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Résumé

La cirrhose et le carcinome hépatocellulaire liés au virus de I'hépatite C (HCV) sont des
indications majeures de transplantation hépatique. Malheureusement, la réinfection du greffon
par le HCV est systématique et sans moyen de prévention. Le développement de stratégies
préventives est limité par les capacités du HCV a échapper au systéme immunitaire de I'héte.
Ces mécanismes par lesquels le virus échappe et réinfecte le greffon sont mal connus. Des
travaux antérieurs du laboratoire ont démontré qu’au cours de la réinfection du greffon, seule une
fraction des variants viraux est sélectionnée. Ces variants viraux présentent un avantage sélectif
a la fois aux étapes d’attachement et d’entrée dans la cellule héte, ainsi qu’au niveau de la
neutralisation par les anticorps de I'héte. L’objectif de ma thése a été d’étudier les mécanismes
moléculaires impliqués dans l'efficacité d’entrée du HCV dans la cellule héte et son échappement
aux anticorps neutralisant (nAbs).

Dans la premiéere partie de ma thése nous avons caractérisé le réle des interactions entre le
HCYV et les récepteurs cellulaires, dans I'entrée virale et 'échappement aux nAbs. L’entrée virale
est la premiéere étape du cycle du HCV et nécessite un grand nombre de facteurs de 'héte. Cette
étape est une cible majeure de la réponse immunitaire humorale. Notre étude a identifié un
nouveau mécanisme d’échappement du HCV dans lequel l'utilisation des facteurs d’entrée
cellulaires évolue simultanément avec les capacités du HCV a échapper aux nAbs. Ces résultats
apportent une meilleure compréhension de l'infection par le HCV et seront utiles a I'élaboration
de nouvelles stratégies antivirales et vaccinales.

Dans la seconde partie de ma thése, nous avons émis I'hypothése que le HCV pourrait
bénéficier de son association avec les lipoprotéines de I'hdte pour masquer les épitopes des
glycoprotéines d’enveloppe virale et échapper aux nAbs. En effet, le HCV circule dans le sang
sous forme de particules virales associées aux lipoprotéines riches en ftriglycérides, appelées
lipo-viro-particules. Cette association facilite les interactions entre le virus et certains facteurs
cellulaires nécessaires a l'entrée virale. Cependant, la nature de l'association entre les
lipoprotéines et le HCV et son impact sur la physiopathologie de l'infection ne sont pas connus a
ce jour. Dans notre étude, nous avons identifi€ pour la premiére fois I'implication d’une
apolipoprotéine dans I'échappement viral a la réponse humorale et dans la persistance du HCV.
Cette découverte démontre que linteraction virus-lipoprotéines est un mécanisme majeur
d’échappement et suggére que certains composants des lipoprotéines devraient étre intégrés
dans le développement de nouveaux vaccins candidats.

Ce travail de thése a permis d’identifier de nouveaux facteurs viraux et cellulaires impliqués
dans la persistance virale chez les patients chroniquement infectés par le HCV, et apporte de

nouvelles perspectives dans le développement de stratégies vaccinales efficaces.
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| Introduction

Généralités

. Historique et épidémiologie du HCV

Dans les années 1960, le virus de I'hépatite A (HAV pour hepatitis A virus) et le virus de I'hépatite
B (HBV pour hepatitis B virus) étaient les seuls agents pathogénes connus responsables
d’hépatites virales. L’absence de test diagnostic obligeait les médecins a discriminer les deux
types d’infections en fonction des circonstances de l'infection ainsi que de la durée d’incubation
(Seeff, 2009). Le développement de tests sérologiques permettant de discriminer les infections
par le HAV et le HBV dans les années 1970, a montré que la majorité des hépatites transmises
par voie parentérale, n’était due a aucun de ces deux virus mais a un troisieme agent pathogéne
inconnu (Feinstone et al., 1975). Dix ans plus tard, un immunocriblage de banque d’expression
d’ADNc a été réalisé par I'équipe du Professeur Houghton et a abouti a l'isolation d’un clone
d’ADNc de petite taille. Un alignement de séquence de cet ADNc mettra en évidence des
homologies de séquences avec certains membres des flavivirus &8 ARN simple brin positif tel que
le virus de la dengue et le virus de la fiévre jaune (Houghton, 2009). C’est en 1989 que le virus
de I'népatite C (HCV pour hepatitis C virus) a finalement été identifié comme un agent majeur

