol87, 1075-1084.

Codran, A., Royer, C., Jaeck, D., Bastien-Valle, Baumert, T. F., Kieny, M. P., Pereira, C. A. &
Martin, J.-P. (2006). Entry of hepatitis C virusepdotypes into primary human hepatocytes
by clathrin-dependent endocytosigGen Virol87, 2583-2593.

Coller, K. E., Berger, K. L., Heaton, N. S., Cogpér D., Yoon, R. & Randall, G. (2009). RNA
interference and single particle tracking analysishepatitis C virus endocytosi®LoS
Pathog5, €1000702.

Connelly, M. A. & Williams, D. L. (2004). Scavengegceptor Bl: a scavenger receptor with a
mission to transport high density lipoprotein lipi€urr Opin Lipidol 15, 287-295.

Crotty, S., Maag, D., Arnold, J. J., Zhong, W., LduY., Hong, Z., Andino, R. & Cameron, C. E.
(2000). The broad-spectrum antiviral ribonucleositiavirin is an RNA virus mutageilat
Med®6, 1375-1379.

Cuevas, J. M., Gonzalez, M., Torres-Puente, M.édem-Hernandez, N., Bracho, M. A., Garcia-
Robles, ., Gonzélez-Candelas, F. & Moya, A. (2008)e role of positive selection in
hepatitis C virusinfect Genet Evdd, 860-866.

Cukierman, L., Meertens, L., Bertaux, C., Kajumo,&Dragic, T. (2009). Residues in a highly
conserved claudin-1 motif are required for hepaf@tivirus entry and mediate the formation
of cell-cell contacts] Virol 83, 5477-5484.

Davis, G. L., Esteban-Mur, R., Rustgi, V., Hoefs,Qordon, S. C., Trepo, C., Shiffman, M. L.,
Zeuzem, S., Craxi, A., & other authors. (1998)eifdron alfa-2b alone or in combination
with ribavirin for the treatment of relapse of chio hepatitis C. International Hepatitis
Interventional Therapy Groupl Engl J Med339, 1493-1499.

113



Delandre, C., Penabaz, T. R., Passarelli, A. Lapél, S. K. & Clem, R. J. (2009). Mutation of
juxtamembrane cysteines in the tetraspanin CD8%ctHf palmitoylation and alters
interaction with other proteins at the cell surfdeep Cell Re815, 1953-1963.

Dreux, M., Boson, B., Ricard-Blum, S., Molle, JaMillette, D., Bartosch, B., Pécheur, E.-l. &
Cosset, F.-L. (2007). The exchangeable apolipoprétpoC-I promotes membrane fusion
of hepatitis C virusJ Biol Chem282, 32357-32369.

Ducoulombier, D., Roque-Afonso, A.-M., Di Libert@,, Penin, F., Kara, R., Richard, Y., Dussaix,
E. & Féray, C. (2004). Frequent compartmentalizatad hepatitis C virus variants in
circulating B cells and monocytadepatology39, 817-825.

Egger, D., Wolk, B., Gosert, R., Bianchi, L., Bluid, E., Moradpour, D. & Bienz, K. (2002).
Expression of hepatitis C virus proteins inducestinict membrane alterations including a
candidate viral replication compleXVirol 76, 5974-5984.

Enomoto, N., Sakuma, I., Asahina, Y., Kurosaki, Muyrakami, T., Yamamoto, C., Izumi, N.,
Marumo, F. & Sato, C. (1995). Comparison of fultidggh sequences of interferon-sensitive
and resistant hepatitis C virus 1b. Sensitivityiriterferon is conferred by amino acid
substitutions in the NS5A regiod.Clin Investo6, 224-230.

Evans, M. J., von Hahn, T., Tscherne, D. M., Syéer]., Panis, M., Wolk, B., Hatziioannou, T.,
McKeating, J. A., Bieniasz, P. D. & Rice, C. M. (0. Claudin-1 is a hepatitis C virus co-
receptor required for a late step in enMgpture446, 801-805.

Feinstone, S. M., Kapikian, A. Z., Purcell, R. Alter, H. J. & Holland, P. V. (1975). Transfusion-
associated hepatitis not due to viral hepatitie tor B.N Engl J Med292, 767-770.

Feld, J. J., Nanda, S., Huang, Y., Chen, W., Cam Rdsek, S. N., Schweigler, L. M., Theodore,
D., Zacks, S. L., & other authors. (2007). Hepagme expression during treatment with
peginterferon and ribavirin: Identifying moleculgrathways for treatment response.
Hepatology46, 1548-1563.

Flint, M., Maidens, C., Loomis-Price, L. D., ShattcC., Dubuisson, J., Monk, P., Higginbottom,
A., Levy, S. & McKeating, J. A. (1999). Charactatibn of hepatitis C virus E2
glycoprotein interaction with a putative cellulaceptor, CD81J Virol 73, 6235-6244.

Fofana, |., Krieger, S. E., Grunert, F., GlaubenXso, F., Fafi-Kremer, S., Soulier, E., Royer, C
Thumann, C., & other authors. (2010). Monoclonati-alaudin 1 antibodies prevent
hepatitis C virus infection of primary human hegstes.Gastroenterologyl 39, 953-964,
964.el1-4.

Foy, E., Li, K., Wang, C., Sumpter, R., Jr, lked&, Lemon, S. M. & Gale, M., Jr. (2003).
Regulation of interferon regulatory factor-3 by tiepatitis C virus serine proteaSeience
300, 1145-1148.

Foy, E., Li, K., Sumpter, R., Jr, Loo, Y.-M., Jobns C. L., Wang, C., Fish, P. M., Yoneyama, M.,
Fujita, T., & other authors. (2005). Control of iaital defenses through hepatitis C virus
disruption of retinoic acid-inducible gene-I signgl Proc Natl Acad Sci U S A02, 2986-
2991.

114



Frank, C., Mohamed, M. K., Strickland, G. T., Lagay, D., Arthur, R. R., Magder, L. S., El
Khoby, T., Abdel-Wahab, Y., Aly Ohn, E. S., & othauthors. (2000). The role of
parenteral antischistosomal therapy in the sprédekpatitis C virus in EgyplLancet355,
887-891.

Fraser, C. S. & Doudna, J. A. (2007). Structural amechanistic insights into hepatitis C viral
translation initiationNat Rev Microbiob, 29-38.

Frey, S. E., Houghton, M., Coates, S., Abrignanj,Ghien, D., Rosa, D., Pileri, P., Ray, R., Di
Bisceglie, A. M., & other authors. (2010). Safetydaimmunogenicity of HCV E1E2
vaccine adjuvanted with MF59 administered to hgadithults.\VVaccine28, 6367-6373.

Friebe, P., Lohmann, V., Krieger, N. & BartenscleiggR. (2001). Sequences in the 5
nontranslated region of hepatitis C virus requif@dRNA replication.J Virol 75, 12047-
12057.

Fried, M. W., Shiffman, M. L., Reddy, K. R., Smitlg., Marinos, G., Gongales, F. L., Jr,
Haussinger, D., Diago, M., Carosi, G., & other augh (2002). Peginterferon alfa-2a plus
ribavirin for chronic hepatitis C virus infectioN. Engl J Med347, 975-982.

Furuse, M., Fuijita, K., Hiiragi, T., Fujimoto, K. &sukita, S. (1998). Claudin-1 and -2: novel
integral membrane proteins localizing at tight jimes with no sequence similarity to
occludin.J Cell Biol 141, 1539-1550.

Gale, M. J., Jr, Korth, M. J. & Katze, M. G. (1998epression of the PKR protein kinase by the
hepatitis C virus NS5A protein: a potential meckamiof interferon resistanc€lin Diagn
Virol 10, 157-162.

Galossi, A., Guarisco, R., Bellis, L. & Puoti, @Q0Q7). Extrahepatic manifestations of chronic
HCV infection.J Gastrointestin Liver Did6, 65-73.

Gal-Tanamy, M., Keck, Z.-Y., Yi, M., McKeating, A., Patel, A. H., Foung, S. K. H. & Lemon, S.
M. (2008). In vitro selection of a neutralizatiogsistant hepatitis C virus escape mutant.
Proc Natl Acad Sci U S 205, 19450-19455.

Gao, D.-Y., Zhang, X.-X., Hou, G., Jin, G.-D., De@, Kong, X.-F., Zhang, D.-H., Ling, Y., Yu,
D.-M., & other authors. (2008). Assessment of dpeantibodies to F protein in serum
samples from Chinese hepatitis C patients treatiéd mterferon plus ribavarind Clin
Microbiol 46, 3746-3751.

Gaudy, C., Moreau, A., Veillon, P., Temoin, S., ByrF. & Goudeau, A. (2003). Significance of
pretreatment analysis of hepatitis C virus genotifppénypervariable region 1 sequences to
predict antiviral outcomel Clin Microbiol 41, 3615-3622.

Ge, D., Fellay, J., Thompson, A. J., Simon, JS&ianna, K. V., Urban, T. J., Heinzen, E. L., Qiu,
P., Bertelsen, A. H., & other authors. (2009). Gienriation in IL28B predicts hepatitis C
treatment-induced viral clearandéature461, 399-401.

Ghany, M. G., Strader, D. B., Thomas, D. L. & Se&ffB. (2009). Diagnosis, management, and
treatment of hepatitis C: an updatkepatology49, 1335-1374.

115



Gottwein, J. M., Scheel, T. K. H., Jensen, T. Bagémann, J. B., Prentoe, J. C., Knudsen, M. L.,
Hoegh, A. M. & Bukh, J. (2009). Development and releterization of hepatitis C virus
genotype 1-7 cell culture systems: role of CD81 scalvenger receptor class B type | and
effect of antiviral drugsHepatology49, 364-377.

Graci, J. D. & Cameron, C. E. (2006). Mechanismsaifon of ribavirin against distinct viruses.
Rev Med Viroll6, 37-48.

Griffin, S., Clarke, D., McCormick, C., Rowlands, & Harris, M. (2005). Signal peptide cleavage
and internal targeting signals direct the hepa€@tigirus p7 protein to distinct intracellular
membranes] Virol 79, 15525-15536.

Griffin, S. D. C., Beales, L. P., Clarke, D. S., Wold, O., Evans, S. D., Jaeger, J., Harris, MGP.
& Rowlands, D. J. (2003). The p7 protein of hemai@ virus forms an ion channel that is
blocked by the antiviral drug, AmantadiféEBS Lett535, 34-38.

Grove, J., Nielsen, S., Zhong, J., Bassendine, .MDfimmer, H. E., Balfe, P. & McKeating, J. A.
(2008). Identification of a residue in hepatitisvZus E2 glycoprotein that determines
scavenger receptor Bl and CD81 receptor dependancly sensitivity to neutralizing
antibodiesJ Virol 82, 12020-12029.

Habersetzer, F., Honnet, G., Bain, C., Maynard-M&t, Leroy, V., Zarski, J.-P., Feray, C.,
Baumert, T. F., Bronowicki, J.-P., & other authof@011). A poxvirus vaccine is safe,
induces T-cell responses, and decreases viral ilogghtients with chronic hepatitis C.
Gastroenterologyl41, 890-899.e1-4.

Hadziyannis, S. J., Sette, H., Jr, Morgan, T. RlaB, V., Diago, M., Marcellin, P., Ramadori, G.,
Bodenheimer, H., Jr, Bernstein, D., & other authd®)04). Peginterferon-alpha2a and
ribavirin combination therapy in chronic hepatits a randomized study of treatment
duration and ribavirin dosénn Intern MedlL40, 346-355.

von Hahn, T., Lindenbach, B. D., Boullier, A., Qeaberger, O., Paulson, M., Rice, C. M. &
McKeating, J. A. (2006). Oxidized low-density lipogein inhibits hepatitis C virus cell
entry in human hepatoma celldepatology43, 932-942.

von Hahn, T., Yoon, J. C., Alter, H., Rice, C. Mehermann, B., Balfe, P. & McKeating, J. A.
(2007). Hepatitis C virus continuously escapes froputralizing antibody and T-cell
responses during chronic infection in vivdastroenterology 32, 667-678.

Haid, S., Pietschmann, T. & Pécheur, E.-I. (2008 pH-dependent hepatitis C virus membrane
fusion depends on E2 integrity, target lipid compos, and density of virus particled.
Biol Chem284, 17657-17667.

Hamed, M. R. B., Tarr, A. W., McClure, C. P., Ball,K., Hickling, T. P. & Irving, W. L. (2008).
Association of antibodies to hepatitis C virus glgmoteins 1 and 2 (anti-E1E2) with HCV
diseaseld Viral Hepatl5, 339-345.

Harris, H. J., Farquhar, M. J., Mee, C. J., Dadlis,Reynolds, G. M., Jennings, A., Hu, K., Yuan,

F., Deng, H., & other authors. (2008). CD81 andidia 1 coreceptor association: role in
hepatitis C virus entryl Virol 82, 5007-5020.

116



Harris, H. J., Davis, C., Mullins, J. G. L., Hu, ,KGoodall, M., Farquhar, M. J., Mee, C. J.,
McCaffrey, K., Young, S., & other authors. (201QJaudin association with CD81 defines
hepatitis C virus entryl Biol Chen285, 21092-21102.

Helle, F., Goffard, A., Morel, V., Duverlie, G., Meating, J., Keck, Z.-Y., Foung, S., Penin, F.,
Dubuisson, J. & Voisset, C. (2007). The neutrafizictivity of anti-hepatitis C virus
antibodies is modulated by specific glycans onEReenvelope proteinl Virol 81, 8101-
8111.

Hofmann, W. P., Sarrazin, C., Kronenberger, B.,d8blerger, B., Bruch, K. & Zeuzem, S. (2003).
Mutations within the CD81-binding sites and hypeiafale region 2 of the envelope 2
protein: correlation with treatment response indtigis C virus-infected patientd. Infect
Dis 187, 982-987.

Hofmann, W. P., Zeuzem, S. & Sarrazin, C. (2005gp#titis C virus-related resistance
mechanisms to interferon alpha-based antivirakgmed Clin Virol 32, 86-91.

Hofmann, W. P., Polta, A., Herrmann, E., Mihm, Ktonenberger, B., Sonntag, T., Lohmann, V.,
Schonberger, B., Zeuzem, S. & Sarrazin, C. (200/)tagenic effect of ribavirin on
hepatitis C nonstructural 5B quasispecies in vimaod during antiviral therapy.
Gastroenterology. 32, 921-930.

Hoofnagle, J. H. (2002). Course and outcome of titep&. Hepatology36, S21-29.
Houghton, M. (2009). Discovery of the hepatitisi€s. Liver Int 29 Suppl 1, 82-88.

Houghton, M. (2011). Prospects for prophylactic #merapeutic vaccines against the hepatitis C
viruses.Immunol Re239, 99-108.

Hsu, M., Zhang, J., Flint, M., Logvinoff, C., CheMpyer, C., Rice, C. M. & McKeating, J. A.
(2003). Hepatitis C virus glycoproteins mediate g¢pendent cell entry of pseudotyped
retroviral particlesProc Natl Acad Sci U S 200, 7271-7276.

INVS. (2007). Prévalence des hépatites B et C anderen 2004.

Van ltallie, C. M. & Anderson, J. M. (2006). Clandiand epithelial paracellular transp@hnu
Rev Physiob8, 403-429.

Jensen, D. M., Wedemeyer, H., Herring Jr., R., fk@reP., Ma, M.-M., Zeuzem, S., Rodriguez-
Torres, M., Bzowej, N., Pockros, P., & other aughof2010). High rates of early viral
response, promising safety profile and lack ofstasice-related breakthrough in HCV GT
1/4 patients treated with RG7128 plus PEGIFN aHa20 KD)/RBV: planned week 12
interim analysis from the PROPEL studiepatology52, 360A.

Jopling, C. L., Yi, M., Lancaster, A. M., Lemon, Bl. & Sarnow, P. (2005). Modulation of
hepatitis C virus RNA abundance by a liver-spedilicroRNA. Science309, 1577-1581.

Joyce, C. M. & Steitz, T. A. (1995). Polymerasaustures and function: variations on a thenie?
Bacteriol 177, 6321-6329.

117



Kaito, M., Watanabe, S., Tsukiyama-Kohara, K., Ygowhi, K., Kobayashi, Y., Konishi, M.,
Yokoi, M., Ishida, S., Suzuki, S. & Kohara, M. ()9Hepatitis C virus particle detected by
immunoelectron microscopic studyGen Virol75 ( Pt 7), 1755-1760.

Kanto, T., Hayashi, N., Takehara, T., Tatsumi,Kluzushita, N., Ito, A., Sasaki, Y., Kasahara, A.
& Hori, M. (1999). Impaired allostimulatory capaciof peripheral blood dendritic cells
recovered from hepatitis C virus-infected indivitbud Immunol162, 5584-5591.

Kato, T., Furusaka, A., Miyamoto, M., Date, T., ¥a¥K., Hiramoto, J., Nagayama, K., Tanaka, T.
& Wakita, T. (2001). Sequence analysis of hepaftis/irus isolated from a fulminant
hepatitis patient) Med Virol64, 334-339.

Kato, T., Date, T., Miyamoto, M., Furusaka, A., Tskige, K., Mizokami, M. & Wakita, T.
(2003). Efficient replication of the genotype 2apdttis C virus subgenomic replicon.
Gastroenterology 25, 1808-1817.

Keck, Z.-Y., Olson, O., Gal-Tanamy, M., Xia, J.t&aA. H., Dreux, M., Cosset, F.-L., Lemon, S.
M. & Foung, S. K. H. (2008). A point mutation leadito hepatitis C virus escape from
neutralization by a monoclonal antibody to a comsgrconformational epitopd. Virol 82,
6067-6072.

Keck, Z.-Y., Li, S. H., Xia, J., von Hahn, T., BaJfP., McKeating, J. A., Witteveldt, J., Patel, A.
H., Alter, H., & other authors. (2009). Mutatiomshepatitis C virus E2 located outside the
CD81 binding sites lead to escape from broadly naéiming antibodies but compromise
virus infectivity.J Virol 83, 6149-6160.

Kobayashi, M., Bennett, M. C., Bercot, T. & SinghR. (2006). Functional analysis of hepatitis C
virus envelope proteins, using a cell-cell fusissay.J Virol 80, 1817-1825.

Kornfeld, R. & Kornfeld, S. (1985). Assembly of aspgine-linked oligosaccharide&nnu Rev
Biochem54, 631-664.

Koutsoudakis, G., Kaul, A., Steinmann, E., KalliS,, Lohmann, V., Pietschmann, T. &
Bartenschlager, R. (2006). Characterization ofehdy steps of hepatitis C virus infection
by using luciferase reporter virusdsvirol 80, 5308-5320.

Krey, T., d’ Alayer, J., Kikuti, C. M., Saulnier,.ADamier-Piolle, L., Petitpas, I., Johansson, Q. X
Tawar, R. G., Baron, B., & other authors. (2010)e isulfide bonds in glycoprotein E2 of
hepatitis C virus reveal the tertiary organizatodrthe moleculePLoS Pathod, e1000762.

Krieger, M. (2001). Scavenger receptor class B tyipea multiligand HDL receptor that influences
diverse physiologic system$Clin Investl08, 793-797.

Krieger, S. E., Zeisel, M. B., Davis, C., Thumamh, Harris, H. J., Schnober, E. K., Mee, C,,
Soulier, E., Royer, C., & other authors. (2010hiltition of hepatitis C virus infection by
anti-claudin-1 antibodies is mediated by neutraiiraof E2-CD81-claudin-1 associations.
Hepatology51, 1144-1157.

Lanford, R. E., Hildebrandt-Eriksen, E. S., Peki, Persson, R., Lindow, M., Munk, M. E.,

Kauppinen, S. & @rum, H. (2010). Therapeutic silagcof microRNA-122 in primates
with chronic hepatitis C virus infectio®cience327, 198-201.