responsable d’hépatite virale (Choo et al., 1989).
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Figure 1. La prévalence du HCV dans le monde.
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Aujourd’hui, le nombre de personnes infectées par le HCV a travers le monde est estimé a
plus de 170 millions (Chisari, 2005). Avec 3 a 4 millions de personnes nouvellement infectées
chaque année, le HCV représente un probléme majeur de santé publique. De maniére globale,
avec un pourcentage de 4.7%, le Moyen-Orient posséde la plus haute prévalence d’hépatite C,
devant I'Afrique (3.2%), I'Europe (2.3%) et les Amériques (1.5%) (Lavanchy, 2011) (Figure 1).
Cependant, d’'importantes variabilités sont observées en fonction des pays. Ces différences
peuvent étre expliquées par des populations a risque en augmentation ou encore par I'absence
de mise en place de mesures de prévention. Par exemple, des taux trés élevés d’hépatite C sont
observés en Chine a cause d’'une augmentation de I'usage de drogues injectées, ainsi qu’'en
Egypte a cause d'une contamination en masse lors d'une campagne anti-schistosomes
(Lavanchy, 2011; Pybus et al., 2003). Ces chiffres sont probablement sous-évalués de part
'absence de données dans certains pays (71% des pays africains). Ces mémes zones sont
également les plus susceptibles de développer des taux élevés d’infection par le HCV, de part
des dons sanguins peu contrélés ainsi qu'un dépistage chez les personnes trés limité (Fauvelle
et al., 2013).

II. Mode de transmission virale

Le HCV se transmet essentiellement par voie parentérale. Avant l'instauration du dépistage
systématique des dons sanguins au début des années 1990, de nombreux patients ont été
contaminés par le HCV lors de transfusions sanguines (Donahue et al., 1992). L'usage de
seringues contaminées dans les populations toxicomanes représente également un risque
majeur de transmission du HCV, de méme que de mauvaises procédures de stérilisations au
cours d’interventions médicales ou chirurgicales. La transmission du virus de la mére a I'enfant
au cours de la grossesse varie d'un taux de 4 a 7% (Roberts and Yeung, 2002). Enfin,
contrairement au virus de I'immunodéficience humaine (HIV pour human immunodeficiency
virus), la transmission du HCV par voie sexuelle est trés rare (Terrault et al., 2013 ; (Vandelli et
al., 2004). Il est important de noter que par certains modes de contamination similaires, de
nombreuses personnes HCV positives présentent des co-infections avec le HIV, notamment
dans les pays en voie de développement. Ces patients sont caractérisés par une hépatite plus
séveére et des traitements plus difficiles a mettre en place. De ce fait, le HCV émerge comme une
cause majeure de mortalité non liée au SIDA (pour syndrome de I'immunodéficience acquise)

chez les patients infectés par le HIV (Vellozzi et al., 2011).
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lll. Histoire naturelle de I'infection par le HCV

L’infection par le HCV engendre une hépatite aigué qui bien qu’asymptomatique dans la majorité
des cas, peut causer des signes d’infection chez environ 30% des individus tels que de la fatigue,
des nausées et des symptdbmes grippaux. Rapidement dés les premiéres semaines suivant
l'infection, 'ARN viral peut étre détecté dans le sang et peu de temps aprés, le taux des
transaminases s’éléve pour atteindre plus de 10 fois le seuil normal (Hoofnagle, 1997). Les
réponses immunitaires cellulaires de I'héte dirigées contre le HCV, tel que les lymphocytes T,
sont détectables dans les 5 a 9 semaines suivant l'infection, de méme que les réponses
immunitaires humorales qui peuvent étre également détectées dans les 8 semaines suivant
linfection. Cette apparition des anticorps peut toutefois s’avérer plus tardive chez certains
patients (Rehermann, 2009; Zeisel et al., 2009).

Hépatite aigle —— w
——— Hépatitechronique ——— @B

Cirhose ———— W
Carcinome - e
hépatocellulaire '

Figure 2. Histoire naturelle de I'infection par le HCV. Apres linfection initiale, environ 80% des
personnes vont développer une hépatite chronique. Pour au moins 20% des personnes atteintes d’hépatite
chronique, la maladie va évoluer vers une cirrhose hépatique et finalement, aboutir a un carcinome
hépatocellulaire chez 25% d’entre eux.

230 ans

Au final, seules 15-20% des personnes infectées parviennent a éliminer de maniére
spontanée le virus alors que chez la grande majorité, le virus va persister et une hépatite
chronique va se développer (Figure 2) (Seeff, 2002). L’hépatite chronique est caractérisée par
des degrés variables d’inflammation hépatique et de fibrose. Les associations observées de
'hépatite C chronique a des insulino-résistances (définies comme des réactions diminuées a
insuline) ainsi que des stéatoses hépatiques (définies comme une augmentation de la matiére
grasse dans le foie) ont été décrites comme des facteurs favorisant la progression de la fibrose
(Machado and Cortez-Pinto, 2009). En I'absence de dépistage de l'infection et donc de mise en

place d'un traitement, environ 20 a 30 ans aprés I'infection initiale et chez 20% des individus,

-7-
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I'hépatite C chronique va progresser vers une cirrhose hépatique (Seeff, 2002) qui pourra elle-
méme évoluer vers un carcinome hépatocellulaire (HCC pour hepatocellular carcinoma).

Le HCC est la troisieme cause de mortalité liée a un cancer dans le monde et provoque
chaque année jusqu’a 600 000 déces. En raison de son mauvais pronostic le taux de mortalité
est identique au nombre de nouveaux cas diagnostiqués chaque année, soit 626 000 (Venook et
al.,, 2010). Le HCV est un facteur de risque majeur de HCC par la combinaison de deux
mécanismes. Le premier mécanisme, indirect, ou l'infection persistante par le HCV provoque une
inflammation chronique qui induit une accélération de la prolifération cellulaire et de la
fibrogénése. Le deuxieme mécanisme, direct, ou les protéines du HCV perturbent les voies de
signalisation impliquées aussi bien dans le métabolisme cellulaire que dans le contréle du cycle
cellulaire (Buhler and Bartenschlager, 2012). La cirrhose et le HCC causés par le HCV ont ainsi
émergé comme des causes majeures de transplantation hépatique (TH), a I'origine de 20 a 30%

des transplantations effectuées en Europe et en Amérique du Nord (Muhlberger et al., 2009).

IV. Les traitements contre I'infection par le HCV

En I'absence de vaccin contre le HCV, les méthodes de défense contre cette maladie reposent
entiérement sur l'efficacité des traitements. Jusqu’a aujourd’hui, la combinaison de l'interféron
alpha pegylé (peglFN) (la pégylation permettant d’augmenter la demi-vie de I'lFN) avec un
antiviral a large spectre, la ribavirine (RBV), constituait le traitement standard des patients.
Cependant, ce traitement est mal toléré et son efficacité est limitée a une fraction d’individus. En
effet, alors que 80% des patients infectés avec un HCV de génotype 2 et 3 parviennent a
atteindre une réponse virale soutenue (SVR pour sustained virological response, définie comme
une charge virale indétectable aprés la fin du traitement), seuls 45 a 50% des patients infectés
avec un HCV de génotype 1 y parviennent sous ce traitement (Zeuzem, 2008).

Il a également été démontré que l'origine ethnique des patients a une influence sur la
réponse au traitement peglFN/RBV (Ge et al., 2009). Les patients d’origine européenne ont une
probabilité supérieure d’étre guéris par rapport aux patients d’origine africaine. Pour expliquer
ces différences, des déterminants génétiques de réponse aux traitements ont été recherchés et il
a pu étre mis en évidence un polymorphisme génétique a proximité du géne de I'lL28B associé a
une reponse aux traitements deux fois plus efficace. Ce polymorphisme est fréquemment
retrouvé dans la population européenne (Ge et al., 2009 ; Pasha et al., 2013).