118



Laskus, T., Radkowski, M., Wang, L. F., Vargas,&dRakela, J. (1998). The presence of active
hepatitis C virus replication in lymphoid tissue patients coinfected with human
immunodeficiency virus type 1.Infect Dis178, 1189-1192.

Lavanchy, D. (2011). Evolving epidemiology of hapaiC virus.Clin Microbiol Infect17, 107-
115.

Lawitz, E., Rodriguez-Torres, M., Rustgi, V. K., $¢anein, T., Rahimy, M. H., Crowley, C. A.,
Freddo, J. L., Muir, A. J. & McHutchison, J. G. (@). Safety and antiviral activity of
ANA598 in combination with pegylated interferonaf2a plus ribavirin in treatment-naive
genotype-1 chronic HCV patients (abstract - AASLIL Q). Hepatology52, 334A.

Law, M., Maruyama, T., Lewis, J., Giang, E., Takr,W., Stamataki, Z., Gastaminza, P., Chisari,
F. V., Jones, I. M., & other authors. (2008). Bryatkutralizing antibodies protect against
hepatitis C virus quasispecies challerdat Med14, 25-27.

Legrand-Abravanel, F., Colson, P., Leguillou-Guniiette, H., Alric, L., Ravaux, I., Lunel-Fabiani,
F., Bouviers-Alias, M., Trimoulet, P., Chaix, M.,L& other authors. (2009). Influence of
the HCV subtype on the virological response to petgy interferon and ribavirin therapy.
Med Virol 81, 2029-2035.

Di Liberto, G., Roque-Afonso, A.-M., Kara, R., Dudombier, D., Fallot, G., Samuel, D. & Feray,
C. (2006). Clinical and therapeutic implicationsh&patitis C virus compartmentalization.
Gastroenterologyl31, 76-84.

Lindenbach, B. D., Evans, M. J., Syder, A. J., WdkK, Tellinghuisen, T. L., Liu, C. C.,
Maruyama, T., Hynes, R. O., Burton, D. R., & othethors. (2005). Complete replication
of hepatitis C virus in cell cultur&cience309, 623-626.

Lindenbach, B. D., Meuleman, P., Ploss, A., Vanagilem, T., Syder, A. J., McKeating, J. A.,
Lanford, R. E., Feinstone, S. M., Major, M. E., &er authors. (2006). Cell culture-grown
hepatitis C virus is infectious in vivo and canrbeultured in vitroProc Natl Acad Sci U S
A 103, 3805-3809.

Liu, S., Yang, W., Shen, L., Turner, J. R., Coy@eB. & Wang, T. (2009). Tight junction proteins
claudin-1 and occludin control hepatitis C virustrgnand are downregulated during
infection to prevent superinfectiohVirol 83, 2011-2014.

Lohmann, V., Korner, F., Koch, J., Herian, U., Timann, L. & Bartenschlager, R. (1999).
Replication of subgenomic hepatitis C virus RNAsairhepatoma cell lineScience285,
110-113.

Lohmann, V., Kérner, F., Dobierzewska, A. & Bartemager, R. (2001). Mutations in hepatitis C
virus RNAs conferring cell culture adaptatidnVirol 75, 1437-1449.

Lukavsky, P. J. (2009). Structure and function @AHIRES domainsVirus Resl39, 166-171.

Lundin, M., Monné, M., Widell, A., Von Heijne, G. Rersson, M. A. A. (2003). Topology of the
membrane-associated hepatitis C virus protein NSABrol 77, 5428-5438.

119



Lutchman, G., Danehower, S., Song, B.-C., Liang].THoofnagle, J. H., Thomson, M. & Ghany,
M. G. (2007). Mutation rate of the hepatitis C giNS5B in patients undergoing treatment
with ribavirin monotherapyGastroenterologyl32, 1757-1766.

Maggi, F., Fornai, C., Morrica, A., Vatteroni, M..,LGiorgi, M., Marchi, S., Ciccorossi, P.,
Bendinelli, M. & Pistello, M. (1999). Divergent elation of hepatitis C virus in liver and
peripheral blood mononuclear cells of infectedqras.J Med Virol57, 57-63.

Maillard, P., Huby, T., Andréo, U., Moreau, M., @maan, J. & Budkowska, A. (2006). The
interaction of natural hepatitis C virus with humaoavenger receptor SR-BI/Clal is
mediated by ApoB-containing lipoproteifsSASEB J20, 735-737.

Manns, M. P., McHutchison, J. G., Gordon, S. C.stBu V. K., Shiffman, M., Reindollar, R.,
Goodman, Z. D., Koury, K., Ling, M. & Albrecht, K. (2001). Peginterferon alfa-2b plus
ribavirin compared with interferon alfa-2b plus auirin for initial treatment of chronic
hepatitis C: a randomised tridlancet358, 958-965.

Marsh, M. & Helenius, A. (2006). Virus entry: opsesameCell 124, 729-740.

Martinot-Peignoux, M., Maylin, S., Moucari, R., Rugt, M.-P., Boyer, N., Cardoso, A.-C., Giuily,
N., Castelnau, C., Pouteau, M., & other author8092. Virological response at 4 weeks to
predict outcome of hepatitis C treatment with patgd interferon and ribaviriPAntivir
Ther (Lond )14, 501-511.

Martins, T., Narciso-Schiavon, J. L. & Schiavon,de L. (2011). [Epidemiology of hepatitis C
virus infection].Rev Assoc Med Brds/, 107-112.

Martin, F., Roth, D. M., Jans, D. A., Pouton, C., Wartridge, L. J., Monk, P. N. & Moseley, G. W.
(2005). Tetraspanins in viral infections: a fundataé role in viral biology?J Virol 79,
10839-10851.

Ma, Y., Yates, J., Liang, Y., Lemon, S. M. & Yi, MR2008). NS3 helicase domains involved in
infectious intracellular hepatitis C virus partidesemblyJ Virol 82, 7624-7639.

Maurin, G., Fresquet, J., Granio, O., Wychowski, Cosset, F.-L. & Lavillette, D. (2011).
Identification of interactions in the E1E2 heterodr of hepatitis C virus important for cell
entry.J Biol Chen286, 23865-23876.

McHutchison, J. G., Gordon, S. C., Schiff, E. Rajfffhan, M. L., Lee, W. M., Rustgi, V. K.,
Goodman, Z. D., Ling, M. H., Cort, S. & Albrecht,K. (1998). Interferon alfa-2b alone or
in combination with ribavirin as initial treatmerfor chronic hepatitis C. Hepatitis
Interventional Therapy Groupl Engl J Med339, 1485-1492.

McLauchlan, J., Lemberg, M. K., Hope, G. & MartagliB. (2002). Intramembrane proteolysis
promotes trafficking of hepatitis C virus core miotto lipid dropletsEMBO J21, 3980-
3988.

Meertens, L., Bertaux, C. & Dragic, T. (2006). Hefm C virus entry requires a critical

postinternalization step and delivery to early esmoes via clathrin-coated vesicl@svirol
80, 11571-11578.

120



Meertens, L., Bertaux, C., Cukierman, L., Cormier, Lavillette, D., Cosset, F.-L. & Dragic, T.
(2008). The tight junction proteins claudin-1, ehd -9 are entry cofactors for hepatitis C
virus. J Virol 82, 3555-3560.

Mercer, D. F., Schiller, D. E., Elliott, J. F., Dglas, D. N., Hao, C., Rinfret, A., Addison, W. R.,
Fischer, K. P., Churchill, T. A., & other authof001). Hepatitis C virus replication in
mice with chimeric human liverdlat Med7, 927-933.

Meuleman, P., Hesselgesser, J., Paulson, M., Véegiedm, T., Desombere, I., Reiser, H. &
Leroux-Roels, G. (2008). Anti-CD81 antibodies caavent a hepatitis C virus infection in
vivo. Hepatology48, 1761-1768.

Meunier, J.-C., Russell, R. S., Goossens, V., BriemWalter, H., Depla, E., Union, A., Faulk, K.
N., Bukh, J., & other authors. (2008). Isolatiord arnaracterization of broadly neutralizing
human monoclonal antibodies to the el glycoprotéihepatitis C virusJ Virol 82, 966-
973.

Michalak, J. P., Wychowski, C., Choukhi, A., Meuni&. C., Ung, S., Rice, C. M. & Dubuisson, J.
(1997). Characterization of truncated forms of ligigaC virus glycoproteins] Gen Virol
78 (Pt 9), 2299-2306.

Mihm, U., Herrmann, E., Sarrazin, C. & Zeuzem, 206). Review article: predicting response in
hepatitis C virus therapyliment Pharmacol The23, 1043-1054.

Miyanari, Y., Atsuzawa, K., Usuda, N., Watashi, Kishiki, T., Zayas, M., Bartenschlager, R.,
Wakita, T., Hijikata, M. & Shimotohno, K. (2007).h& lipid droplet is an important
organelle for hepatitis C virus productidwat Cell Biol9, 1089-1097.

Moradpour, D., Brass, V., Bieck, E., Friebe, P.s&t, R., Blum, H. E., Bartenschlager, R., Penin,
F. & Lohmann, V. (2004). Membrane association & BRNA-dependent RNA polymerase
is essential for hepatitis C virus RNA replicatidrVirol 78, 13278-13284.

Moradpour, D., Penin, F. & Rice, C. M. (2007). Reglion of hepatitis C virusNat Rev Microbiol
5, 453-463.

Muir, A. J., Shiffman, M. L., Zaman, A., Yoffe, Bde la Torre, A., Flamm, S., Gordon, S. C,,
Marotta, P., Vierling, J. M., & other authors. (B)1Phase 1b study of pegylated interferon
lambda 1 with or without ribavirin in patients witthronic genotype 1 hepatitis C virus
infection.Hepatology52, 822-832.

Murphy, D., Chamberland, J., Dandavino, R. & SabBen(2007). A new genotype of hepatitis C
virus originating from central Africddepatology46, 623A.

Navas, M.-C., Fuchs, A., Schvoerer, E., Bohbot, Aupertin, A.-M. & Stoll-Keller, F. (2002).
Dendritic cell susceptibility to hepatitis C virgenotype 1 infectionJ Med Virol 67, 152-
161.

Neumann, A. U., Lam, N. P., Dahari, H., GretchRD, Wiley, T. E., Layden, T. J. & Perelson, A.

S. (1998). Hepatitis C viral dynamics in vivo ame tantiviral efficacy of interferon-alpha
therapy.Science282, 103-107.

121



Neumann, A. U., Lam, N. P., Dahari, H., Davidian, Miley, T. E., Mika, B. P., Perelson, A. S. &
Layden, T. J. (2000). Differences in viral dynamiefween genotypes 1 and 2 of hepatitis
C virus.J Infect Dis182, 28-35.

Ogata, N., Alter, H. J., Miller, R. H. & Purcell,. Rl. (1991). Nucleotide sequence and mutation
rate of the H strain of hepatitis C vird&oc Natl Acad Sci U S 88, 3392-3396.

Owsianka, A., Tarr, A. W., Juttla, V. S., LavillettD., Bartosch, B., Cosset, F.-L., Ball, J. K. &
Patel, A. H. (2005). Monoclonal antibody AP33 defina broadly neutralizing epitope on
the hepatitis C virus E2 envelope glycoprotdivirol 79, 11095-11104.

Owsianka, A. M., Timms, J. M., Tarr, A. W., BrowR. J. P., Hickling, T. P., Szwejk, A.,
Bienkowska-Szewczyk, K., Thomson, B. J., PatelHA& Ball, J. K. (2006). Identification
of conserved residues in the E2 envelope glycopraté the hepatitis C virus that are
critical for CD81 bindingJ Virol 80, 8695-8704.

Pavlovi, D., Neville, D. C. A., Argaud, O., Blumberg, BDwek, R. A., Fischer, W. B. &
Zitzmann, N. (2003). The hepatitis C virus p7 proterms an ion channel that is inhibited
by long-alkyl-chain iminosugar derivativeé3toc Natl Acad Sci U S A00, 6104-6108.

Pawlotsky, J.-M. (2003). Hepatitis C virus genetaciability: pathogenic and clinical implications.
Clin Liver Dis7, 45-66.

Penin, F., Combet, C., Germanidis, G., FrainaisQR.Deléage, G. & Pawlotsky, J. M. (2001).
Conservation of the conformation and positive chargf hepatitis C virus E2 envelope
glycoprotein hypervariable region 1 points to aeroi cell attachment] Virol 75, 5703-
5710.

Penin, F., Dubuisson, J., Rey, F. A., Moradpour&Rawlotsky, J.-M. (2004). Structural biology
of hepatitis C virusHepatology39, 5-19.

Pestka, J. M., Zeisel, M. B., Blaser, E., Schurmdnhn Bartosch, B., Cosset, F.-L., Patel, A. H.,
Meisel, H., Baumert, J., & other authors. (2007apR induction of virus-neutralizing
antibodies and viral clearance in a single-sourdbreak of hepatitis Rroc Natl Acad Sci
U S A104, 6025-6030.

Pfeiffer, J. K. & Kirkegaard, K. (2005). Ribavirmesistance in hepatitis C virus replicon-containing
cell lines conferred by changes in the cell linemutations in the replicon RNA. Virol 79,
2346-2355.

Pietschmann, T., Lohmann, V., Kaul, A., Krieger,, Rinck, G., Rutter, G., Strand, D. &
Bartenschlager, R. (2002). Persistent and transggfication of full-length hepatitis C virus
genomes in cell culturd.Virol 76, 4008-4021.

Pietschmann, T., Kaul, A., Koutsoudakis, G., Shskaya, A., Kallis, S., Steinmann, E., Abid, K.,
Negro, F., Dreux, M., & other authors. (2006). Qamgion and characterization of
infectious intragenotypic and intergenotypic hggatC virus chimerasProc Natl Acad Sci
U S A103, 7408-7413.

Pileri, P., Uematsu, Y., Campagnoli, S., Galli, Ealugi, F., Petracca, R., Weiner, A. J., Houghton,

M., Rosa, D., & other authors. (1998). Binding ephtitis C virus to CD81Science282,
938-941.

122



Ploss, A., Evans, M. J., Gaysinskaya, V. A., PaNis, You, H., de Jong, Y. P. & Rice, C. M.
(2009). Human occludin is a hepatitis C virus eri&rigtor required for infection of mouse
cells.Nature457, 882-886.

Pohimann, S., Zhang, J., Baribaud, F., Chen, &li¢eG. J., Lin, G., Granelli-Piperno, A., Doms,
R. W., Rice, C. M. & McKeating, J. A. (2003). HepiatC virus glycoproteins interact with
DC-SIGN and DC-SIGNRIJ Virol 77, 4070-4080.

Pol, S., Everson, G., Ghalib, R., Rustgi, V., Meetl C., Tatum, H. A., Lim, J., Hezode, C., Diva,
U., & other authors. (2010). Once-daily NS5A inkaii(BMS-790052) plus peginterferon-
alpha-2a and ribavirin produces high rates of ededrrapid virologic response in treatment-
naive HCV-genotype 1 subjects: phase 2a tlidlepatol52, S462.

Ramadori, G. & Meier, V. (2001). Hepatitis C virudection: 10 years after the discovery of the
virus. Eur J Gastroenterol Hepatdl3, 465-471.

Reynolds, G. M., Harris, H. J., Jennings, A., Hu,&rove, J., Lalor, P. F., Adams, D. H., Balfe, P.
Hubscher, S. G. & McKeating, J. A. (2008). Hepat(i virus receptor expression in normal
and diseased liver tissudepatology47, 418-427.

Roque Afonso, A. M., Jiang, J., Penin, F., Tareay, Samuel, D., Petit, M. A., Bismuth, H.,
Dussaix, E. & Féray, C. (1999). Nonrandom distiifrutof hepatitis C virus quasispecies in
plasma and peripheral blood mononuclear cell seh¥&tirol 73, 9213-9221.

Royer, C., Steffan, A.-M., Navas, M.-C., Fuchs, Jagck, D. & Stoll-Keller, F. (2003). A study of
susceptibility of primary human Kupffer cells topagitis C virus.J Hepatol38, 250-256.

Roy, K., Hay, G., Andragetti, R., Taylor, A., Gollg, D. & Wiessing, L. (2002). Monitoring
hepatitis C virus infection among injecting drugerssin the European Union: a review of
the literatureEpidemiol Infectl29, 577-585.

Sakai, A., Claire, M. S., Faulk, K., Govindaraj&, Emerson, S. U., Purcell, R. H. & Bukh, J.
(2003). The p7 polypeptide of hepatitis C viruscritical for infectivity and contains
functionally important genotype-specific sequenéasc Natl Acad Sci U S A00, 11646-
11651.

Sarrazin, C., Mihm, U., Herrmann, E., Welsch, AbrAcht, M., Sarrazin, U., Traver, S., Lengauer,
T. & Zeuzem, S. (2005). Clinical significance ofvitro replication-enhancing mutations of
the hepatitis C virus (HCV) replicon in patientsttwchronic HCV infectionJ Infect Dis
192, 1710-1719.

Scarselli, E., Ansuini, H., Cerino, R., RoccasedRaM., Acali, S., Filocamo, G., Traboni, C.,
Nicosia, A., Cortese, R. & Vitelli, A. (2002). Threiman scavenger receptor class B type | is
a novel candidate receptor for the hepatitis CsviaMBO J21, 5017-5025.

Schiano, T. D., Charlton, M., Younossi, Z., Galtn, Pruett, T., Tur-Kaspa, R., Eren, R., Dagan,
S., Graham, N., & other authors. (2006). Monoclanaibody HCV-AbXTL68 in patients
undergoing liver transplantation for HCV: results & phase 2 randomized studyiver
Transpll12, 1381-1389.

123



Schramm, F., Soulier, E., Royer, C., Weitten, Bfi-Kremer, S., Brignon, N., Meyer, N., Ellero,
B., Woehl-Jaegle, M.-L., & other authors. (2008Y)eduent compartmentalization of
hepatitis C virus with leukocyte-related amino acia the setting of liver transplantatiah.
Infect Dis198, 1656-1666.

Schuster, C., Isel, C., Imbert, I., Ehresmann,Marquet, R. & Kieny, M. P. (2002). Secondary
structure of the 3’ terminus of hepatitis C virusmuas-strand RNAJ Virol 76, 8058-8068.

Schwarz, A. K., Grove, J., Hu, K., Mee, C. J., BaP. & McKeating, J. A. (2009). Hepatoma cell
density promotes claudin-1 and scavenger receptoexpression and hepatitis C virus
internalization.J Virol 83, 12407-12414.

Seeff, L. B. (2002). Natural history of chronic lagps C.Hepatology36, S35-46.

Sidwell, R. W., Huffman, J. H., Khare, G. P., Alleh B., Witkowski, J. T. & Robins, R. K.
(1972). Broad-spectrum antiviral activity of Virdeol-beta-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-
3-carboxamideSciencel77, 705-706.

Simmonds, P. (1999). Viral heterogeneity of thedtigis C virus.J Hepatol31 Suppl 1, 54-60.
Smith, A. E. & Helenius, A. (2004). How viruses enanimal cellsScience304, 237-242.

Smith, R. M., Walton, C. M., Wu, C. H. & Wu, G. ¥2002). Secondary structure and hybridization
accessibility of hepatitis C virus 3'-terminal seqgesJ Virol 76, 9563-9574.

Sollner, T. H. (2004). Intracellular and viral merabe fusion: a uniting mechanis@urr Opin
Cell Biol 16, 429-435.

Stamataki, Z., Shannon-Lowe, C., Shaw, J., Mutirder Rickinson, A. B., Gordon, J., Adams, D.
H., Balfe, P. & McKeating, J. A. (2009). Hepati@svirus association with peripheral blood
B lymphocytes potentiates viral infection of liveerived hepatoma cell8lood 113, 585-
593.

Steinmann, D., Barth, H., Gissler, B., Schurmann,Adlah, M. I., Gerlach, J. T., Pape, G. R,
Depla, E., Jacobs, D., & other authors. (2004)ibitilbn of hepatitis C virus-like particle
binding to target cells by antiviral antibodiesaoute and chronic hepatitis C.Virol 78,
9030-9040.

Syder, A. J., Lee, H., Zeisel, M. B., Grove, J.ul8w, E., Macdonald, J., Chow, S., Chang, J.,
Baumert, T. F., & other authors. (2011). Small roale scavenger receptor Bl antagonists
are potent HCV entry inhibitord.Hepatol54, 48-55.

Sy, T. & Jamal, M. M. (2006). Epidemiology of hepatC virus (HCV) infectionint J Med Sci3,
41-46.

Tai, A. W. & Chung, R. T. (2009). Treatment failunehepatitis C: mechanisms of non-respoidse.
Hepatol50, 412-420.

Tarr, A. W., Owsianka, A. M., Timms, J. M., McClyr€. P., Brown, R. J. P., Hickling, T. P.,
Pietschmann, T., Bartenschlager, R., Patel, A. HBal, J. K. (2006). Characterization of
the hepatitis C virus E2 epitope defined by theablp neutralizing monoclonal antibody
AP33.Hepatology43, 592-601.

124



Taylor, D. R., Shi, S. T., Romano, P. R., Barber,NG & Lai, M. M. (1999). Inhibition of the
interferon-inducible protein kinase PKR by HCV E®tein.Science285, 107-110.

Tellinghuisen, T. L., Marcotrigiano, J., Gorbalenpa E. & Rice, C. M. (2004). The NS5A protein
of hepatitis C virus is a zinc metalloproteinBiol Chem279, 48576-48587.

Tellinghuisen, T. L., Marcotrigiano, J. & Rice, B. (2005). Structure of the zinc-binding domain
of an essential component of the hepatitis C viepticaseNature435, 374-379.

Timpe, J. M., Stamataki, Z., Jennings, A., Hu, Rarquhar, M. J., Harris, H. J., Schwarz, A.,
Desombere, I, Roels, G. L., & other authors. (30B&patitis C virus cell-cell transmission
in hepatoma cells in the presence of neutralizimtgbadies.Hepatology47, 17-24.

Torres-Puente, M., Cuevas, J. M., Jiménez-Hernanez Bracho, M. A., Garcia-Robles, 1.,
Wrobel, B., Carnicer, F., del Olmo, J., Ortega, E.,other authors. (2008). Using
evolutionary tools to refine the new hypervariatdgion 3 within the envelope 2 protein of
hepatitis C viruslnfect Genet Eva, 74-82.

Triyatni, M., Saunier, B., Maruvada, P., Davis,R, Ulianich, L., Heller, T., Patel, A., Kohn, L.D
& Liang, T. J. (2002). Interaction of hepatitis @us-like particles and cells: a model
system for studying viral binding and entdyVirol 76, 9335-9344.

Troesch, M., Meunier, |., Lapierre, P., Lapointe, Mlvarez, F., Boucher, M. & Soudeyns, H.
(2006). Study of a novel hypervariable region irpdtdis C virus (HCV) E2 envelope
glycoprotein.Virology 352, 357-367.

Tsukita, S., Furuse, M. & Itoh, M. (1999). Struetuand signalling molecules come together at
tight junctions.Curr Opin Cell Biol11, 628-633.

Vanwolleghem, T., Meuleman, P., Libbrecht, L., Rasis, T., De Vos, R. & Leroux-Roels, G.
(2007). Ultra-rapid cardiotoxicity of the hepatits virus protease inhibitor BILN 2061 in
the urokinase-type plasminogen activator moGsestroenterologyl 33, 1144-1155.

Vermehren, J. & Sarrazin, C. (2011). New HCV thasmn the horizorClin Microbiol Infect17,
122-134.

Voisset, C. & Dubuisson, J. (2004). Functional higygaC virus envelope glycoproteinBiol Cell
96, 413-420.

Voisset, C., Callens, N., Blanchard, E., Op De Beéc, Dubuisson, J. & Vu-Dac, N. (2005). High
density lipoproteins facilitate hepatitis C virustry through the scavenger receptor class B
type 1.J Biol Chen280, 7793-7799.

Wakita, T., Pietschmann, T., Kato, T., Date, T.ydnoto, M., Zhao, Z., Murthy, K., Habermann,
A., Krausslich, H.-G., & other authors. (2005). @uotion of infectious hepatitis C virus in
tissue culture from a cloned viral genoriieatt Med11, 791-796.

Weigand, K., Stremmel, W. & Encke, J. (2007). Tmeeit of hepatitis C virus infectiolVorld J
Gastroenteroll3, 1897-1905.

125



Welbourn, S., Green, R., Gamache, |., Dandach&o8mann, V., Bartenschlager, R., Meerovitch,
K. & Pause, A. (2005). Hepatitis C virus NS2/3 mes&ing is required for NS3 stability and
viral RNA replication.J Biol Chen280, 29604-29611.

Wellnitz, S., Klumpp, B., Barth, H., Ito, S., Depka., Dubuisson, J., Blum, H. E. & Baumert, T. F.
(2002). Binding of hepatitis C virus-like particlégrived from infectious clone H77C to
defined human cell lineg.Virol 76, 1181-1193.

Witkowski, J. T., Robins, R. K., Sidwell, R. W. &ron, L. N. (1972). Design, synthesis, and
broad spectrum antiviral activity of 1- -D-ribofunasyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide and
related nucleosides.Med Cheni5, 1150-1154.

Wohnsland, A., Hofmann, W. P. & Sarrazin, C. (200Y)ral determinants of resistance to
treatment in patients with hepatitis Clin Microbiol Rev20, 23-38.

Wolf, M., Dimitrova, M., Baumert, T. F. & Schusté&Z, (2008). The major form of hepatitis C virus
alternate reading frame protein is suppressed by mmtein expressiomucleic Acids Res
36, 3054-3064.

Wolk, B., Sansonno, D., Krausslich, H. G., DammadeoRice, C. M., Blum, H. E. & Moradpour,
D. (2000). Subcellular localization, stability, atrdns-cleavage competence of the hepatitis
C virus NS3-NS4A complex expressed in tetracyctegulated cell lines] Virol 74, 2293-
2304.

Xu, Z., Choi, J., Yen, T. S., Lu, W., Strohecker, Govindarajan, S., Chien, D., Selby, M. J. & Ou,
J. (2001). Synthesis of a novel hepatitis C virustgin by ribosomal frameshifEMBO J
20, 3840-3848.

Xu, Z., Choi, J., Lu, W. & Ou, J.-hsiung. (2003)eptitis C virus f protein is a short-lived protein
associated with the endoplasmic reticuldnVirol 77, 1578-1583.

Xu, Z., Fan, X., Xu, Y. & Di Bisceglie, A. M. (2008Comparative analysis of nearly full-length
hepatitis C virus quasispecies from patients eeperng viral breakthrough during antiviral
therapy: clustered mutations in three functionalege E2, NS2, and NS5aVirol 82, 9417-
9424.

Yagnik, A. T., Lahm, A., Meola, A., Roccasecca,\NR, Ercole, B. B., Nicosia, A. & Tramontano,
A. (2000). A model for the hepatitis C virus enymoglycoprotein E2Proteins40, 355-
366.

Yamada, E., Montoya, M., Schuettler, C. G., Hicgliii. P., Tarr, A. W., Vitelli, A., Dubuisson, J.,
Patel, A. H., Ball, J. K. & Borrow, P. (2005). Anals of the binding of hepatitis C virus
genotype la and 1b E2 glycoproteins to periphdmddomononuclear cell subsetsGen
Virol 86, 2507-2512.

Young, K.-C., Lindsay, K. L., Lee, K.-J., Liu, W.-(He, J.-W., Milstein, S. L. & Lai, M. M. C.
(2003). Identification of a ribavirin-resistant NBSnutation of hepatitis C virus during
ribavirin monotherapyHepatology38, 869-878.

Zein, N. N. (2000). Clinical significance of hepetiC virus genotype<Clin Microbiol Rev13,
223-235.

126



Zein, N. N. (2003). The epidemiology and naturaltdny of hepatitis C virus infectioi€leve Clin
J Med70 Suppl 4, S2-6.

Zeisel, M. B., Koutsoudakis, G., Schnober, E. KabErstroh, A., Blum, H. E., Cosset, F.-L.,
Wakita, T., Jaeck, D., Doffoel, M., & other autho(@007a). Scavenger receptor class B
type | is a key host factor for hepatitis C virméection required for an entry step closely
linked to CD81Hepatology46, 1722-1731.

Zeisel, M. B., Fafi-Kremer, S., Fofana, |., Barth, Stoll-Keller, F., Doffoel, M. & Baumert, T.-F.
(2007b). Neutralizing antibodies in hepatitis Cusgirinfection.World J Gastroenterol 3,
4824-4830.

Zeisel, M. B., Cosset, F.-L. & Baumert, T. F. (2D08ost neutralizing responses and pathogenesis
of hepatitis C virus infectiorHepatology48, 299-307.

Zeisel, M. B., Fofana, I., Fafi-Kremer, S. & BaumeF. F. (2011). Hepatitis C virus entry into
hepatocytes: molecular mechanisms and targetsntoriral therapiesJ Hepatol54, 566-
576.

Zhang, J., Randall, G., Higginbottom, A., Monk, Rice, C. M. & McKeating, J. A. (2004). CD81
is required for hepatitis C virus glycoprotein-magdd viral infectionJ Virol 78, 1448-
1455.

Zheng, A., Yuan, F., Li, Y., Zhu, F., Hou, P., lJ,, Song, X., Ding, M. & Deng, H. (2007).
Claudin-6 and claudin-9 function as additional ceggors for hepatitis C virus. Virol 81,
12465-12471.

Zhong, J., Gastaminza, P., Cheng, G., KapadiaK&g, T., Burton, D. R., Wieland, S. F.,
Uprichard, S. L., Wakita, T. & Chisari, F. V. (200RRobust hepatitis C virus infection in
vitro. Proc Natl Acad Sci U S 202, 9294-9299.

Zhong, J., Gastaminza, P., Chung, J., Stamatakisdgawa, M., Cheng, G., McKeating, J. A. &

Chisari, F. V. (2006). Persistent hepatitis C vinfection in vitro: coevolution of virus and
host.J Virol 80, 11082-11093.

127



ANNEXES

MATERIELS & METHODES

128



. Constitution de la cohorte

Cette étude multicentrique repose sur une collatde souches VHC circulant dans
différentes régions de France, effectuée aupre€Hésde Strasbourg, Tours, Bordeaux, Toulouse,
Clermont-Ferrand, Brest et trois centres en rédiemle-France : Bobigny (Hopital Avicenne),
Villejuif (Hopital Paul-Brousse) et Paris (Hopifaitie-Salpétriere). L’effectif de la cohorte avéié
estimeé a environ 100 patients chroniqguement ingept un VHC de génotype 1 et inclus avant le
début d'un traitement antiviral de référence paGPIEN-u et ribavirine. Cette évaluation a été
réalisée en concertation avec des méthodologigtegint estimé que le travail devait étre effectué
sur une cohorte de taille comparable & celle gitaniisée Auroraet al® (Auroraet al, 2009).

Les critéres d’inclusiopour chaque patient étaient les suivants :

- Adulte (agé de 18 a 75 ans)
- Infection chronique par un VHC de génotype 1 (ARNG/positif)

- Devant débuter un traitement de référence par FFN=ulet ribavirine
Les critéres de non-inclusigurour chaque patient étaient les suivants :

- Co-infection VHC/VIH ou VHB

- Infection chronique par un VHC de génotype non-1

- Traitement par une combinaison antivirale autrelgusthérapie pégylée de référence
- Ayant subi une transplantation hépatique

- Femme enceinte

8 Les travaux d’Aurora et al. portaient sur la détémation de réseaux de covariance dans les
séquences du génome entier de 94 souches VHC d&yperl (sous-types la et 1b) collectées
avant l'initiation d’'un traitement antiviral par lthérapie pégylée de référence chez des patients
chroniquement infectés. En déterminant ces résdawovariance en fonction du sous-type et de la
réponse virologique a long terme connue chez cedgemnis, les auteurs ont conclu que la
détermination de tels réseaux pouvait constitueoutil de prédiction thérapeutique pour anticiper
la réponse a long terme d’un patient qui subiraiewbithérapie pégylée (Aurora et al., 2009).
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La réponse virologique au traitement a été évaarequantifiant TARN VHC sérique par
gRT-PCR en temps réel. La technique utilisée ekldl de détection de celle-ci étaient a chaque
fois précisés. Idéalement, les virémies étaientunées sur des échantillons de sérum prélevés au
moment des bilans prévus lors du suivi des patigai®s : avant traitement (S0), a la semaine 4
(S4), ala semaine 12 (S12), a la semaine 24 (824¥rét du traitement et 6 mois apres l'arrésL
charges virales mesurées a ces différents poingsiduont permis d’établir la cinétique de réponse

virologique au traitement pour chaque patient.

Finalement, nous avons constitué une cohorte deaignts chroniquement mono-infectés
par un VHC de génotype 1 (sous-types la et 1Esrquar bithérapie pégylée de référence. Pour
tous ces patients, nous disposions de tous lemséeallectés a la date SO (entre 6 mois et O jour
avant l'initiation du traitement antiviral), aingue de sérums collectés aux dates S4 et/ou S12 sous
traitement pour certains patients non-répondeurset(5l1 patients infectés par un VHC de
sous-types 1la et 1b, respectivement). La répartdas 92 patients de notre cohorte en fonction du
sous-type viral et de la réponse virologique a itmrge est illustrée danstigbleau 1

Total des patients inclus dans la cohorte
n =292

Distribution des patients dans les différents CHU francais parti cipant a I'étude

Strasbourg Tours Bordeaux Toulouse Clermont-Ferrand Brest Bobigny Villejuif Paris

n=44 n=7 n=4 n=5 n=3 n=2 n=16 n==6 n =5

Répartition des patients en fonction du sous-type viral et de la réponse virologique & long-terme au traitement antiviral

Sous-type 1a Sous-type 1b
n=43 n=49
RvVS? non-RVS (NR)® RVS? non-RVS (NR)®
n=17 n=26 n=25 n=24

Tableau 1.Distribution des patients de la cohorte en fomctio sous-type viral des souches VHC
infectant les patients et de leurs réponses aelnant antiviral.
% RVS : réponse virologique soutenue (ARN du VHCétedtable 6 mois apres l'arrét du traitement

par un test de gRT-PCR sensiblB)on-RVS = NR, avec NR : non-réponse.
[I. Extraction de 'ARN viral

L’ARN a été extrait a partir de I'échantillon priima sérique, conservé au préalable a
-80°C. L'extraction a été effectuée sur colonnesitiee a l'aide de la trousse commerciale QIAmp

Viral RNA Minikit (Qiagen), en suivant les recomnations du fabricant. La concentration des

ARN totaux obtenus apres extraction a été mesweend/uL) a l'aide d’'un spectrophotométre
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(Nanodrof5). Les ARN étaient alors stockés & +4°C pendant hmere ou a -80°C pour une

conservation de longue durée.

[Il. Amplification de 'ARN viral par reverse transcriptior(RT) - polymerase

chain reaction(PCR)

Le fragment d’ARN que nous souhaitions cibler dan®gaction de RT-PCR s’étend sur une
longueur de 5254 bases (fragment long ou FL), Balkknla région 5’NC jusqu’au gene de la
protéine non-structurale NS3 englobant ainsi leeegéEl et E2 codant les glycoprotéines

d’enveloppe. Pour obtenir le fragment FL, un proteace RT-PCR a été développé et optimisé.

L’amplification d'un fragment d’'une telle longueteste toutefois délicate. Ainsi, un autre
protocole de substitution pour les RT-PCR a ét&wegrour cibler un fragment moins long de 1835
bases (fragment intermédiaire ou FI), allant deddie 3’-terminale du gene de la protéine Core
jusqu’a la fin de E2.

Le protocole destiné a obtenir le fragment FL (PRL)oujours été utilisé de maniere
préférentielle pour amplifier 'ARN viral issu dehaque patient. En cas d'échec du PFL, le
protocole destiné a obtenir le fragment FI (PRi)as été utilisé.

L'utilisation du PFI en cas d’échec du PFL et liopsation de 'ensemble de ces protocoles
ont permis d’obtenir les produits amplifiés ciblégenes E1/E2) pour toutes les souches
pré-thérapeutiques des 92 patients ainsi que pswduches sous pression thérapeutique a S4 et/ou

S12 pour les patients dont les sérums étaient wlisies (16 patients).
1). Reverse transcriptiomu RT

Quel que soit le protocole de RT utilisé, la qitard’ARN total introduit dans une réaction

était a chaque fois d’environ 330 ng.
a). Protocole PFL

Etant donné la longueur importante du fragment dA&Ramplifier, lareverse transcription
du fragment FL a nécessité une trousse commemiptée a I'amplification de grands fragments
d’ARN : LongRange 2Step RT-PCR Kit (Qiagen).
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Procédure de la reverse transcription dans le protocole PFL avec la trousse commerciale LongRange 2Step
RT-PCR Kit (Qiagen) :

Pour une réaction de RT, ’ARN est tout d’abord dénaturé a 65°C pendant 5 min puis est brievement refroidi sur
glace pendant 1-2 min. Il est ensuite ajouté a un mélange réactionnel comprenant : 4 uL d’une solution tampon
(5x, contenant 25 mM de Mg?*), 2 uL d’une solution de dNTPs (10 mM de chaque dNTP), 2 uL d’une amorce
oligonucléotidique anti-sens* (10 pM), 0,2 pL d’un inhibiteur des RNases (RNase I, 4 U/pL), 1 pL de LongRange
reverse transcriptase (10 U/pL) et de ’eau PCR-grade (H,0 RNases-free) pour un volume final de 20 pL.

Le mélange réactionnel contenant la matrice d’ARN dénaturé est alors incubé a 50°C pendant 90 min pour la
synthése du brin d’ADN complémentaire (ADNc). Pour finir, une courte incubation a 85°C pendant 5 min est
effectuée afin d’inactiver la reverse transcriptase et de stopper la réaction.

Les ADNc ainsi obtenus sont alors stockés a +4°C pendant une heure ou placés a -80°C pour une plus longue
durée.

* . L'amorce oligonucléotidique anti-sens (gene spegfimer ou GSP) utilisée dans le protocole PFlrespond a
'amorce publiée A5387 (5' gatcctgcccacaatgaccgc(Site d’amorgage sur le génome du VHC : acidesléiques
5399 — 5379 dans le géne NS4A) (Rispeter et #7)19

b). Protocole PFI
Le protocole PFI se constitue d’'un mode opératqgire differe du précédent par la reverse

transcriptase et les amorces utilisées. Le PHkatih trousse commerciale SuperScript Il Reverse

Transcriptase et des amorces aléatoiresgondom primer¥ (Invitrogen).

Procédure de la reverse transcription dans le protocole PFl avec la trousse commerciale SuperScript Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen) :

Pour une réaction de RT, UARN est tout d’abord dénaturé a 65°C pendant 5 min en présence de 4 UL de random
primers (125 ng/pL), 1 pL d’une solution de dNTPs (10 mM de chaque dNTP) et de ’eau PCR-grade (H,O
nucléases-free) pour atteindre un volume de réaction intermédiaire de 13 pL.

Aprés un bref refroidissement sur glace (1-2 min), on ajoute a ce mélange préliminaire : 4 puL de solution tampon
(5x, contenant 15 mM de MgCl,), 2 pL de dithiothréitol (DTT, 0,1 M) et 1 pL de SuperScript Il reverse transcriptase
(200 U/pL). Le mélange réactionnel est ainsi fixé dans un volume final de 20 pL.

Le mélange réactionnel est alors incubé a 42°C pendant 50 min pour la synthese des ADNc. Enfin, le mélange est
porté a 70°C pendant 15 min pour inactiver la reverse transcriptase et stopper la réaction.