Depuis 2011, le traitement de I'hépatite C chronique a connu une avancée majeure avec le
développement de nouveaux antiviraux a action directe (DAA pour direct acting antiviral) dirigés
contre les protéines du HCV (ex : antiprotéases). La prise en charge des patients infectés par le

HCV génotype 1 a grandement été améliorée par la combinaison du traitement peglFN/RBV

-8-
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avec le télaprévir ou le bocéprévir, deux DAA récemment mis sur le marché. Cette combinaison a
permis d’atteindre des taux de SVR de 69 a 75% avec le télaprévir et de 67 a 68% avec le
bocéprévir (Jacobson et al., 2011 ; Lee et al., 2012; Poordad et al., 2011 ). Bien qu’efficaces, ces
molécules présentent néanmoins d’importantes limites : leurs effets secondaires, 'émergence de
mutations résistantes, le colt élevé et la complexité des schémas thérapeutiques restreignent
leur utilisation a une population plus large. Des essais thérapeutiques évaluant I'efficacité de
diverses combinaisons de DAA dirigés contre d’autres protéines virales avec ou sans
peglFN/RBYV visant a dépasser les limites actuelles des DAA sont actuellement en cours (Chatel-
Chaix et al., 2012; Lok et al., 2012 ). Des thérapies utilisant des DAAs sans IFN seront
probablement mises sur le marché dans les prochaines années (Asselah and Marcellin, 2013 ;
Stedman, 2013).

Une autre stratégie thérapeutique permettant d’éviter les problémes de résistances virales,
consiste a cibler des facteurs de I'hote (Zeisel et al., 2013). Plusieurs candidats sont actuellement
en développement voire en phase clinigue. Parmi eux, plusieurs inhibiteurs non
immunosuppresseurs de la cyclophiline A, une protéine enzymatique jouant un réle critique pour
la réplication virale, ont été mis au point dont I'alisporivir, le SCY-365 et le NIM 811 (Fischer et
al., 2010). Bien que ces molécules présentent d'importantes similarités structurales, les résultats
cliniques ont montré des variabilités d’efficacité antivirale et de tolérance. L’alisporivir (Debio025)
apparait comme le candidat le plus prometteur. Plusieurs essais thérapeutiques ont évalué
I'efficacité du Debio025 seul ou bien en combinaison avec le peglFN ou le traitement
peglFN/RBV. L'utilisation en monothérapie du Debio025 sur des patients co-infectés (génotype 1,
3 et 4) avec le HIV a montré une diminution de la virémie de -3,63 log+o copies/ml aprés 15 jours
de traitement a 1200 mg (Flisiak et al., 2008). Ces résultats encourageants ont mené a I'étude
des effets du Debio025 en combinaison avec le peglFN, sur une cohorte de patients
monoinfectés et non-traités pour le HCV. Les résultats ont montré un effet additif de la
combinaison peglFN/Debio025 a 600 et 1000 mg aprés 4 semaines, avec un effet maximal sur
les génotypes 2 et 3 et une diminution de la virémie de -5,91 et -5,89 logo IU/ml respectivement
(Flisiak et al., 2009). Enfin, un autre essai thérapeutique évalue l'efficacité de la combinaison
peglFN/RBV/Debio025 sur des patients infectés par un HCV génotype 1 et non répondeurs aux
traitements standard. Des résultats préliminaires indiquent une suppression de la virémie aprés 4
semaines de traitement a 800mg d’alisporivir (NCT01183169) (Gallay and Lin, 2013).