Les ADNc ainsi obtenus sont alors stockés a +4°C pendant une heure ou placés a -80°C pour une plus longue
durée.
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2). Polymerase chain reactionu PCR

Quel que soit le protocole utilisé, TADNc obtentai€ amplifié dans une premiere réaction
de PCR (PCR1) en utilisant un premier couple d’'a®®rpuis les produits issus de cette PCR
étaient utilisés comme matrice dans une seconde d€Rnichée” (PCR2) en utilisant un second
couple d’amorces internes aux premieres. Les prodieéi PCR2 étaient ensuite déposeés sur un gel
d'agarose a 1% complémenté de 2 gouttes de bromtéteydium (BET) puis séparés par
électrophorése 1 h a 100V. Le BET est un inter¢adan’ADN excitable sous rayonnements UV
permettant la détection de I'ADN apres électropkeréinsi, apres migration, 'amplification du
fragment d’intérét est validée sous lampe UV paprésence d’'un signal au poids moléculaire

attendu.

Au sein d’un protocole et pour une méme matricelN&, plusieurs conditions de PCR ont
éte testées en cas d’échec(s), avant de changepratecole. Dans ce cas de figure,

'expérimentation était recommencée depuis I'é@@®&T, c'est-a-dire depuis I'extrait d’ARN.

Lafigure 1 représente un schéma montrant les variations dgitamrs de PCR entreprises pour

obtenir les produits amplifiés.

a). Protocole PFL

L’ADNc obtenu a été amplifié par deux PCRs suceess(PCR1 et PCR2) en utilisant la
trousse commerciale LongRange 2Step RT-PCR Kitgé&in En cas d’échec sur ce premmamd
de PCRs, les “répétitions” de PCR1 et PCR2 (figure 1) ont été effectuées en utilisant une autre
trousse commerciale: Phusith High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes). Les pédares
d’amplification du protocole PFL pour les PCR1 &R2 et pour les “répétitions” PCR1 et PCR2

sont mentionnées plus bas dans les plaguettespon@antes.

En cas d’échec du protocole PFL, le protocole Ré&ik @lors utilisé en substitution pour
amplifier le fragment d’intérét contenant les géBést E2.
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Extrait ’ARN —  Reverse transcription:
Protocole PFL

|

ADNc

l

PCR1.:
Quantité d’ADNc introduite = X

|

PCR2:
Quantité de produits de PCR1 introduite = X

l “Répétition” PCR2:

Quantités de produits

de PCRL1 introduites:
1/10x et 2x

Validation de I'amplification du fragment par
électrophorése sur gel d'agarose

PN

Signal OK

W

Si absence de signal
aprés “répétition”
PCR2

|

“Répétition” PCR1 :
Quantités d’ADNCc introduites = 2X et 3X

|

PCR2:
Quantité de produits de PCR1 introduite = X

l “Répétition” PCR2:

Quantités de produits

de PCR1 introduites:
1/10x et 2x

Validation de I'amplification du fragment par
électrophorése sur gel d’agarose

PN

Signal OK

Si absence de signal malgré
“répétitions” PCR1 et PCR2

|

Changement de protocole: PFI

Figure 1. Représentation schématique des variations de ttmmglde PCR pour obtenir les produits

amplifiés.
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Procédure de I’amplification par PCR dans le protocole PFL avec la trousse commerciale LongRange 2Step
RT-PCR Kit (Qiagen):

PCR1 :
Pour un échantillon, le mélange réactionnel est préparé de la maniére suivante : 2,5 pL de solution tampon (10x,
contenant 25 mM de Mg?), 1,25 uL de dNTPs (10 mM de chaque dNTP), 1 pL d’amorce sens* (10 pM), 1 pL
d’amorce anti-sens* (10 pM) et 0,2 pL d’ADN polymérases (LongRange PCR Enzyme Mix). A ce mélange
réactionnel, on ajoute 2,5 pL de cDNA - quantité x soit 10% du volume final - et de ’eau PCR-grade (H,0
nucléases-free) pour un volume final de 25 pL.

PCR2 :
Pour la PCR “nichée”, 2,5 L de produits de PCR1 - quantité x soit 10% du volume final - sont introduits au
mélange réactionnel pour un volume final de 25 L. Le mélange réactionnel de la PCR2 est identique a celui de la
PCR1 excepté pour le couple d’amorces utilisé**.

Les mélanges réactionnels de la PCR1 et de la PCR2 sont placés dans un thermocycleur pour subir le programme
d’amplification suivant :

93°C : 3 min

[93°C: 15sec; 48°C : 30 sec; 68°C : 5 min] 10x
[93°C : 15sec; 50°C : 30 sec ; 68°C : 5 min] 10x
[93°C : 15 sec ; 55°C : 30 sec ; 68°C : 5 min] 10x
[93°C: 15sec; 60°C : 30 sec; 68°C : 5 min] 10x

Aprés dépot de la PCR2 sur gel d’agarose, si le signal pour le fragment d’intérét est positif, la PCR2 est de
nouveau effectuée dans un volume final de 50 pL. La procédure de cette PCR est la méme que la PCR dans un
volume de 25 L, excepté que tous les volumes (réactifs et matrice) sont doublés. Ces produits nouvellement
amplifiés sont stockés a +4°C pour quelques jours ou a -20°C pour une plus longue durée. Ces produits ainsi
stockés au froid sont utilisés dans |’étape suivante : “Purification des produits de PCR”.

* et** : Les amorces utilisées dans la PCR1 du protocole B#ttespondent a des amorces publiées : amorce sens
OBS1345 (5 ggcgacactccaccatrratc 3’) (site d’anamge sur le génome du VHC : acides nucléiques 18s8& la
5'NC) et amorce anti-sens OBS1AS (5’ tgctvgtgacigaeg 3') (site d’amorcage sur le génome du VHQides
nucléigues 5316 - 5298 chevauchant le géne NSS£AN(Sheehy et al., 2005). Les amorces utilisées lh PCR2 du
protocole PFL correspondent aux amorces publiéasorce sens OBS1 (5' ctccectgtgaggaacta 3') (sétmarcage

sur le génome du VHC: acides nucléiques 40 — 5hsdéa 5'NC) et amorce anti-sens OBS1ASI
(5' gccgacatgeatgycatgatg 3') (site d’amorcage kugénome du VHC : acides nucléiques 5293 - 52713 dka gene
NS3) (Sheehy et al., 2005).

Procédure de I’amplification par PCR dans le protocole PFL avec la trousse commerciale Phusion™ High-
Fidelity DNA polymerase (Finnzymes) utilisée pour les “répétitions” PCR (1 et 2) :

“Répétitions” PCR1 :
Pour un échantillon, le mélange réactionnel est préparé de la maniére suivante : 4 pL de solution tampon HF (5x),
0,4 pL de dNTPs (10 mM de chaque dNTP), 1 uL d’amorce sens OBS1345 (10 uM), 1 yL d’amorce anti-sens OBS1AS
(10 pM), 0,6 pL de diméthylsulfoxyde (DMSO, 100%) et 0,2 uL d’ADN polymérase Phusion™ (2 U/pL). A ce mélange
réactionnel, on ajoute 4 pL ou 6 PL de cDNA - quantités 2x ou 3x, respectivement - et de I’eau PCR-grade (H,0
nucléases-free) pour un volume final de 20 pL.

“Répétitions” PCR2 :
Pour la PCR “nichée” : 2 L, 0,2 pL ou 4 pL - quantités x, 1/10x ou 2x, respectivement - de produits de PCR1 sont
introduits au mélange réactionnel pour un volume final de 20 L. Le mélange réactionnel de la PCR2 est identique
a celui de la PCR1 excepté pour le couple d’amorces utilisé. Les amorces utilisées dans la PCR2 sont I’amorce
sens OBS1 et I’amorce anti-sens OBS1ASI.

Les mélanges réactionnels de la PCR1 et de la PCR2 sont placés dans un thermocycleur pour subir le programme
d’amplification suivant :

98°C : 2 min
[98°C : 15 sec ; 50°C : 30 sec ; 72°C : 4 min 30 sec] 10x
[98°C : 15sec; 55°C : 30 sec; 72°C : 4 min 30 sec] 10x
[98°C : 15sec; 60°C : 30 sec ; 72°C : 4 min 30 sec] 15x
72°C : 8 min

Aprés dépot de la PCR2 sur gel d’agarose, si le signal pour le fragment d’intérét est positif, la PCR2 est de
nouveau effectuée dans un volume final de 50 pL. La procédure de cette PCR est la méme que la PCR dans un
volume de 20 pL, excepté que tous les volumes (réactifs et matrice) sont augmentés pour étre ramenés a un
volume final de 50 pL. Les quantités de PCR1 introduites doivent rester a x, 1/10x ou 2x et les mémes
concentrations finales de réactifs que celles obtenues dans un volume final de 20 pL doivent étre obtenues. Ces
produits nouvellement amplifiés sont stockés a +4°C pour quelques jours ou a -20°C pour une plus longue durée.
Ces produits ainsi stockés au froid sont utilisés dans |’étape suivante : “Purification des produits de PCR”.
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b). Protocole PFI

Le protocole de substitution en cas d’échec duopmé PFL était le protocole PFI.
L’ADNc obtenu avec ce protocole était amplifié piux PCRs successives (PCR1 et PCR2) et en
cas d’échec de ce premierund de PCRs, des “répétitions” de PCR1 et PCR2 étaffattuces
(voir figure 1). Toutes les PCR effectuées dans ce protocolétéentalisées en utilisant la trousse

Phusioni™ High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes).

Procédure de I’amplification par PCR dans le protocole PFl avec la trousse commerciale Phusion™

High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes) :

PCR1 :
Pour un échantillon, le mélange réactionnel est préparé de la maniére suivante : 4 pL de solution tampon HF (5x),
0,4 pL de dNTPs (10 mM de chaque dNTP), 1 uL d’amorce sens* (10 pM), 1 uL d’amorce anti-sens* (10 uM), 0,6 pL
de diméthylsulfoxyde (DMSO, 100%) et 0,2 uL d’ADN polymérase Phusion™ (2 U/pL). A ce mélange réactionnel est
ajouté 2 pL de cDNA - quantité x soit 10% du volume final - et de ’eau PCR-grade (H,0 nucléases-free) pour un
volume final de 20 pL.

PCR2 :
Pour la PCR “nichée”, 2 pL de produits de PCR1 - quantité x soit 10% du volume final - sont introduits au
mélange réactionnel pour un volume final de 20 pL. Le mélange réactionnel de la PCR2 est identique a celui de la
PCR1 excepté pour le couple d’amorces utilisé**.

Les mélanges réactionnels de la PCR1 et de la PCR2 sont placés dans un thermocycleur pour subir le programme
d’amplification suivant :

98°C : 2 min
[98°C : 15sec; 55°C : 30 sec ; 72°C : 2 min 30 sec] 35x
72°C : 8 min

Apres dépot de la PCR2 sur gel d’agarose, si le signal pour le fragment d’intérét est positif, la PCR2 est de
nouveau effectuée dans un volume final de 50 pL. La procédure de cette PCR est la méme que celle de la PCR
dans un volume de 20 pL, excepté que tous les volumes (réactifs et matrice) sont augmentés pour étre ramenés a
un volume final de 50 pL. La quantité de PCR1 introduite doit rester a x et les mémes concentrations finales de
réactifs que celles obtenues dans un volume final de 20 pL doivent étre obtenues. Ces produits nouvellement
amplifiés sont stockés a +4°C pour quelques jours ou a -20°C pour une plus longue durée. Ces produits ainsi
stockés au froid sont utilisés dans |’étape suivante : “Purification des produits de PCR”.

* et *: Les amorces utilisées dans la PCR1 du protocd®&l sont I'amorce sens MLVExtS
(5' cgtaggtcgcgtaayttgggtaa 3') (site d’amorcage lugénome du VHC : acides nucléiques 681 - 70%da géne
Core) et I'amorce anti-sens MLVEXtAS (5' gtgcgggttctggtgataaa 3') (site d’amorcage sur le génalneVHC :
acides nucléiques 2909 - 2886 dans le géne NS2).abhmorces de PCR2 correspondent aux amorces psbliée
suivantes : amorce sens MLVE1E2S (5'datat@atggggtacattccgctcgtec 3') (site d’'amorcage sur émgme du VHC :
acides nucléiques 741 - 761 dans le gene Core) emore antisens MLVE1E2AS
(5' atagatatdtactcagcctgagctatcag 3') (site d’amorgage sur le ghaadu VHC : acides nucléiqgues 2576 - 2559 a
I'extrémité 3’ du géne E2) (Pestka et al., 2007 I8s amorces de la PCR2 sont représengdegrasle motif d’acides
nucléigues reconnu par I'enzyme de restriction B¢@Ren italique souligngn codon stop. Ces modifications sur les
amorces de PCR2 sont essentielles pour la congructitérieure du plasmide codant les génes E1/E2ténét,
nécessaires pour la génération des HCVpp (Pestkh,2007).
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Procédure de I’amplification par PCR dans le protocole PFl avec la trousse commerciale Phusion™
High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes) utilisée pour les “répétitions” PCR (1 et 2) :

“Répétitions” PCR1 :
Pour un échantillon, le mélange réactionnel est préparé de la maniére suivante : 4 pL de solution tampon HF (5x),
0,4 pL de dNTPs (10 mM de chaque dNTP), 1 pL d’amorce sens MLVExtS (10 uM), 1 pL d’amorce anti-sens
MLVEXtAS (10 pM), 0,6 pL de diméthylsulfoxyde (DMSO, 100%) et 0,2 pL d’ADN polymérase Phusion™ (2 U/pL). A
ce mélange réactionnel est ajouté 4 pL ou 6 pL de cDNA - quantités 2x ou 3x, respectivement - et de ’eau PCR-
grade (H,0 nucléases-free) pour un volume final de 20 pL.

“Répétitions” PCR2 :
Pour la PCR “nichée” : 2 pL, 0,2 uL ou 4 pL - quantités x, 1/10x ou 2x, respectivement - de produits de PCR1 sont
introduits au mélange réactionnel pour un volume final de 20 pL. Le mélange réactionnel de la PCR2 est identique
a celui de la PCR1 excepté pour le couple d’amorces utilisé. Les amorces utilisées dans la PCR2 sont les amorces
sens MLVE1E2S et anti-sens MLVE1E2AS.

Les mélanges réactionnels de la PCR1 et de la PCR2 sont placés dans un thermocycleur pour subir le programme
d’amplification suivant :

98°C : 2 min
[98°C : 15 sec ; 55°C : 30 sec ; 72°C : 2 min 30 sec] 35x
72°C : 8 min

Aprés dépot de la PCR2 sur gel d’agarose, si le signal pour le fragment d’intérét est positif, la PCR2 est de
nouveau effectuée dans un volume final de 50 pL. La procédure de cette PCR est la méme que celle de la PCR
dans un volume de 20 L, excepté que tous les volumes (réactifs et matrice) sont augmentés pour étre ramenés a
un volume final de 50 pL. Les quantités de PCR1 introduites doivent rester a x, 1/10x ou 2x et les mémes
concentrations finales de réactifs que celles obtenues dans un volume final de 20 pL doivent étre obtenues. Ces
produits nouvellement amplifiés sont stockés a +4°C pour quelques jours ou a -20°C pour une plus longue durée.
Ces produits ainsi stockés au froid sont utilisés dans |’étape suivante : “Purification des produits de PCR”.

Pour chaque réaction de RT-PCR et quel que sojtrd¢ocole utilisé, les risques de
contamination ont été exclus en utilisant un cdetr@égatif (HO nucléases-free). De méme, la
validité des expériences était appréciée par iBatilon de controles positifs bien caractérisés. Le
témoins positifs et négatifs étaient introduits abut a la fin du processus de RT-PCR pour

pouvoir suivre le bon déroulement de toute la maaijpn expérimentale.

3). Purification des produits de PCR

Les produits de PCR2 validés par électrophorés@alud’agarose 1% ont été ré-amplifiés
dans un volume final de 50 pL. La totalité de cexlpits a alors été déposée sur un gel LR (
melting poinf a 1% supplémenté de 2 gouttes de BET, migrationa280V. Le signal d’intérét a
ensuite été détecté sous lampe UV et la bande d’ABbtbupée. L'ADN a ensuite était purifié
grace au kit commercial WizatdSV Gel and PCR clean up system (Promega), en rsulea
instructions du fabricant. L’ADN ainsi purifié a cat été quantifié au spectrophotometre

(Nanodrof) puis conservé a -80°C, avant I'étape de séquencag
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IV. Séquencage des genes E1 et E2

L’analyse des souches virales a été réalisée ag@gsencage direct des genes E1 et E2
entiers. En premier lieu, des réactions de séqgemuecté réalisées grace a la trousse commerciale
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (AgaliBiosystems), en utilisant comme matrice
les produits de PCR2 purifies. Ces réactions ortuien été purifiées et injectées dans un

séquenceur a capillaires : Applied Biosystems Gedetalyser 3130 (Applied Biosystems).

Procédure pour les réactions de séquences avec la trousse commerciale Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) :

Pour une réaction de séquence, 30 ng de produits de PCR2 purifiés sont ajoutés a 1 pL de Ready reaction premix
(2,5x, contenant une solution tampon, des dNTPs, des ddNTPs marqués par des fluorochromes et une ADN
polymérase), 1,5 pL d’une solution tampon ad hoc (5x), 1 yL d’amorce oligonucléotidique* (5 pM) et de U’'eau
PCR-grade (H,0 nucléases-free) pour un volume final de 10 pL.

Le mélange réactionnel est alors placé dans un thermocycleur pour y subir le programme d’amplification suivant :

96°C : 1 min, puis [96°C : 10 sec ; 50°C : 5 sec ; 60°C : 4 min] 25x

*: Pour une méme matrice d’ADN purifié, 3 réactiates séquence utilisant 3 amorces différentes socgssaires
pour couvrir la totalité des génes E1 et E2. Ldtdintes amorces utilisées accompagnées de léaigeaces, leurs
polarités, leurs positions d’amorcage sur le génaiue/HC, le génotype ciblé (1a ou 1b) et le fragnuengene ciblé
sur E1/E2 sont répertoriés danstébleau 2

Amorce Séquence (5' - 3)) Polarité : Site d'amorcage sur le Génotype ciblé Fragment de gene
oligonucléotidique Sens (+), Anti-sens ()  génome du VHC: acides ciblé
nucléiques
CF1 gacggcgtgaactatgcaacagg + 819-841 la/lb El
EAS agggcbgtbckgttkatgtgcc - 1621-1600 la/lb El
ESla/b tgggatatgatgatgaactggtc + 1299-1321 la/lb C-terminal de E1/
N-terminal de E2
AP33-1b tyrtaaacaccaayggcagctg + 1579-1600 1b N-terminal de E2
P2SDeg aaytggttcggttgtacmtggatg + 1983-2006 la/lb C-terminal de E2
INVRR-1a tgcccecactgattgettccgea + 2082-2103 la C-terminal de E2
INVRR-1b tgcccccacggactgcttccgga + 2082-2103 1b C-terminal de E2

Tableau 2. Amorces oligonucléotidiques utilisées pour le sfmpage entier des génes E1 et E2 du
VHC.

Plusieurs combinaisons de ces amorces ont étgéalipour obtenir les séquences E1/E2 completes
des souches pré-thérapeutiques de tous les pafients 96) et des souches sous pression

thérapeutique des patients pour qui elles étaigpbdibles (n = 16).
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V. Analyses des séquences par bio-informatique

1). Nettoyage et raboutage des séquences E1/E2

Les chromatogrammes bruts des différents fragnsntequence d’acides nucléiques de E1
et de E2 ont été visualisés, nettoyés et correctemaboutés grace au logiciel informatique
ChromasPro (version 1.41). Par lintermédiaire dgidiel MEGA Molecular Evolutionary
Genetics Analysjsrersion 4.0.2) (http://www.megasoftware.net)isaiht I'algorithme d’alignement
ClustalW, les séquences E1/E2 completes ont enséealignées individuellement sur des
séquences de référence (H77 (AF009606) et HC-JOSAF47), pour les génotypes la et 1b,
respectivement). Les séquences d'intérét E1/E2i ai@sfiées ont été enregistrées en acides
nucléiques et en acides aminés sous fofasta

Les patients ont tout d’abord été classés en fomatu génotype du VHC infectant : 1a ou
1b. En accord avec le génotype viral, les séqueBd#R82 vérifiées ont alors été alignées entre
elles. Apres alignement, elles ont été classéeqsens-)groupes en fonction de la réponse
virologique des patients au traitement antiviral.

Dans un premier temps, nous avons distingué leentatayant développé une réponse
virologique soutenue (RVS) des patients non-réporsd€NR) au traitement antiviral, ce qui a
permis de concevoir les 2 principaux groupes demsge au traitement. Puis, en vue d’affiner les
analyses, les patients ont été subdivisés en 4ggoupes en fonction des particularités de réponse
au sein du groupe des patients RVS et NR. En gffatni les patients RVS d'une part et les
patients NR d’autre part, nous avons analyseés :

- les patients ayant présenté une réponse virologapide ou RVR (caractérisés par une
virémie indétectable a S4 sous traitement, exdef@cteur prédictif de la RVS) des
autres patients répondeurs : patients RVS-RVR &-Rdn-RVR.

- les patients répondeurs nuls ou NRO (caractérigésipe absence de diminution de la
charge virale> 2 logo Ul/mL tout au long du traitement, le plus mauvprefil de
réponse dans la classe des patients NR) des gatiieats non-répondeurs : NR-NRO et
NR-non-NRO.

2). Recherche de signatures moléculaires (SMs)

La recherche de signatures moléculaires ou SMst-&‘dire les acides aminés liés a la

réponse virologique au traitement, a été effectméee au programme VESPXifal Epidemiology
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Signature Pattern Analyiqqui est disponible sur le site de la base de éesirameéricaine de

séquences du VHC (http://hcv.lanl.gov/content/saqge®/ESPA/vespa.html).

Nous avons en premier lieu comparé le groupe RM&usNR. Dans une seconde
approche, des comparaisons ont été entreprisesirades 4 sous-groupes, c’est-a-dire RVS-RVR,
RVS-non-RVR, NR-NRO et NR-non-NRO.

Par une analyse critique, nous avons évalué leanpade de chaque SM individuellement,
en prenant en compte la fréquence et les propartietatives d’'un résidu amino-acide dans un
groupe de patients par rapport a un autre. Poumgacide aminé a une position donnée soit pris en
considération en tant que SM, nos criteres de ts@heétaient les suivants :

- Il'acide aminé devait étre représenté dans 60% s gibs séquences d’'un groupe et/ou

d’un sous-groupe

- l'acide aminé devait étre moins frequemment repri&sé< 50%) dans les séquences de

I'autre groupe et/ou de l'autre sous-groupe pris@nparaison

Une distribution distinctement différente d’un aeidminé a une position donnée entre les

séquences des patients infectés par un génotype dadles des patients infectés par un génotype

1b, a également été prise en considération paéléetion des SMs.

Enfin, nous avons réservé les tests fonctionnetsmotifs qui montraient une différence
(position mutéeversus position originelle dans la souche de référencaprds la prédiction

antigénique par bio-informatique.

3). Prédiction de motifs antigéniques

La recherche de motifs antigéniques préedits afé&étaée en utilisant le logiciel Antheprot
2000 (version 6.0) (http://antheprot-pbil.ibcp.fQe logiciel permet de prédire I'antigénicité de
surface au niveau des différents motifs d’acidesnésconstituant une séquence polypeptidique
linéaire, grace a une méthode développée par Petrladr(Parkeret al, 1986). Le calcul du niveau
d’antigénicité pour chaque résidu d'une séqueneaeideés aminés est dérivé de 3 parametres
physico-chimiques qui sont : le temps de rétensionchromatographie liquide haute performance
(HPLC), I'hydrophilie et la flexibilité atomique deacide aminé considéré. Cette analyse a été
essentiellement utilisée pour étudier I'impactuéttdes SMs retenues (voir plus haut) sur le motif

antigénique correspondant.
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4). Détermination de réseaux minimaux d’acides amis covariants sur les glycoprotéines

d’enveloppe E1 et E2, corrélés a la réponse tmaitement antiviral de référence

Cette approché silico a été également entreprise car des acides ameug®emnt interagir
avec d’autres résidus présents au sein des glyopes d’enveloppe du VHC, avec un impact
indirect potentiel de ces interactions sur la ré&eoau traitement antiviral. Ces analyses ont été
menées en utilisant comme matrice les séquenceglésaaminés des souches pré-thérapeutiques
des 92 patients de la cohorte séparées en fondtiogenotype (1a et 1b), afin de distinguer en
fonction du génotype du VHC les patients RVS ddgepts NR au traitement. Cette approche de
détermination de réseaux minimaux d'acides amingar@ants sur E1 et E2 a été développée et les
analyses réalisées par un statisticien collaba@rawutre projet (John Murragchool of Mathematics
and Statistics & National Centre in HIV Epidemiojognd Clinical Research, University of New
South Wales, Sydney, Australia
Brievement, les réseaux de paires d’acides amiaogariants ont été calculés au sein de chaque
groupe en accord avec la méthode développée paraetr al, et les paires qui présentaient une
valeur S d’au moins 0,5 ont été retenues (Auedra., 2009).

Pour identifier les paires covariantes, John Mugaglculé pour toutes les paires possibles dans le
colonnesi etj (chague colonne étant définie par 'ensemble dédea aminés présents a une
position dans le groupe de séquences alignéesiglisa I'analyse de covariance), une valg(wu
scoreS) en utilisant les paires observéebq et attendueaft). Pour cela, la formule suivante a été

utilisée :

L
% (Nobs - Natt)2

N

val
ouL est la liste de toutes les paires observébdgeest le nombre d’occurrences pour une paire de
résidus (c'est-a-dire le nombre de fois ou la paigarait). Pour cette paire, le nombre atteigi) (
est donné par la formule intermédiaire suivante :
C.iCyj
Ny =
N

val

ou Nya est le nombre de séquences dans l'alignement gucamtient pas dgaps (données
manquantes)C, est le nombre observe de résious la position et Cy; est le nombre observé de
résidusy a la positiorj.
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Puisque dans cette approche, il y avait beaucoughinaisons, le statisticien a déterminé celles
gui pouvaient atteindre ces paramétres de valesmiS certains critéres d’optimisation, c'est-&-dir
la sélection des réseaux contenant le moins degair la sélection de réseaux qui maximisaient la
valeur de corrélation totale toujours en gardanpetit nombre de paires. Ainsi, il a été estimé que
ces réseaux minimaux pouvaient extraire les paiasdes aminés covariants les plus importantes,
et que ces paires pourraient refléter, directenmentindirectement, comment certains virus de
patients échappent au traitement antiviral. Lesutslont été effectués en utilisant le logiciel
statistigue Matlab R2010b (MathWorks Inc.).

VI. Clonage et séquencage pour I'analyse des quasi-esggvirales

Pour une analyse plus fine de la population vi@teulant chez des patients de notre
cohorte, nous avons sélectionné trois patientscié$e par un génotype la, dont deux qui
présentaient une RVS au traitement antiviral et nam-répondeur qui ne présentait aucune
diminution = 2 logo UlI/mL au cours du traitement (répondeur nul ou INRdous avons alors
etudié les quasi-espéeces circulant dans le sérdiec@oavant l'initiation du traitement (SO) des
patients RVS et dans les sérums collectés & S@&2 ous traitement pour le patient NRO.

Pour ces patients, les séquences directes despghyémes E1 et E2 du VHC a tous ces
points du temps avaient préalablement été obteaupartir de produits de RT-PCR issus du
protocole PFL (voir plus haut).

Pour I'étude des quasi-espéces, 'ARN a de nougtauextrait a partir des sérums d'intérét
puis les genes codant les glycoprotéines d’envelapp été amplifiés en utilisant un protocole de
RT-PCR ne ciblant que les genes codant E1 et E2ldmmage a alors été réalisé sur ces produits de

RT-PCR purifiés, dont la concentration a préalalelenété déterminée au Nanodtop

1). Clonage des produits de RT-PCR purifiés (étudge quasi-espece) pour trois patients

infectés par un VHC de génotype 1a

Principe de la méthode de clonage médiée par lewepCRII-TOPO et les bactéries compétentes
E. ColiTOP10 (Invitrogen) :

Le vecteur de clonage pCRII-TOPO (Invitrogen) ddisé pour le clonage moléculaire. Ce
vecteur utilise la topoisomérase | du virus dedacine, sans avoir recours a une ligase spécifique
(Shuman, 1994). Cette enzyme a la possibilité dagher en un site spécifique (5 CCCTT 3’) et

de cliver la liaison phosphodiester du brin d’ADMte aprés T-3'. L'énergie issue du clivage est
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récupérée pour former une liaison phophotyrosylreedntADN clivé et une tyrosine de la
topoisomérase |I. Ceci va maintenir le plasmidealiis® avec une extrémité T-3' sortante et le
vecteur est des lors appelé vecteur activé. Leeuecontient un géne de sélection par I'ampicilline
permettant uniquement la croissance des bactéaesformées. En outre, le gdaeZa permettant
aux bactéries du typE. Coli TOP10 (Invitrogen) d’exprimer unp-galactosidase fonctionnelle
pour métaboliser le S-Galactose (S-Gal) pazomplémentation, a été choisi et introduit dans le
plasmide, car ce géne contient sur les deux bi&iBN complémentaires un site 5’ CCCTT 3. La
linéarisation du plasmide s'effectue a ce niveau gvage du géndacZa. L'étape dite de
“A-tailing” que subissent les produits de PCR purifiés vanpére, lors de la ligation, I'intégration
de l'insert de maniére tres spécifique grace ausepxités sortantes du vecteur. En effet, le résidu
hydroxyl (-OH) des extrémités 5’ de I'insert vaaaftier la liaison phosphotyrosyl, libérant 'enzyme
et permettant linsertion du fragment d'intérét ggda la formation de nouvelles liaisons
phosphodiester et la complémentarité des bases ol étre activé, le vecteur est linéarisé par
clivage au niveau du gen&acZa. L'insertion des produits de PCR purifiés entrailze
recircularisation du plasmide mais engendre laungptie la phase codante du géa®a, rendant
les bactérie€. Coli TOP10 transformées par ce vecteur recombiné ibbapal’exprimer une
B-galactosidase fonctionnelle et ainsi de métabolesgalactose lors de leur croissance sur milieu
LB/S-Gal (Luria-Bertani/S-Galactose). Les coloniebtenues apparaitront alors blanches.
L’activation du vecteur pCRII-TOPO est un phénomeiwersible et peut donc étre inactivé (en
d’autre terme recircularisé€) grace a la rupturel@désons phosphotyrosyl (liant les extrémités T-3’
sortantes du vecteur a la topoisomérase) par $&ue5’-OH du vecteur. Le vecteur peut donc étre
recircularisé sans l'intervention des inserts. Deascas de figure, le plasmide recircularisé sans
insert comporte un génacZa fonctionnel et les bactéries transformées sontsatapables de
métaboliser le galactose. Les colonies apparaitalots bleues/noires aprés culture. Cette
discrimination des colonies par leur couleur perdigtentifier les clones comportant I'insert de
ceux qui ne l'ont pas intégré (voir plus bas, sectEtape de sélection des bactéries porteuses du

plasmide recombinany’

a). Etape de*A-tailing”

Une étape dite d&A-tailing” a préalablement été effectuée sur les produiBQR purifiés

afin de générer dans les amplicons des extréemit8s sbrtantes. Cette étape est nécessaire pour

permettre la ligation des produits de PCR danetteur de clonage pCRII-TOPO de type A/T.
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Procédure de |’étape de “A-tailing” pré-clonage en utilisant la trousse commerciale Tag DNA Polymerase

(Invitrogen) :

Pour cette étape et pour un échantillon, un mélange réactionnel est préparé de la maniére suivante : 1 pL de
solution tampon - Mg (10x), 0,5 pL d’une solution MgCl, (50 mM), 1 pL de dATP (2 mM) et 1 pL de ’enzyme Taq
DNA polymerase (5 U/pL). A ce mélange est ajouté 6,5 pL de produits de PCR purifiés. La réaction de “A-tailing”
s’effectue alors dans un thermocycleur porté a 72°C pendant 20 min.

Les produits de PCR “A-tailés” peuvent alors étre stockés a +4°C pendant une heure ou a -20°C pour un plus
longue durée.

b). Etape de ligation

Apres la réaction déA-tailing” , les produits de PCR ont été intégrés dans leeuect
pCRII-TOPO (Invitrogen) sans intervention d'uneaig spécifique. Pour chaque cas, la quantité de

produits de PCRA-tailés” introduite dans la réaction de ligation était 868335 ng.

Procédure de I’étape de ligation en utilisant la trousse commerciale TOPO TA Cloning kit (Invitrogen) :

Pour cette étape et pour un échantillon, un mélange réactionnel est préparé de la maniere suivante : 1 pL de
solution saline, 33-35 ng de produits de PCR “A-tailés” et de |’eau stérile pour un volume intermédiaire de 5 pL.
Un volume final de 6 pL est atteint par l’ajout de 1 pL de vecteur pCRII-TOPO (Invitrogen).

Le mélange réactionnel est ensuite doucement homogénéisé par refoulement de pipette et incubé une heure a
température ambiante. Aprés la réaction de ligation, les produits sont stockés a +4°C pendant une heure ou a
-20°C pour une plus longue durée.

c). Etape de transformation des bactéries compétess

Cette étape de transformation permet d’introdléreecteur d’ADN recombinant dans des
bactéries dites “compétentes”, c'est-a-dire ayalnitsn processus de perméabilisation membranaire
pour faciliter le transfert de matériel génétigues bactéries compétentes utilisées étaient celles
fournies dans la trousse de clonage TOPO TA Clomitget sont du typeE. Coli TOP10
(Invitrogen).

Les bactéries compétentes ont tout d’abord étabiws sur glace pendant 10 min. La
transformation proprement dite a été effectuéeupachoc thermique (permettant I'ouverture des
pores membranaires et I'entrée du plasmide) enapbies bactéries a 42°C pendant 30 sec.
Immédiatement apres, les bactéries ont été plangeglace pendant 2 min entrainant la fermeture

des pores au niveau des membranes bactériennes.

d). Etape d’ensemencement et de culture des bactésitransformées

Apres I'étape de transformation, 250 pL de milsDC &uper optimal broth with catabolite

repression ont été ajoutés aux bactéries qui ont ensuitenétdées pendant une heure a 37°C sous
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agitation continue. Cette étape permet de régémesdoactéries avant ensemencement sur milieu
sélectif. La suspension bactérienne a ensuiteegtiiftigée a 8 000 rpm pendant 2 min et environ

150 uL de surnageant ont été retirés dans le butodeentrer les bactéries. Aprés remise en

suspension des bactéries dans le surnageant reiniL de la suspension ont été étalés sur boite
de Pétri contenant un milieu LB/S-Gal gélosé (SA@alAgar Blend, Sigma Aldrich) supplémenté

d’ampicilline a une concentration finale de 100 mlg/ Les boites ensemencées ont alors été
incubées a 37°C pendant 16-18 heures.

e). Etape de sélection des bactéries porteuses dagmide recombinant

Le milieu de culture des bactéries était composé ld& d'IPTG (Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside, inducteur non métabblis de I'opéron lactose), d’ampicilline
(permettant seulement la croissance des bactéaesfarmées grace au géne de résistance a
'ampicilline apportée ertrans par le vecteur pCRII-TOPO) et de S-Gal qui estsubstrat
chromogéne galactosidiqgue métabolisé par les hestéxprimant le gene fonctionnel de la
B-galactosidasef¢gal). Lors de son clivage par [ggal, ce galactoside produit un pigment
bleu/noir. LaB-gal peut étre décomposée en deux peptides nomanzs [(partie N-terminale de la
B-gal) et LacX) (partie C-terminale de IB-gal) codés par le geracZ: ces deux peptides sont
essentiels pour urfzgal fonctionnelle.

Or, la région du genlcZ codant le peptide LacZest délétée chez les bactéresColi
TOP10, mais ce gene peut étre apportérams par le vecteur pCRII-TOPO si ce dernier n'a pas
intégreé l'insert et qu’il maintient donc la phasedante du genkcZa (a-complémentation). Cette
o-complémentation va alors permettre aux bactéerigpdmer unef-gal fonctionnelle et ainsi de

métaboliser le S-Gal.

Ainsi, si les bactéries ont été transformées awvewecteur vide (sans insert), les bactéries
apparaitront noires/bleues sous l'effet du clivdgealactoside S-Gal parfagal.

A l'inverse, si les bactéries ont été transformeesc un vecteur recombiné (avec insert), la
phase codante du gerecZa porté par le vecteur sera rompue et donc les test&eront

incapables de métaboliser le S-Gal. Ces bactéuigaraitront alors blanches.

Seules les colonies blanches ont été sélectiopoied’étape suivante.
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f). Etape d’amplification des clones et de vérificdon de I'intégration du fragment

d’intérét

Pour chaque cas, environ 30 colonies blanchestérrélevées individuellement avec des
cbnes stériles puis transférées dans 5 mL de miliBusupplémenté d’ampicilline a une
concentration finale de 100 pg/mL. Ces minicultures alors été incubées a 37°C sous agitation

continue pendant 16-18 heures, permettant d’arapiifidividuellement chaque clone bactérien.

Parallelement & la réalisation des minicultures ®@CR de contrdle a été effectuée sur
chaque clone bactérien afin de valider la présdedénsert d’intérét, en utilisant les amorcedale
PCR nichée ayant génére les produits de RT-PCRagtipour le clonage et la trousse commerciale
Tag DNA Polymerase (Invitrogen). Les produits de PGR alors été soumis a une électrophorese

sur gel d'agarose 1% et la présence du fragmemtiéddt a été révélée sous lampe UV.

NB : Pour chaque clone bactérien amplifié, des “stogkgcérol” ont été réalisés en ajoutant a 500 pL adeque
miniculture 100 pL de glycérol (agissant comme yoprotecteur). Ces “stocks glycérol” ont alors é&tbckés a -
80°C.

Procédure de I’étape de PCR de controle permettant de valider I’insertion du fragment d’intérét dans le
vecteur pCRII-TOPO en utilisant la trousse commerciale Taqg DNA Polymerase (Invitrogen) :

Pour un échantillon, un mélange réactionnel est préparé de la maniére suivante : 2,5 pL de solution tampon - Mg
(10x), 0,75 pL de MgCl, (50 mM), 0,5 pL de dNTPs (10 mM de chaque dNTP), 1,25 pL d’amorce sens MLVE1E1S
(10 pyM), 1,25 pL d’amorce anti-sens MLVE1E2AS (10 pM), 0,25 pL d’enzyme Taq DNA Polymerase (5 U/pL) et de
’eau PCR-grade (H,0 nucléases-free) pour un volume final de 25 pL.

Avant le transfert de la colonie bactérienne dans la miniculture, le cone ayant servi a la récolte est brievement
plongé dans le mélange réactionnel de PCR. L’ADN plasmidique présent dans les bactéries ainsi déposées dans le
mélange réactionnel servira de matrice a I’amplification du fragment ciblé.

Le mélange réactionnel de la PCR de controle est alors placé dans un thermocycleur pour subir le programme
d’amplification suivant :

94°C : 6 min
[94°C : 45 sec ; 55°C : 30 sec ; 72°C : 2 min 30 sec] 25x
72°C : 10 min

NB: La premiére étape a 94°C : 6 min permet a la fois de lyser les bactéries par chauffage a haute température
et d’initier la dénaturation des brins d’ADN.

g). Etape de purification des plasmides comportarie fragment d’intérét

Pour chaque clone bactérien amplifié et validéR@@aR de contrdle, le plasmide a été extrait

by

est purifié a partir des minicultures par une tégh@ du typeminiprep en utilisant la trousse
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commerciale Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promegaelon les
instructions du fabricant. La quantité d’ADN plasigque obtenue a alors été quantifiee au

Nanodrop'.