L’inhibition de la fusion virale représente également une cible intéressante dans le
développement d’antiviraux et plusieurs molécules antivirales ont été décrites. Les
phénothiazines inhiberaient in vitro la fusion virale en augmentant la fluidité membranaire de la
cellule cible (Chamoun-Emanuelli et al., 2013). L’arbidol inhibe la fusion virale en étant capable a

la fois de lier les phospholipides des membranes lipidiques mais également d’interagir avec les
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acides aminés aromatiques des GP. L’arbidol va ainsi modifier la fluidit¢ membranaire et
perturber les réarrangements structuraux des GP nécessaires a la fusion (Teissier et al., 2011).

Le micro ARN 122 (miR-122) est un facteur essentiel a la réplication virale. Une nouvelle
drogue, le miravirsen, inhibiteur de la biogenése de miR-122 (Gebert et al., 2013), a été testée
chez des patients chroniquement infectés par un génotype 1 sur 29 jours. Les résultats ont
montré une diminution dose dépendante de 'ARN du HCV avec une efficacité maximale a
7mg/kg de miravirsen (diminution en moyenne de -3 logso IU/ml) sans effets secondaires majeurs
(Janssen et al., 2013). Aucune résistance virale n’a été observée (Janssen et al., 2013).

Enfin une autre approche consiste a empécher I'entrée virale en ciblant les récepteurs
cellulaires nécessaires au HCV. Dans cette optique, une molécule (ITX 5061) dirigée contre un
des récepteurs du HCV, le récepteur scavenger-Bl (SR-BI), a été développée pour ses capacités
d’inhibition de l'infection par le HCV in vitro (Syder et al., 2011 ; Zhu et al., 2012). L'ITX 5061 a
été testé dans un essai clinique de phase | dans le but d’évaluer sa tolérance et son efficacité sur
des patients chroniquement infectés par un HCV génotype 1 (Sulkowski et al., 2013). Malgré la
bonne tolérance du traitement, son efficacité antivirale aux doses étudiées (150, 75 et 25
mg/jour) reste faible. En effet seul un patient traité avec 150 mg par jour d'ITX 5061 durant 28
jours a montré une diminution de ’'ARN du HCV d’environ 1,5 logqo IlU/ml (Sulkowski et al., 2013).
Les capacités de I''TX 5061 a prévenir la réinfection du greffon chez des patients nécessitant une
transplantation hépatique est actuellement en cours (NCT01292824). Actuellement, un essai
clinique est mis en place afin d’évaluer les effets de l'erlotinib, inhibiteur de 'EGFR (pour
epidermal growth factor receptor), chez des patients infectés chroniquement par le HCV
(NCT01835938).

Plusieurs anticorps ciblant les récepteurs cellulaires sont également en développement et
présentent des résultats trés encourageants in vitro et in vivo (Meuleman et al., 2012) . Le CD81
est un récepteur essentiel a I'entrée du HCV dans les hépatocytes. Plusieurs anticorps ciblant ce
récepteur ont ainsi été développés. Le traitement prophylactique de souris avec des anticorps
anti-CD81 a montré la capacité de ces anticorps a prévenir complétement l'infection par
différents génotypes HCV (Meuleman et al., 2008). Récemment, Fofana et al ont également
développé d’autres anticorps anti-CD81 capables d’inhiber efficacement la dissémination virale in
vitro (Fofana et al., 2013a). Meuleman et al. ont également développé des anticorps anti-SR-BI
capables d’inhiber efficacement 'infection et la dissémination virale in vitro et in vivo ainsi que de
prévenir I'infection par le HCV in vivo (Meuleman et al., 2012). L’intégration des ces différents
anticorps dans une thérapie combinée au traitement peglFN/RBV ou avec des DAA pourrait
augmenter l'efficacité antivirale et limiter le développement des résistances.

Cette approche consistant a cibler les éléments de I'héte dans la lutte antivirale est

relativement nouvelle et souléve la question de tolérance des différents composés. Cependant
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les effets secondaires actuellement décrits, bien que présents, ne sont pas supérieurs a ceux du
traitement standard (peglFN/RBV +/- DAAS).

V. Les candidats vaccins

Le systéme immunitaire joue un réle majeur dans le contréle de l'infection par le HCV. Un vaccin
protecteur doit étre capable d'induire des réponses immunitaires humorales et cellulaires
efficaces (Barth et al., 2011; Osburn et al., 2010; Pestka et al., 2007; Raghuraman et al., 2012 ).
Cependant la variabilité ainsi que les capacités d’adaptation du HCV sont de véritables défis
dans le développement d’'un vaccin contre ce virus. Différents épitopes des protéines du HCV
induisent des réponses immunitaires spécifiques. Les protéines structurales sont les premiéres
cibles des réponses humorales tandis que les réponses cellulaires T ciblent plutét les protéines
non-structurales. Plusieurs candidats vaccins contre le HCV ont été développés basés sur
différentes combinaison d’antigénes (protéines structurales et non-structurales) et différents
systémes (peptides, HCV-LP, vecteurs viraux).

Plusieurs études se sont basées sur l'utilisation des peptides du HCV telles que la protéine
core ou les GPs E1E2 purifiées (Choo et al., 1994; Drane et al., 2009; Frey et al., 2010). Des
résultats encourageants ont pu étre obtenus sur des chimpanzés avec I'induction de réponses
immunitaires humorales fortes ainsi qu’une protection des animaux contre la réinfection (Choo et
al., 1994). Chez 'lhomme, une immunisation utilisant les GPs E1E2 (génotype 1a) adjuvantées
induit des nAbs ainsi qu'une prolifération des cellules T CD4+ (Frey et al., 2010). Des
expériences de neutralisation in vitro ont par ailleurs montré que ces nAbs induits seraient
capables de protéger contre une réinfection par des souches hétérologues du HCV (Law J, 2012;
Stamataki et al., 2011 ). Cependant, ces peptides purifiés présentent d’'importantes différences
de conformation et d’'immunogénicité par rapport aux protéines virales natives.

Afin de contourner cette difficulté, des virus-like particles (VLPs) ont été développées (Chua
et al., 2012 ; Elmowalid et al., 2007 ; Garrone et al., 2011 ; Reyes-Del Valle et al., 2012). Ces
VLPs sont constituées des protéines structurales du HCV assemblées dans une enveloppe et ne
contenant pas de génome viral. Ces VLPs peuvent induire a la fois des réponses immunitaires
humorales et cellulaires chez la souris et les primates (Jeong et al., 2004 ; Murata et al., 2003).
Elmowalid et al. ont notamment observé que des chimpanzés immunisés avec des HCV-LP
étaient capables de contréler rapidement linfection par le HCV et d’éliminer le virus. Ces
animaux ont développé des réponses cellulaires T spécifiques et efficaces (EImowalid et al.,
2007). Récemment, une approche trés intéressante a été de développer des protéines chiméres
HBV-HCV (Beaumont et al., 2012). Les domaines transmembranaires des protéines E1E2 du

HCV ont été insérés en N-ter de la protéine d’enveloppe S du HBV, afin d’obtenir des protéines
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d’enveloppe chimériques. La protéine S du HBV est capable de s’auto-assembler et de former
des particules hautement immunogénes. Le vaccin actuel contre le HBV est basé sur cette
protéine S et protége efficacement contre ce virus. Chez le lapin, les particules chiméres HBV-
HCV sont capables d’induire des réponses immunitaires humorales spécifiques contre les
protéines d’enveloppe du HBV et du HCV. Ces nAbs présentent également des capacités de
neutralisation croisée (Beaumont et al., 2012). Au final, cette approche permettrait le
développement d’un vaccin prophylactique bivalent capable de prévenir I'infection a la fois par le
HBV et le HCV.