2). Séquencage des plasmides purifiés

Les plasmides purifiés (10 clones pour chaque epgsce étudiée) ont été séquenceés sur
E1/E2 en utilisant le méme protocole que celuiiadilpour le séquencage direct des produits de
RT-PCR purifiés (voir plus haut, parti8équencage des genes E1 et E2"a quantité de matrice
introduite était de 500-600 ng/réaction.

3). Analyses bio-informatiques des quasi-especesales

Les séquences E1/E2 obtenues ont alors été netteyéaboutées comme décrit plus haut
(voir partie“Analyses des séquences par bio-informatiquedction“Nettoyage et raboutage des

séquences E1/EY’

Les séquences E1/E2 ont été alignées entre edgEidl MEGA, version 4.0.2) et ont été
analysées en examinant plus particulierement Isgigos des signatures moléculaires déterminées
a partir de I'analyse des séquences pré-thérapestides 43 patients de la cohorte infectés par un
génotype la. Cet aspect de I'analyse nous a pefgsluer i). ’'homogénéité des SMs liées a la
réponse au traitement pour les variants de quasies circulant dans le sérum SO des deux
patients RVS et ii). d’'une part, 'lhomogénéite &8s liees a la non-réponse au traitement pour les
variants de quasi-especes circulant dans le séf@rduSpatient NRO, et d’autre part I'éventuel
maintien de ces SMs au sein des variants de gepéies sous pression thérapeutique circulant
dans le sérum S12 de ce patient.

De plus, un arbre phylogénétique a été constrparéir des séquences d’acides nucléiques
E1/E2 de tous les variants pour apprécier d'unelpaegroupement dans I'arbre des variants issus
d'une méme quasi-espéce et d’autre part, la digedes variants au sein d'une quasi-espéce
évaluée par la distance génétique les séparanhkedes autres. Grace au logiciel MEGA (version
4.0.2), l'arbre phylogénétique a été construit laméthode dwneighbor-joining en utilisant le
modéleKimura 2-parameterLa robustesse des embranchements de I'arbre gdndtique a été
évaluée par la technique du bootstrap (1 000 =#ghcLes embranchements avec un pourcentage

de bootstrap > 65% sont généralement considéréseaumbustes.
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4). Vérification de la fiabilité des quasi-especegenérées par RT-PCR/clonage

Comme mentionné plus haut, les souches des trdisnfs utilisés pour analyser les
quasi-especes virales circulantes dans le sérufp&0 les 2 patients RVS et le patient NRO) et
dans le sérum S12 (pour le patient NRO), ont ét@liement séquencées directement sur E1/E2 a
partir de produits de PCR issus du protocole PFL.

Sur chacune des souches étudiées pour leur qumesiesd’extraction de I’ARN viral a été
refaite et les ARN ont subi une nouvelle RT-PCR rpamplifier les génes des glycoprotéines
d’enveloppe, en utilisant un protocole d’amplifioat ne ciblant que les géenes E1 et E2. Les
séquences directes E1/E2 issues du protocole P& etlui ayant servi a générer les matrices de
clonage ont été comparées entre elles, et il s'edté que les séquences E1/E2 pour une méme
souche amplifiée avec les deux protocoles compmtailes homologies de séquences d’acides
nucléiques approchant 100%. Cette approche nowsnaigpd’'une part d’obtenir des produits de
PCR contenant uniquement les génes E1/E2 a inteodans le vecteur de clonage et d’autre part,
d’exclure un biais technique lié a des incohéremzas I'hybridation des amorces qui auraient pu
favoriser I'amplification préférentielle de certaivariants. Une telle sélection peut en effet étre
favorisée par la nature des amorces et/ou desamsitipar des matrices partiellement dégradées
et/ou par le microenvironnement de I'extrait d’ARMuvant perturber I’hybridation des amorces.
Pour ce dernier cas, l'utilisation d’'une procéddiextraction de 'ARN dite‘gold standard” est
requise pour minimiser les biais de sélection aigeau, et la trousse commerciale QIAmp Viral
RNA Minikit (Qiagen) que nous avons utilisée regpae type de procédure.

En outre, une comparaison des séquences E1l/E2adiemts de quasi-espéces avec les
séquences directes des produits de RT-PCR ayantdematrice au clonage moléculaire a été
effectuée. Comme les séquences directes (pré-a@pnag les séquences des variants de
guasi-especes (post-clonage) montraient de tréssfbomologies de séquences approchant 100%,
nous avons pu ainsi exclure un biais techniqua l&ésélection d’une population de variants lors de
'étape de clonage dans les bactéries de type€oli (voir pour revue, Moenne-Loccoet al.
(Moenne-Loccozt al, 2011)).

VII. Tests fonctionnels pour I'évaluation de I'impact ds signatures

moléculaires sur E1/E2 liées a la réponae traitement antiviral

Les tests fonctionnels ont été effectués en atitisle modele d’étuden vitro des
pseudoparticules rétrovirales du VHC (HCVpp). L'iacp des signatures moléculaires E1/E2 liées a

la réponse au traitement antiviral de référencé&aéealué par l'introduction des SMs identifiées
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dans des HCVpp, puis en effectuant des tests diiofe et de neutralisation par des Ac circulant
dans le sérum de patients infectés issus de lateolour évaluer 'impact des SMs sur le pouvoir
infectieux des HCVpp et leur neutralisation, lestgefonctionnels ont toujours été réalisés dans le
but de comparer les HCVpp dites “sauvages” ou “wtie comportant pas la SM étudiégersus
les HCVpp dites “mutées” — comportant la SM étudiée

Les différentes étapes pour réaliser ces testgifomels sont décrites dans les sections qui

suivent.

1). Lignées cellulaires utilisées

Pour générer les HCVpp, nous avons utilisé laékgae cellules embryonnaires rénales
humaines HEK 293T. Pour les tests d'infectivitéfnaisation médiés par les HCVpp, nous avons
utilisé la lignée d’hépatome humain Huh7.5. Ceduted ont été maintenues dans un incubateur
affichant une température stable de 37°C en atnéwe@Eh5% de CO

Le milieu de culture des cellules non-hépatiqu&k293T se compose du milieu nutritif
completDulbecco's modified eagle mediy®MEM) a haute teneur en glucose (4,5 g/L) (Gibco)
supplémenté a 10% de sérum de veau feetal (FBS, Bisftdch GmbH) et de gentamycine a une
concentration finale de 50 pg/mL (Gibco). Le sérenveau fcetal a été préalablement traité par
chauffage a 56°C pendant 30 min pour I'inactivationcomplément.

Le milieu de culture des cellules hépatiques Hallést de composition similaire a celui des
cellules HEK 293T, mais le milieu nutritif compIBMEM (4,5 g/L de glucose) est issu d’'un autre
fabricant (PAA laboratories GmbH). De plus, 5 mladtle aminés non-essentiels (100x) sont
ajoutés a 500 mL de milieu (MEM non-essential andoials, Gibco).

Des lignées d’hépatome humain Huh7.5 surexprinfant des principaux corécepteurs
cellulaires du VHC ont également été utilisées pims tests d’infection différentielle. Ces cellules
sont cultivées dans le méme milieu que celui dtilmur les cellules Huh7.5 natives, mais
supplémenté de blasticidine a une concentratiaidide 10 pg/mL.

Ces lignées Huh7.5 particulieres surexprimant chadwin des principaux corécepteurs cellulaires
du VHC ont été fabriquées en utilisant la méthoderite par Haidet al. (Haid et al, 2010).
Brievement, ces lignées ont été créées par unférame gene dans des cellules Huh7.5 natives en
les infectant avec le vecteur lentiviral pWPI-BSBRd@gene) transduisant de maniere stable les
genes des corécepteurs cellulaires CD81, SR-BI,NGILDbu OCLN et le gene de résistance a la
blasticidine. L’infection de cellules Huh7.5 natvevec le vecteur lentiviral pWPI-BSD ne
transduisant aucun corécepteur mais seulementie dg résistance a la blasticidine a également

été effectuée et les cellules résultantes ont skndellules contrdles lors des expériences. Ltajou
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de blasticidine dans le milieu de culture permetidors de sélectionner uniquement les cellules
surexprimant I'un des corécepteurs cellulaireseegéne de résistance a la blasticidine. Apres
sélection, la surexpression des différents corécepta été confirmée et quantifiée (en multiple

d’expression par rapport aux cellules contréles)cygométrie en flux (analyses FAES

2). Plasmides utilisés pour la génération des HCVpp

Nous avons choisi d'utiliser des HCVpp construses le modéle du lentivirus HIVHuman
Immunodeficiency VirgsPour la production de chaque HCVpp, nous avditisailes plasmides
suivants :

- Plasmide codant les gengsg etpol du HIV (pgag/pol-HIV)

- Plasmide codant la luciférase, dont 'ARN transcétra encapsidé dans les HCVpp
grace a la présence du signal d’encapsidaion HIV (pluc-HIV)

- Plasmide codant les glycoprotéines d’enveloppe EEZ de génotype la ou 1b
(PE1E2-1la ou -1b)

Les plasmides codant les glycoprotéines E1 et E2rauus avons utilisés provenaient de
deux souches de références : H77 (génotype laKkt1h (génotype 1b). La souche H77 ayant
servi a la construction du plasmide pE1E2-1a cpmed a la souche H77 dont la séquence est
disponible dans la banque de genes du NCBI sousuleéro d'accession AAB67037, et
comprenant les changements d’acides aminés suiv&864C, V566A et G650E. Concernant la
souche UKN-1b ayant servi a la construction dumplde pE1E2-1b, elle correspond a la souche
dont le numéro d’accession est AY734974 (UKN1b1p.témportant les changements d’acides
aminés suivants : 1200M, R384Q, I580T et N641T.

Ces plasmides pE1E2-1a et -1b ont servi de mattéses laquelle ont été introduite de fagon
séparée des SMs liées a la réponse au traitemennaus avions définies sur E1/E2 dans la

premiere étape de notre travail (voir plus haut).
Les SMs ont été introduites par mutagénése dirggéaitilisant la trousse commerciale
QuickChange II XL site-directed mutagenesis kit i{&gt Technologies) et en suivant les

recommandations du fabricant.

Apres obtention des plasmides mutés, ces derniersét® séquencés sur E1/E2 (pour

protocole, voire partiéClonage et séquencage pour I'analyse des quaseéesp virales, section
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“Séquencage des plasmides purifig®€t en analysant les séquences obtenues, lirttiotudes
mutations attendues a été confirmée et celle dations aléatoires exclue.

Les constructions mutées ont alors été désignéés pour les différencier des plasmides dits
sauvages (wt, sans mutation), avec : * correspdnada localisation du résidu amino-acide muté
dans la polyprotéine entiere du VHC en référencg aouches H77 (numéro d’accession
AF009606) ou HC-J4 (numéro d’acession AF054247Y pesiconstructions moléculaires VHC-1a
et VHC-1b, respectivement, ii). X qui corresponkiaide aminé originel et, iii). Y qui est I'acide

aminé muté.

NB : Chaque plasmide contenait en plus du gene d'ibi@€nes gag/pol-HIV, luc-HIV ou E1E2 sauvage otiénun

géne de résistance a I'ampicilline. Pour obtenis dgpiantités suffisantes de plasmide qui sont nairesspour les
étapes suivantes, nous avons amplifié des clone®rEns uniques contenant le plasmide d’intéré&édfmblement
conservés a -80°C dans du glycérol) en les incube8#°C pendant 16-18 heures sous agitation coafidans 100 mL
de milieu LB supplémenté d’ampicilline a une comegion finale de 100 pg/mL. Chaque plasmide dliét& alors été
extrait et purifié a partir des bouillons de culaupar une technique de type maxiprep en utilisantrbusse
commerciale QlAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen))@e les instructions du fabricant. L'intégrité dpasmides a alors
été vérifiée par restriction enzymatique de comtr@iindlll pour pgag/pol-HIV et pluc-HIV ; EcoRI pppE1lE2-1a et

-1b wt ou muté). Pour finir, '’ADN plasmidique @&é&fuantifié au Nanodrdp

3). Production des HCVpp

Afin de produire les HCVpp, les cellules HEK 293ft ¢out d’abord été distribuées sur boite de
culture cellulaire stérile (diamétre 10 cm, unetdgdour chaque type de HCVpp) a raison de
2,5 x 1@ cellules/boite dans un volume final de 8 mL, piiss ont été maintenues a 37°C et 5%
de CQ pendant 24 heures jusqu’a adhérence et différiemtides cellules. Ces cellules ont ensuite
été transfectées avec les trois plasmides nécessaita production des HCVpp (pgag/pol-HIV,
pluc-HIV, pE1E2) en utilisant la trousse commeei@alPho8! Mammalian Transfection Kit
(Clontech). Cette trousse permet de transfect€ AN exogeéne dans des cellules de mammiféres
en suivant la méthode de précipitation de I'’ADN fmphosphate de calcium. Cette précipitation
permet d'une part de protéger 'ADN des nucléaged’aigmenter le contact avec les cellules
cibles. Le contact entre les cellules HEK 293T eetcb-précipité va induire une endocytose et
permettre I'internalisation de I'ADN exogéne.
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Procédure de I’étape de transfection des cellules HEK 293T en utilisant la trousse commerciale CalPhos™
Mammalian Transfection Kit (Clontech) :

Pour une réaction de transfection :

Aprés 24 heures de culture, le milieu des cellules HEK 293T est remplacé par du milieu frais puis elles sont de
nouveau incubées a 37°C et 5% de CO, pendant 20 min a 3h avant la transfection. Dans un tube a hémolyse 5 mL
stérile sont distribués 500 uL d’une solution de tampon salin HEPES (HBS, 2x).

En parallele, dans un microtube 1,5 mL, le mélange réactionnel intermédiaire suivant est préparé : 8,1 ug de
plasmide pgag/pol-HIV, 8,1 pg de plasmide pluc-HIV, 2,7 pg de plasmide pE1E2 et de I’eau stérile pour atteindre
un volume intermédiaire de 438 pL. Pour atteindre un volume final de 500 pL, 62 pL d’une solution de CaCl, (2 M)
sont ajoutés.

Ce mélange réactionnel intermédiaire est alors transféré par goutte-a-goutte dans le tube a hémolyse contenant
le tampon HEPES tout en vortexant a vitesse minimum. Le mélange réactionnel final est incubé pendant 20 min a
température ambiante pour que la co-précipitation ADN-phosphate de calcium s’effectue.

La totalité du mélange réactionnel est alors distribuée par goutte-a-goutte sur les cellules HEK 293T en prenant
soin d’effectuer une distribution homogene. Pour que la transfection s’effectue, les cellules sont a nouveau
incubées a 37°C et 5% de CO, pendant 15-18 heures.

NB : Le temps d’incubation pour la réaction de transfection ne doit pas excéder 18 heures, car la technique de
transfection utilisant la précipitation de [’ADN par le phosphate de calcium acidifie le milieu de culture, ce qui
peut donc étre toxique pour les cellules.

Apres une incubation a 37°C et 5% de,Qf@ndant 15-18 heures nécessaires pour que la
réaction de transfection s’effectue, le milieu déuwre des cellules HEK 293T transfectées estéretir
puis remplacé par 8 mL d’'un milieu nutritif fraisraposé de DMEM a 4,5 g/L de glucose (Gibco)
supplémenté de gentamycine a une concentratiole fitea50 pg/mL (Gibco) et de 2,5% de sérum
humain filtré séronégatif pour le VHC, le VHB et \@H. Les cellules sont ensuite a nouveau
incubées a 37°C et 5% de €@endant 24 heures. Apres cette période d’incubatesnHCVpp
libérées dans le surnageant de culture sont résodieles cellules productrices récupérées etdavée

avec du PBS (tampon phosphate salin).

Procédure de I’étape de récupération des HCVpp libérées dans le surnageant de culture des cellules HEK
293T transfectées :

Pour une boite de culture contenant un type de HCVpp dans le surnagent de culture :

A Uaide d’une seringue 10 mL stérile, le surnageant de culture des cellules HEK 293T productrices est prélevé. Un
filtre 0,45 um est alors placé sur le gicleur de la seringue. Le surnageant est de cette maniere filtré au dessus
d’un tube a fond conique stérile 15 mL pour ne récupérer que la suspension de HCVpp (les débris cellulaires sont
retenus dans le filtre).

Les suspensions de HCVpp sont alors aliquotées dans des microtubes stériles a hauteur de 500 pL a 1 mL/tube et
stockées a -80°C pour une longue durée.

NB : Les HCVpp fraichement produites peuvent étre également conservées a +4°C pour une durée n’excédant pas
une semaine. En effet, les HCVpp sont des pseudovirus fragiles et se dégradent rapidement.

En parallele, les cellules productrices sont décollées de la boite de culture et resuspendues dans un tube a fond
conique 15 mL avec quelques millilitres de PBS (tampon phosphate salin). Les cellules sont ensuite centrifugées a
1500 rpm pendant 5 min. Le surnageant est alors retiré et les cellules sont de nouveau remises en suspension dans
quelques millilitres de PBS frais pour étre centrifugées a 1500 rpm pendant 5 min. Ce procédé est répété deux
fois pour un lavage correct des cellules afin d’éliminer les HCVpp résiduelles. Apres ces lavages et retrait du
surnagent, les culots cellulaires sont stockés a -20°C et serviront a [’étape ultérieure de controle d’expression
des glycoprotéines E1 et E2 du VHC dans les cellules productrices HEK 293T par Western-Blotting.

Comme les HCVpp ainsi générées sont construitesesorodele HIV, elles expriment la
protéine de capside p24 du VIH. Avant d’effectues tests fonctionnels comparant les pouvoirs

infectieux et les potentiels de neutralisation enes HCVpp dites “wt” et les HCVpp dites
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“mutées”, les quantités de ces HCVpp ont été nosdead par quantification de I'expression de
'antigéne p24 du VIH dans les suspensions pseualegi en utilisant la trousse commerciale
Innotest HIV Antigen mAD kit (Innogenetics) et anvant les recommandations du fabricant.

4). Tests d'infection des HCVpp sur lignée d’hépatme humain Huh7.5
a). Tests d’'infection brute des HCVpp
Pour réaliser les tests d'infection brute, lesute§ Huh7.5 ont tout d’abord été distribuées
sur plaque stérile de 96 puits & fond plat adaptde culture cellulaire, & raison de 1,5 X 10

cellules/puits dans un volume final de 200 pL. tekules ont été ensuite incubées a 37°C et 5% de
CO, pendant 24 heures.

Procédure de |’étape des tests d’infection brute des HCVpp sur cellules Huh7.5 :

Les HCVpp wt et mutées a comparer dans leur niveau d’infection brute, et dont les quantités ont été au préalable
normalisées (d’apres le dosage de ’antigene p24 du VIH), sont préchauffées a 37°C pendant 20-30 min. Pendant
ce temps, le milieu de culture des cellules Huh7.5 incubées pendant 24 heures est retiré des puits. Apres
homogénisation des suspensions HCVpp, 25 pL de chaque sont distribuées sur les cellules Huh7.5 (3 puits pour
chaque HCVpp).

L’infection des cellules Huh7.5 par les HCVpp est conduite par ’incubation des cellules inoculées a 37°C et 5% de
CO, pendant 3-4 heures. Ensuite, 200 pL/puits de milieu de culture Huh7.5 sont ajoutés et les cellules sont de
nouveau incubées a 37°C et 5% de CO, pendant 72 heures.

Apres 72 heures d’incubation des cellules Huhiiféciées, le milieu de culture a été retiré
et 100 pL de tampon de lyse Glo Lysis Buffer 1xofRega) ont été distribués sur les cellules.
Apres une incubation de 10 min a température artdyides lysats cellulaires ont été homogénéisés
par refoulement de pipette et 75 pL de lysats féaés dans une plaque de lecture a fond plat et
opaque (blanc). Ces plaques sont alors introddaes un luminometre Mithras LB 940 Multimode
reader (Berthold Technologies). Les niveaux d’ifet des HCVpp ont été alors déterminés par
'analyse de l'activité luciférase (unités RLU) ussde I'expression du géne rapporteur de la
luciférase transduit dans les cellules Huh7.5 téfes par les HCVpp. Lors du programme de
lecture, l'appareil de mesure (luminometre) inje@® pL de substrat de type luciférine
(Bright-Glo™ Luciferase Assay System, Promega) el&hant la réaction enzymatique, puis
mesure I'activité luciférase pendant 10 sec.

Les résultats bruts obtenus et exprimés en unitdd et alors été analysés pour apprécier les
eventuelles différences dans les niveaux d’'infecties HCVpp wt versus ceux des HCVpp mutées.
Pour confirmer les éventuelles tendances obserefles, devaient étre reproduites dans au moins

trois expériences indépendantes.
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b). Tests d’infection différentielle des HCVpp

Pour réaliser les tests d'infection différentielles cellules Huh7.5 surexprimant de maniere
stable les corécepteurs CD81, SR-BI, CLDN-1 ou OCéiNexprimant également le géne de
résistance a la blasticidine ont tout d’abord éséibuées sur plaque stérile de 96 puits a fomad pl
adaptée a la culture cellulaire, & raison de 118cellules/puits dans un volume final de 200 pL.
Les cellules Huh7.5 contrbles exprimant uniquenengéne de résistance a la blasticidine ont
egalement été distribuées sur la plaque de la nméaméere. Les cellules ont été ensuite incubées a
37°C et 5% de CPpendant 24 heures. Ces cellules ont ensuite serxitests d’infection
différentielle. Les procédures expérimentales &llda I'infection des cellules Huh7.5 par les
HCVpp jusqu’a la lecture de l'activité luciféraswmiént identiques a celles utilisées lors des tests
d’infection brute (voir section précédente), avearlilieu de culture nutritif pour cellules Huh7.5
supplémenté de blasticidine a une concentratiaidide 10 pg/mL.

Les résultats bruts obtenus et exprimés en unités $Rr les types cellulaires surexprimant
les différents corécepteurs ont été convertis ertiptei d’infection par rapport au niveau
d’infection de base obtenu sur les cellules Hultdsroles. Ces multiples d’infection ont alors été
compares entre HCVpp wt et mutées pour évaluer SM introduite induisait une augmentation de
la dépendance a un ou plusieurs corécepteurs asdisildu VHC. Pour confirmer les éventuelles
tendances observées, elles devaient étre reprsedlstes au moins trois expériences indépendantes.

5). Tests de neutralisation des HCVpp sur lignée dépatome humain Huh7.5

Les tests de neutralisation des HCVpp ont étewrids a partir de sérums de patients de la
cohorte. Les criteres de sélection des sérumsnélae suivants :
- La souche circulant dans le sérum devait étre detgpe identique a celui auquel la SM
étudiée est rattachée
- La souche circulant dans le sérum devait contemsda séquence E1/E2 la SM étudiée
- Le sérum utilisé devait avoir été collecté avamitiation du traitement antiviral (sérum
S0)

Pour réaliser les tests de neutralisation, lesillesliHuh7.5 ont tout d’abord été distribuées
sur plaque stérile de 96 puits & fond plat adaptéa culture cellulaire, & raison de 1,5 ¥ 10
cellules/puits dans un volume final de 200 pL. tekules ont été ensuite incubées a 37°C et 5% de
CO, pendant 24 heures. Ces cellules ont ensuite @exviests de neutralisation.
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Procédure de |’étape des tests de neutralisation des HCVpp par des sérums de patients séropositifs au VHC
sur cellules Huh7.5 :

Pour un test de neutralisation :

En premier lieu, le sérum séropositif au VHC (VHC+) sélectionné est dilué en cascade de 1/5 jusqu’a 1/80 dans du
milieu de culture Huh7.5. En paralléle, un sérum séronégatif au VHC (VHC-) bien caractérisé est dilué au 1/5 : ce
sérum VHC- servira de controle de référence.

Les suspensions de HCVpp wt et mutées a tester pour leur potentiel a étre neutralisées par le sérum de patient
VHC+, et dont les quantités ont été au préalable normalisées (d’aprés le dosage de l’antigene p24 du VIH), sont
distribuées dans des microtubes stériles 1,5 mL a hauteur de 95 pL/tube. Ensuite, a chaque suspension sont
ajoutés :

- 5 pL de sérum VHC+ pur ou 5 pL des dilutions de sérum VHC+ au 1/5, 1/20, 1/40 ou 1/80 pour obtenir (pour les
HCVpp wt et mutées) la gamme de dilution finale suivante : 1/20, 1/100, 1/400, 1/800 et 1/1 600

ou

- 5 L de sérum VHC- dilué au 1/5, pour obtenir (pour les HCVpp wt et mutées) une dilution finale au 1/100

ou

- 5 L de milieu Huh7.5 pour obtenir des suspensions HCVpp wt et mutées sans sérum

Les mélanges HCVpp + sérum sont alors incubés pendant 1 heure a 37°C en vortexant toutes les 15 min, pour
permettre la formation des complexes NAc-HCVpp.

Le milieu de culture des Huh7.5 est alors retiré et, aprés homogénéisation, 25 pyL de HCVpp + sérum sont
distribués sur les cellules (3 puits pour chaque HCVpp + sérum). L’infection des cellules par les HCVpp
non-complexées a des NAc est conduite par une incubation des cellules inoculées a 37°C et 5% de CO, pendant
3-4 heures. Ensuite, 200 pL/puits de milieu de culture Huh7.5 sont ajoutés et les cellules sont de nouveau
incubées a 37°C et 5% de CO, pendant 72 heures.

Aprés 72 heures d’'incubation, la lecture de Rat#iluciférase dans les cellules infectées est
réalisée comme décrit plus haut dans la setfiests d’infection brute des HCVpp”

Les résultats bruts obtenus et exprimés en unités édht alors été analysés pour apprécier
les éventuelles différences dans les niveaux déralsation des HCVpp wtersusceux des
HCVpp mutées. Les niveaux de neutralisation powaqak dilution de sérum VHC+ ont été

exprimés en pourcentages de neutralisation spaeifitiys) selon la formule suivante :

%ns = 100 — [100 x (niveau d’infectivité des HCVpp présence de sérum VHC+ (en unités

RLU) : infectivité des HCVpp servant de contrélerd&rence (en unités RLU)]

Les difféerences dans les potentiels de neutradisagintre HCVpp wt et mutées ont été
appréciées par les différences dans les titresed@ratisation (TN) en présence d’un méme sérum
VHC+. Les TN étaient définies par les dernierestiihs de sérum donnant unng& 50%. Pour
confirmer les éventuelles tendances observées, @fleaient étre reproduites dans au moins trois

expeériences indépendantes.
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6). Analyse de I'expression des glycoprotéines EALE2 du VHC dans les cellules HEK
293T productrices des HCVpp

Les niveaux d’expression des glycoprotéines E12etile VHC dans les cellules HEK 293T
productrices des HCVpp ont été appréciés par Westatting. Les différentes étapes allant de
I'extraction des protéines a la révélation de leiweau d’expression dans les cellules HEK 293T
sont détaillées plus bas.

a). Extraction des protéines totales exprimées darmess cellules HEK 293T

Les culots cellulaires HEK 293T récupéreés lors’émpe de récolte des HCVpp (voir plus
haut) ont été lysés avec 150 puL de tampon de lyeelL{ksis Buffer 1x (Promega). Aprés une
incubation a température ambiante pendant 10 mmnlykats cellulaires ont été centrifugés a 2 500
rom pendant 10 min afin de faire sédimenter legidé®llulaires au fond du tube. Le surnageant

contenant les protéines cellulaires totales a @t&secupére.

b). Quantification des protéines cellulaires totale

Les protéines cellulaires totales récupérées osuitn été quantifiees par un dosage

protéigue en utilisant la trousse commerciale RCHd@ein Assay Reagents Package (Bio-Rad).

Procédure de I’étape de dosage protéique en utilisant la trousse commerciale RC DC Protein Assay Reagents
Package (Bio-Rad) :

Pour le dosage d’une suspension de protéines d’intérét :

En premier lieu, une gamme d’une solution protéique de concentration connue est préparée et sert de référence
pour le calcul de la concentration en protéine dans la suspension d’intérét. Cette gamme est préparée a partir
d’une solution de BSA a 10 mg/mL qui subit une dilution en cascade au 1/2 pour obtenir des solutions de BSA a
0,156 mg/mL, 0,313 mg/mL, 0,625 mg/mL, 1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL et 5 mg/mL. Les dilutions sont conservées a
-20°C.

Sur la premiere ligne d’une plaque 96 puits a fond plat transparent, chaque dilution de la gamme BSA est
distribuée sur deux puits a raison de 5 pL/puits, de la dilution la moins concentrée a la plus concentrée. Sur la
deuxiéme ligne est distribuée la suspension de protéines d’intérét a raison de 5 pL/puits (sur 2 puits).

En parallele, pour 20 puits, 10 uL de réactif S (Bio-Rad) sont mélangés a 500 pL de réactif A (Bio-Rad). Ensuite,
25 pL du mélange S+A sont ajoutés aux protéines déposées sur la plaque. Pour finir, 200 pL de réactif B (Bio-Rad)
sont introduits dans les puits contenant les mélanges protéines+S+A et ces mélanges réactionnels sont incubés
10 min a température ambiante. Au cours de U’incubation, les réactifs permettent au contact des protéines de
générer une coloration bleutée d’intensité plus ou moins importante, en fonction de la teneur en protéine.
L’intensité de coloration est alors mesurée a une longueur d’onde de 650 nm grace a lUoption de
spectrophotométrie de ’appareil Mithras LB 940 Multimode reader (Berthold Technologies).

Grace a la mesure des densités optiques (DO) de la gamme BSA qui correspondent a des concentrations protéiques
connues, la DO mesurée pour la suspension des protéines d’intérét peut alors étre convertie en concentration
protéique (en mg/mL).
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c). Séparation des protéines sur gel de polyacrylade dénaturant (SDS-PAGE) et
transfert électrophorétique sur membrane de PDF

Tout d’abord, pour chaque suspension, 30 pg deipes cellulaires totales ont été reprises
dans du tampon de charge pour protéine contena®Dd# 6odium dodecyl sulfateuis ont été
dénaturés par chauffage a 95°C pendant 5 min.

La totalité des protéines dénaturées dans le tadpa@harge et 10 uL de marqueur de poids
moléculaire Ladder All Blue (Bio-Rad) ont ensuitéé éntroduits sur un gel SDS-PAGE
(SDS-polyacrylamide gel electrophorgss&€paré en deux phases, un gel de concentrabét én
polyacrylamide et un gel de séparation a 12% epagoylamide. Les protéines ainsi chargées ont
alors été séparées par électrophorése selon leditiooe de temps et de voltage suivantes :
15-20 min a 80V jusqu’a ce que le front de migmatteigne le gel de séparation suivie de 1h30-2h
a 120V jusqu’a ce que le front de migration atteigmbase du gel de séparation.

Une fois la migration terminée, le gel de sépara été découpé et placée en contact d’'une
membrane Hybond—-P PVDBdlyvinylidene difluoridg(GE Healthcare) dans une cuve de transfert
électrophorétique. Les protéines séparées ont alérdransférées sur la membrane de PVDF a
300 mA pendant 1h15.

d). Immunodétection et révélation des glycoprotéireeEl et E2

L’immunodétection a été effectuée par révélatioa gigcoprotéines E1 et E2 par des Ac
primaires monoclonaux de souris spécifiques a E2etLes Ac primaires ont été ensuite révélés
sur leur fragment Fc par des Ac secondaires monaabo anti-souris qui sont couplés a une
enzyme phosphatase alcaline. Grace a I'utilisatioim substrat spécifique a cette enzyme et une

excitation laser, la révélation des glycoprotéiag€te effectuée par chimio-fluorescence.

Immunodétection des glycoprotéines E1 et E2 en présence des Ac primaires :

Avant incubation de la membrane PVDF en présence de I’Ac primaire, les sites aspécifiques de la membrane sont
blogqués par incubation de cette derniére dans du tampon PBS-Tween supplémenté a 4% de lait écrémé.
L’incubation est effectuée a +4°C sur agitateur balancelle pendant 16-18 heures.
Les bains d’anticorps primaires ciblant E1 et E2 sont préparés de la maniere suivante :
Le mAc 11-B7 de souris spécifique de la glycoprotéine E1 (concentration mére a 1,4 pg/pL) est dilué au
1/1 000 dans du tampon PBS-Tween supplémenté a 1% de lait écrémé.
Le mAc AP33 de souris spécifique de la glycoprotéine E2 (concentration mére a 5 pg/pL) est dilué au
1/2 000 dans du tampon PBS-Tween supplémenté a 1% de lait écrémé.

Les poids moléculaires attendus des glycoprotéines E1 et E2 sont respectivement d’environ 31 kDa et 70 kDa, la
membrane de PVDF est ainsi découpée en deux en suivant la marque du marqueur de poids moléculaire indiquant
50 kDa. La partie de la membrane contenant les protéines ayant un poids moléculaires > 50 kDa est incubée avec
le bain d’anticoprs primaire AP33 alors que la partie de la membrane comportant les protéines de poids
moléculaires < 50 kDa est incubée avec le bain d’Ac 11-B7. L’incubation est effectuée a température ambiante
sur agitateur balancelle pendant 1h30-2h. Les deux parties de la membrane subissent ensuite trois lavages
successifs dans du PBS-Tween. Chaque lavage est effectué a température ambiante sur agitateur balancelle
pendant 10 min.
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Immunodétection des glycoprotéines E1 et E2 en présence de I’Ac secondaire :

Apres le dernier lavage dans du PBS-Tween, les deux parties de la membrane sont ensuite rassemblées et
incubées a température ambiante sur agitateur balancelle pendant environ 1h dans un bain d’Ac secondaire
préparé de la maniére suivante : un mAc anti-souris couplé a une enzyme phosphatase alcaline qui reconnait le
fragment Fc des Ac de souris (anti-mouse IgG alkaline phosphatase linked whole antibody (from goat), GE
Healthcare), est dilué au 1/10 000 dans du tampon PBS-Tween.

Les deux parties de la membrane subissent ensuite deux lavages successifs dans du PBS-Tween suivi d’un lavage
dans du PBS. Chaque lavage est effectué a température ambiante sur agitateur balancelle pendant 10 min.

La membrane est alors transférée dans du PBS frais.

Révélation des glycoprotéines E1 et E2 sur le scanner de lecture Typhoon Trio high performance
fluorescence scanner (GE Healthcare) :

Les deux parties de la membrane sont égouttées pour retirer ’excédent de PBS. Les surfaces entiéres de ces
parties de la membrane sont mises en contact, face protéines, avec du substrat ECF™ (Enhanced
Chemifluorescence, GE Healthcare).

Aprés 10 min d’incubation a température ambiante avec le substrat ECF™, les membranes sont égouttées pour
retirer ’excédent de substrat et sont déposées face protéines sur la vitre du scanner Typhoon Trio high
performance fluorescence scanner (GE Healthcare), qui va permettre aprés excitation laser de révéler les
glycoprotéines E1 et E2 marquées.

Briévement, [’enzyme phosphatase alcaline déphosphoryle le substrat ECF™ qui génére alors un produit
fluorescent localisé au niveau du site catalytique de ’enzyme. Par une excitation laser, le produit émet alors une
fluorescence permettant la révélation des glycoprotéines E1 et E2 spécifiquement marquées.
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ABSTRACT

Hepatitizs C vanability 1z a field of numerous
investigations. Information drawn from  these
studies is useful for a better comprehension of
hepatitis C wirus-related  disease  and  for
development of new preventive or therapeutic
tools. With this aitn, a critical analysis of wiral
quasispecies ohtaned by cloning and sequencing
needs to follow some recommendations. From
extraction procedure of high quality vath careful
conservation of RMA extracts, results should be
obtaned by reliable RET-PCE  systems wath
random andfor degenerated primers in order to
avoid  any  possihle  selection  hias.  The
recommendations are exposed and discussed in
detal to obtan reliable experimental data for
valid hiological findings

EEYWORDS: reverse transcription polymerase
chain  reaction,  cloning,  hias,  techmical
recommendations, quasispecies, hepatitis C wirus

L INTRODUCTION

Hepatitis C wirus (HCV) contains a single-strand
positive RMA genome and displays ahigh genetic

2 otresponding avthor Pr Francodse Stoll-Eeller,
Laboratoire de Virologle, Hopitaw Urdver sitaires
de Stashow g F-67091 3trashourg, France
fratcoize. stoll@unistra fr

diversity. The mean fequency of nudeotidic
rrtations 18 1.4-1.9 x 10% substtutionsimcleotdef
vear, due to defect in repair actiwity of the RNA-
dependent RMA polymerase. Virus isolates were
classified into at least 6 different genetic groups
differing from each other by about 30% at the
mucleotide level The regions of HCW genome
with crucal functions (translation, replication)
and with structural  constramnts  {non-coding
genome extremities) are rather conserved. The
most variable regions correspond to envelope
glycoproteins E1 and E2, especally hypervaniable
regions (HVER)-1, -2 and -3. The N-termina
27 amino acds fragment of the envelope glyco-
proten EZ, HVR-1, 15 the most divergent among
HCV isolates and contains epitopes which are
recognized by anttbodies produced by patients.
HVE-1 wvariability 15 essentially due to strong
host-related humoral pressure [1]. At the same
time, chemicophysical properties and conformation
of HVE-1 are quite conserved [2], consistently
with its important role in HCWV entry. This
example of oppoate forces between conservation
of structuresffunctions 1 HCV winons and
variations of certain regions under rmunologica
and/or treatment-related pressure lead to a chronic
phase of HCV infection in 80% of the cases, and
to  frequent ant-HCV  treatment  falures,
respectively. The analysis of these opposite
constrants and, for our topic, of vird vanability,
15 indeed an interesting approach to understand
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better the physiopathology of HCWV infection,
frequent falure of antivird treatment and how to
dewvel op vaccination programs.

This short rewew will focus on  techmcal
recommendations to take into account for critical
analysiz of wra gquasispecies by cloning and
sequencing  in  this  context.  From  careful
preparation of RMNA extracts strong data should
he ohtained by reliable Rewerse Transcription-
Folymerase Chan Reaction (RT-PCR) systems
vath random andfor degenerated primers in onder
to awoid any posshle selection hias andfor
artefacts. Bio-informatical andyses should be
performed  with  critical  precautions.  The
recommendations to be followed will be exposed
in detail to obtan strong experumental data able to
draw strong biological hypotheses.

IL. Technical approach of ¥iral variability

HCWV wanahlity was first explored by direct
sequencing, allowing investigators to collect and
analyze mumerous wral strains, to define types
and subtypes and to mount efficient pre-treatment
orientation of successive therapy by pegylated
interferon and rbawirine This method produces a
consensus nuclectide sequence, wathout detaled
information on the composition of wrd variants
evolving in infected patients.

Elsewhere, study of HCV wvanability can be
approached by the analyss of wira quasispecies
defined by HCWV wanants slightly different but
genetically linked and present at a certain time
point. These investigations started a few vears ago
and were facilitated by automated sequencing.
They give a good reflect of different variants
distribution 1n a gquasispecies for one patent, in
one biological compartment, at a precise date of
the evolution of wird infection and can be
followed according to time [3, 4] Two man
technical approache: hawe been used in this
context.

The preliminary studies in this field often were
based on andlysis of sngle-strand conformation
polymomhisms (S5CPs) after migrahon of PCR
products, giving a general overwiew of wiral
quasispecies content wathout detailed descnption
of mucleotide composition [5, 6]

Afterwards, to  describe the composiion of
quasispecies precisely, the maonty of teams

performed their investigations by sequencing a
sufficient number of clones 1.e 10 or even more
variants up to 40 clones ideally, giving a relishle
picture of wiral variants molecular features [7, 8].
However, this elegant exploraton of HCWV
according to wanous climcal prognostic, to
different biologicd compartments and  to
chronological evolution of wiral infection 15 gquite
cotnple and should take into account some
technical precautions which wall be developed in
the following part of this manuscript.

I1I. Technical recommendations for viral RT-
PCR-cloning and sequencing with the aim to
explore qua € species distribution

In order to ohtain arelishle wira quasispecies by
RT-PCR-cloning and szequencing, whatever the
soentific gquestion is, one has to examine the
different factors able to lead to amplification of a
quasispecies which could be a bad reflect of the
muxture of interest genes, such as HCV vanants
infecting apatient.

A few wariations in PCR reactions could favour
either a subgroup of HCV wanants or another
subgroup. The selection can occur in case of
preferential  denaturation,  differential  primers
hybridization or wariahle polymeraze elongation.
Another potenti &l hypothesis for bias 1z linked to a
possible selection etther due to the HCWV genomic
matrix itself which can be parhally altered or to
the rolcro-enwironment 1n RMNA extract,
potentialy disturbing primers anneding. Complex
molecular interactions giving artefacts such as
molecular chimeras can also disturh reliahility of
the analyses As an evidence, enzyme fidelity has
to be venfied hefore itz extensiwe use in PCR
process. At last, a bias due to cloning selection
has alzo to be elirmnated.

The key points of techmcal biasfartefacts nsks
will be discussed.

IIl.a. Quality of primers used in (RT)-PCR

4 PCR selection or non random PCR bias can
occur if certain viral variants in a quasispecies are
advantaged and, as a consequence, are artifidally
overestimated.

The selection of wirugses can ocour in case of
preferential denaturation due to GC content {either
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in genoric matnz or in pnmers), differential
efficacy of primers hybridization (which can be
reduced by the use of degenerated primers) or,
elsewhere, wanable polymerase elongation linked
to secondary structures in genomic target [9, 10].
Idore generaly, factors determining the impact of
mistmatches 1 primers annedling to  genotnic
targets include primers length, nature and location
of mismatches, hybndization temperature, presence
of solvents, primers concentration and gquantity of
cationic ions [10].

An approach tending to improve the reliability of
(RT)-PCR  amplification consists of the hest
choice of specfic primers. It1s generally admitted
that degenerated primers are more confident 1n
large spectrum amplification. They are supposed
to represent a good alternative in the halance
hetween too high matching of the primers with
certain targets subsequently advantaged and too
high degree of variability 1n degenerated primers
mux decreasing affinity of the molecular tools for
different vanants of wiral gquasispecies. However,
FPolz and Covarnaugh obzerved a PCR zelection
with degenerated pamers. Indeed, by choosing a
degenerated primers par frequently used 1n
characterization of bactena 165 rDNA (27Ff
1492R), they obtained a preferential amplification
of genes contaning G or C compared to & or T
within hybridization sites targeted by the primers
at the degenerated positions. One explanation of
thizs bias could be the stronger hinding energy
hetween G and C (due to triple hydrogen bound)
than between & and T [9, 11]. This point hasto be
taken into account when designing degenerated
primers.

Bracho et &l studied genetic variability firstin El
and E2 (HVE-1 et -2) and second in NS5A (ISDR -
interferon  sensbimty  determimng region, and
vartable region V3 1n eight patients infected by
HCV genotype 1. Each genetic fragment was
amplified twice with two  primers sets slightly
different but both degenerated. After cloning and
sequencing, genetic variability was explored and
gave significantly different genetic distributions
for all patients except one. The authors attnbuted
this differential amplification to differences in
degeneracy level existing hetween hoth primers
sets. Finally, the two main conclusions drawn by
the authors were as following: the wiral van ability

ohserved by the way of PCR procedures has to be
considered as a tnimum level, and the wird
sequences obtaned after (RT)-PCE depend on the
quality ofthe primers design [10].

In the same context, Far et af investigated HVR-1
varishility of HCV by using four RT-PCR
procedures and  concluded  that  mismatches
between primers used in RT steps and targeted
matriz could lead to sequences selection [12].

Az a summary of this partt, when analyzing
varighility of wiruzes such as HCV showing a
potential high level of genetic plasticity, random
hexamenc primers could represent the best choice
for BT step. In any case, a cautious design of gene
specific  primers haz to be performed, by
compaison with mimerous corresponding targeted
sequences in international datdbase, wathin a
conserved segment of the genome of interest
Howewer, in case of polymorphism(s) in the
conserved site, parhally degenerated primers
could represent a good compensatory solution.
Addittonally, a second run of PCR amplification
by using a second primers set can be infonmative
and reinforce data reliability if reproducible
variants distributionis observed.

III.h. Possible artefacts hy molecular
interactions during PCR amplification of
multiple genes

Bias and artefacts in the amplificabon of a
triszture of genes which are close one to the others
have to be avoided. Indeed, non specific molecular
interactions tend to ocour during the last PCR
amplification cycdes.

Srezrkd and Gionvarsrponi compared mxtures of two
different 165 rDMA according to warious imital
ratios (le, 14, 23, 372 and 4/1) after
amplification wath primers pair 27F-338 R After
35 PCR cydes ratios of final products were
always next to 11, Cne hypothesis conssts of re-
hybridization of PCR products during annealing
step where temperature iz under DMNA melting
point and which can ocour when concentration of
FCR products 15 high enough. Dunng amplification
of a genes mizture, re-hybridization happens
faster for the most abundant PCE product and
prevents primers annealing. This leads to an
amplification rate which declines faster for the
most sbundant than for the rare PCR product in
the last PCR cydes [11, 13].
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Thus, artifical overestmation of certtain genes
could be diminished by decreasing the number of
PCR cycles. In the zame context, Krate ot al
also hypothesized that re-hybridization could
occut, but, rather by formaton of homoduplexes
dunng transition from denaturation to hybndizabion
[14]. Thts could be avoided by thermo cycders wath
a fast ramp rate able to perform quick transition
steps.

Ioreover, Kamagows listed  two  dishnct
mechanisms of PCE artefacts both ocourting late
during PCE run: either formation of hetero-
duplexes giving after cloning possible arti ficially
corrected sequences, or production of molecular
chimeras favoured by partialy elongated primers
ot ternplate-switching [11]. Finally, these artefacts
give a wrong reflect of the indtial genes mixture
and could be also minimized by limiting the
munber of PCR cycles.

Ill.c. Crucial role of enzyme fidelity used in
RT-PCR process

Typically, mean error rate by a Tag polymerase
during PCR. is estimated to wary between 2 z 107
and < 1.2 % 10 mutationsbucl et defoycle according
to PCR conditions and targeted templates [15].
Oppositely, DHA polymerases wath proofreading
activity  exhubits a mean error rate globally
estimated to 10°, This part insists on the interests
of DNA polymerases wath proofreading activity
which are unanimoudy admitted by authors
exploring gene varishility by the mean of PCE.

In an investigabon analyzing quasispecies
distribution, Afdlan o @l ohserved different
results after PCR amplification of identical cDM&
denived from three disinet HCV-positive sera
either by a Tag polymerase or by a Pwe
polymerase wath proofreading  activity.  After
comng and sequencing, their data collected 1n
HVE-1 of E2 and N554 [SDR showed a strong
adwantage for the proofreading enzyme. Considenng
orly non-synonymous mutations, 10-19 and 0-11
polymotphisms were ohserved for Tag and for
Pwa, respectively [16, 17]. In the same context,
Bracho et al obtained similar results wath 3-12
not-Fynonymous mutations in two 500 bplength
regions of Vesicular Stomatitis Virus amplified by
a Tag polymerase compared to the low rate
ohserved with proofreading thermostable P

enzyme, i1e. 0-3 non-synonymous  mutations
[17, 18]. Importantly, in these two studies, Fag-
derived clones globally showed an increased
proportion  of unique polymorplusms which
argued in favour of punctual Fag-introduced
mutations rather than real quasispecies van ablity.

Mllet et al tested four different proofreading
DMNA  polymerases  (elONGase  (Invitrogen),
Expand High Rdelity (Roche) Pf: (Promega),
Pwa (Roche)) and one reference Tag polymerase
(applied Biosystems) which were evaluated by
performing cloning and sequencng on PCR
products from 57-UTE  (untrandated region)
belonging to a known HCWV plasmid The authors
recovered errors rates in the range expected by the
tnanu facturers with  proofreading DA
polymerases producing between 3 and 10 times
less errors compared to the rate obtaned wath the
Tag polymerase [17, 19].

One way to decrease errors rates due to Tag
polymerases consists of the use of equimolar
concentrations of dNTP: and MgCly co-factor
However, this procedure requires a very long PCR
extension time and fAdelity 15 under that obtaned
with proofreading enzymes, ie, 107 versus 10°°
etrorafsitelcycle, respectively [15, 17, 20].

Concerning reverse transcriptases, they contain an
intninsic error rate and their ability to polymenize
cDMA  can be affected by pnmer-matnx
tri smatches, Mewvertheless, the fdelity of reverse
transcriptases is significantly higher than that of
Tag polymerases and primer-matnz mismatches
affect sgnificantly less cDMNA polymenzation
than  polymenzation dunng  Tag-mediated
amplification [17].

By using a DNA polymerase wath proofreading
achivity (1.e, P, Domingo-Calap o al recently
investigated  relighility  of  RT-PCE-clomng
procedure in the charactenzation of HCWV El and
EZ glycoproteins wanahility. In order to assess
artefacts linked to RT-PCR process, RMA& was
obtaned by in vitro transcription of one umgue
HCV molecular clone and then was reverse
transcripted wath random hexamers. The authors
diluted cDMA at 1410 and 1/5000 and amplified
both dilutions wath P& and degenerated primers.
If mutations were introduced dunng PCR
amplification, sequences derived from cDNA&
1/5000 should have shown an increased error rate
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compared to cDMA 1710 becanse approzmately
9 addittional PCE cycles were applied to the
1/5000  dilution. Mo stabistically  significant
difference was detected between both groups of
sequences, indicating that for their experiments
most of mutations could ocour during is vitro
transcription andfor RT step. Impottantly, the
same RT-PCR-cloning process (without cDNA
dilution) was performed on RMA from 18 patients
infected by HCV genotype 3a Since average
intra-pati ent mutabion frequency was ap prozimatel ¥
15-fold higher than awverage frequency of RT-
PCRAanduced errors, the asthors concluded that
ET-PCE and subsequent clomng is reliable for
the inwestigation of wira wanahility in their
expenmentd  conditions [21]. Howewer, they
insisted 1n possible RT-PCR artefacts — potent ally
linked to RMA secondary structures — which
preferentidly occurred in HVR-2 of HCV E2 in

Rizk of bizsed quasispecies:
niorrrandon selection
andior artefacts

Reliable
QRESispes s

* A

Hmsizpecies distibution from final
RT-FCR-zloning product s

their study for example These particular RNA
structures could have anegative impact on reverse
transcriptase fidelity.

Az a consequence, some recommendations can be
suggested: an 1mbial denaturing step should be
done before any ET-PCR, mmoreover, a stable
reverse transcriptase worldng at high temperatures
between 42°9C and 55°%C should be preferred in
order to alow a better RMA lineanzation dunng
cDMA  processing Obwiously,  proofreading
enzymes are a crucial need in good procedures
devoted to exploration of genetic varability.

III.d. Biasrisk during molecular cloning of
RT-PCR products

After RT-PCER, the analysis of molecular dones
ohtained by individual insertion of PCR products
in a plasmidic vector followed by transformation
in a bacterial host (generaly B Cof), 15 a

Recornrmerdstiors:
1. RHA extradion: gold standsrd procedurs

2. Cadious corservation of RNS andior cOKA
[=voiding successive freegngthawing cyd es]

%, Thermostabl e reverse transcrptase for RT step

4. Random bexarmers andior part ally degerersted
prirners aligned to irterrational sequences
database

- 4. Proofreading OHY pol ynerases for FCR
procedunz

' &, Limited rumber of PCR cydes

Y. Checkingof RT-FCRstep: two independert and
dfferert RT-FCR systems if available

w

Checking of cloring step: direct sequencing of
RT-PCR products verses sequencdng of dones

4. Critical aralysis of quasispecies distrbution by
bio-irfomnatics

Figure 1. Schematic rep resentation of recommendations to avoid hias during investigation of viral variah ility
by RT-PCR-cloning procedure. 3ymbols within the big trisngle cotrespond to gquasispecies variants obtained by
cloning after RT-PCR process. If selection bias ocowrs, certain vatiants which were advantaged during RT-PCR-
clonitg can be recovered, although they are not haghly represented in the real quasispecies (black five-poanted star).
Conversely, other variants can be artificially absent (e g, black square). Recommendations atming to avoid bias are

listed in the right side of the figure.
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standard procedure used in order to investigate
genetic variability,. Drake ot of reported that
trutation rate during DNA replication in £ Cali
was very low (5.4 = 10" mutationsbase parf
replication) [22].

However, Forss of al observed a cloning bias
when transformung £ Ol with  plasmuds
containing structural HOW genes (nucleotides 1-
2646 of the ORF) amplified by RT-PCE from
plasma wiral BEMNA of patent H (stran H77,
genotype 1a). Indeed, all the clones contained stop
codons or frame-shift mutations gving defechve
constructs for the trandation, maybe due to a
potential toxicity of HCV proteins for £ Cali
[23]. One way to dimimsh or eliminate this kind
of selection is to change or modify either vector or
ingert, such as siggested Fomw at ol in their
publication.

Moreover, systematic direct sequencing of RT-
PCR products should be performed and compared
with sequences subsequently obtaned after
dlonng, in order to verify the similarity between
the two steps and to avoid any selection hias. In
this way, the sequences have to be concordant
with an identity approaching 100%.

IV. CONCLUSIONS

Ag concusive recommendations, given the nsk of
possible selection bias andfor artefacts wath RT-
PCRs, technical features are important in this
context and a few precautions have to be taken
into account (see conclusve Figure 1)

All the experiments have to be performed after
EM&  extraction followang  gold  standard
procedures and conservation of RMA extracts
andfor cDMNA has to be cautious by avoding
successive freezingfthawing cycles 4 systematic
imtial denatuning step of RMA template should be
done before ET-PCR and a stable rewerse
transcriptase working at high temperatures should
be preferred for cDMA processang Random
hexameric primers could represent the best choice
for BT step and, more generdly, careful design of
gene specific prmers has to be performed, by
comparison  wath  numerous  corresponding
targeted sequences wathin a conserved genomic
region. In case of polymorplusm(s), partially
degenerated prmers should be chosen In this
lkind of molecular approach, the wuse of

polymerases wath proofreading acttwnty has to be
respected for PCR in order to avod the
production of inaccurate and misleading data
Moreover, only a limted number of PCR cydes
should be performed in order to prevent non-
specific molecular interactions occurring late
during amplificati on run.

Idedlly, concordant results obtaned by two RT-
PCR assays with two different RT-PCR systems
using different primers sets on two distinct nucleic
arid extracts should be checked before further, in-
depth characterization of HCWV quasispecies. This
will eliminate nsks of artificial selection due to
etther microennmonment of nucleic acid extract,
to genotic matriz  features, or to  primers-
mediated bias.

Additionally, a comparison should be done between
sequences obtained after direct sequencing of
FCR products and vanants produced by clomng,
in order to exclude a nonsandom selection of
viral clones.

At last, when performing final analyses, wiral
variahility obsetved by way of PCR procedures
haz to be conadered a2 a2 mimmum level,
cantiously  constdering  highly  homogeneous
vatiants clusters which are distinct from the glohal
quasispecies distnbution  Critical phylogenetic
analyses have to be performed before further
functiona investigabions.
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Résumeé

Environ 160 millions de personnes sont chroniquerrdectées par le virus de I'hépatite C
(VHC) dans le monde. Le traitement antiviral deéréhce se compose de la combinaison
interférona pégylé et ribavirine. Malheureusement, ce traitemeéest efficace que chez environ
50% des patients infectés par un VHC de génotypegnienjeu majeur dans le domaine de la
recherche sur le VHC est de mieux comprendre acétistance virale au traitement. La haute
variabilité des glycoprotéines d’enveloppe E1 etdd2/HC pourrait indirectement contribuer a la
résistance par la sélection de souches avec umt@btenfectieux augmenté et/ou une capacité
accrue a échapper a I'immunité de I'h6te. Nous avdralué cette hypothese par une approche bio-
informatique combinée a des analyses fonctionnelfeeudoparticules du VHC — systeme
HCVpp). Les séquences des glycoprotéines d’envelopes signatures moléculaires, des réseaux
minimaux d’acides aminés covariants ont été casraléec la réponse au traitement antiviral. Trois
des quatre signatures moléculaires définies sUEZE &t retenues pour les analyses fonctionnelles
ont montré des résultats en accord avec I'hypotHése résidus 431A et 642V corrélés a la non-
réponse (NR) engendraient une diminution de larabsation des HCVpp médiée par les anticorps
circulant dans du sérum pré-thérapeutique de pafiemne augmentation 431A- ou
642V-dépendante de I'entrée des HCVpp, et une aogtien 431A-dépendante de l'interaction
des HCVpp avec CD81 et SR-Bl. Le résidu 219T ligaaéponse (R) diminuait le pouvoir
infectieux des HCVpp. Les réseaux minimaux d'acidesinés covariants dans E1/E2 étaient
capables de séparer les souches en relation aWR [#e celles liees a la R et comportaient trois
des quatre signatures ponctuelles citées au-dg3snslusion : Nos étudesn silico etin vitro sont
en faveur d’une contribution indirecte des glycagmes d’enveloppe du VHC dans l'efficacité du
traitement. Les analyses fonctionnelles démontyestles résidus 431A et 642V corrélés a la NR
favorisent I'entrée des HCVpp associée a un échmppeaux anticorps neutralisants alors que le
résidu 219T lié a la R diminue I'entrée des HCVgyggérant que les interactions virus-hote durant
I'entrée virale peuvent étre impliquées dans I'€athe traitement antiviral de référence.

Summary

About 160 millions of people are chronically infedt by hepatitis C virus (HCV)
worldwide. The standard of care treatment constdtspegylated interfero- and ribavirin
combination. Unfortunately, this treatment is affid in only 50% of patients infected with HCV-
genotype 1. A major challenge for antiviral treattnef HCV infection is viral resistance, which is
incompletely understood. The high variability of ¥MGnvelope glycoproteins may indirectly
contribute to resistance by selection of strainfhwnhanced infectivity and/or escape from host
immunity. This hypothesis was investigated with@rformatical approach combined to functional
analyses (HCV pseudoparticle - HCVpp system). Eopeslglycoprotein sequences, molecular
signatures, covariant amino acid minimal networksrevcorrelated with subsequent treatment
response. Three out of the four E1/E2 molecularatiges retained for functional analyses showed
relevant data. The nonresponse (NR)-related resid@dA and 642V provoked a decrease in
antibody-mediated HCVpp neutralization by pre-tneaxtit sera, a 431A or 642V-dependent
increase of HCVpp entry, and a 431A-dependent asgeof dependency to CD81 and SR-BI for
HCVpp. The response (R)-related residue 219T deetkBICVpp infectivity. Minimal networks of
covariant amino acids in E1/E2 could separate N&ad and R-related strains and included three
out of the four punctual positions previously men&d. Conclusion: Our in silico andin vitro
investigations support an indirect contribution ECV envelope glycoproteins to treatment
efficacy. Functional analyses demonstrate that BlRted 431A and 642V favour HCVpp entry
with concomitant escape from neutralizing antibedwehile R-related 219T decreases HCVpp
entry, suggesting that virus-host interactions myiniral entry may be involved in the standard of
care treatment failure.
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