Des vecteurs viraux sont également en développement. Des virus comme les adénovirus,
sont modifiés afin de coder pour les protéines du HCV. Ces virus présentent I'avantage d’étre
hautement immunogénes. Etant donné que les infections par les adénovirus sont courantes, ces
vaccins doivent étre basés sur des sérotypes rares d’adénovirus tel que I'adénovirus 6 humain
(Ad6) ainsi que I'adénovirus 3 du chimpanzé (ChAd3) (Barnes et al., 2012 ; Colloca et al., 2012;
Folgori et al., 2006 ). Cette stratégie est développée dans le but d’induire des réponses
cellulaires T spécifiques et utilise ainsi plusieurs épitopes T identifiés dans les protéines non-
structurales du HCV. Un essai chez le chimpanzé a démontré une virémie cent fois plus faible
chez les animaux vaccinés. De méme pour 3 des 4 chimpanzés vaccinés, la viremie a été de
courte durée et non associée a une augmentation des enzymes hépatiques suggérant I'absence
d’hépatite aigtie (Folgori et al., 2006). Chez 'lhomme, des cellules CD4+ et CD8+ sont également
induites et sécrétent de nombreuses cytokines (IL-2, IFN-y, TNF-a) (Barnes et al., 2012). De plus
ces réponses cellulaires T sont capables de cibler plusieurs épitopes et de reconnaitre des
souches virales différentes (Barnes et al., 2012).

Bien que l'arrivée des DAA ait considérablement amélioré le traitement de I'hépatite C, le
développement d’'un vaccin contre le HCV reste essentiel afin de contréler I'infection par le HCV
notamment dans les populations ou la prévalence du HCV est élevée et les traitements peu
accessibles (Fauvelle et al., 2013). Bien que les candidats vaccins actuels soient prometteurs,
une meilleure compréhension de la nature des particules virales ainsi que des mécanismes

d’échappement du HCV est nécessaire.

VI. HCV et transplantation hépatique

La cirrhose au stade terminal et le HCC associés au HCV sont les indications majeures de TH en
Europe et aux Etats-Unis. Chaque année plus de 10 000 TH sont réalisées en Europe. Ces dix
derniéres années, la prévalence des TH a également fortement augmenté. Le délai entre la

contamination et la survenue des complications hépatiques nécessitant une TH suggére que le
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pic de I'impact social et économique de I'épidémie du HCV surviendra probablement dans les 10
a 20 prochaines années (Davis et al., 2010).

Aprés TH la réinfection du greffon est systématique. Chez 75% des patients greffés une
fibrose précoce se développe. Cette fibrose évolue vers une cirrhose chez 20 a 30% d’entre eux
dans les 5 années qui suivent la greffe. L’accélération de la progression de la maladie est due a
plusieurs facteurs de I'héte et du donneur (notamment leur age) ainsi qu’'a des facteurs viraux.
L’'impact du titre viral chez le patient au moment de la transplantation semble étre un paramétre
important déterminant la survie du greffon et du patient. Un titre infectieux élevé serait délétére a
la réussite de la TH, et il serait ainsi important de traiter efficacement les patients afin d’obtenir

une SVR avant de réaliser la transplantation (Charlton et al., 1998).

Les glucocorticoides sont couramment donnés aux patients lors d’'une TH en association
avec d’autres immunosuppresseurs afin d’éviter les rejets de greffe. Cependant, il a été observé
que ce traitement augmente de 4 a 100 fois le taux de 'ARN viral dans le sérum (Hsu et al.,
2013). Récemment, Ciesek et al. ont montré que les glucocorticoides augmentent
spécifiquement I'entrée du HCV par une surexpression des facteurs d’entrée du virus (SR-BI et
occludine), favorisant ainsi la dissémination virale. Ces données peuvent expliquer en partie
I'élévation de la charge virale qui accompagne les bolus de corticoides administrés aux patients
transplantés (Ciesek et al.,, 2010). Par ailleurs, une étude rétrospective a montré que
'administration de corticostéroides est associée a une récurrence plus rapide et plus sévéere de
I'hépatite C (Rosen et al., 1997). Il est ainsi essentiel dans le cadre de la TH liée au HCV de
limiter I'utilisation de ces anti-inflammatoires et immunosuppresseurs afin d’éviter une récurrence
sévéere du HCV et une augmentation du titre viral (Hsu et al., 2013).

A Tlinverse il semble que dautres agents immunosuppresseurs tel que [I'acide
mycophénolique (MPA), auraient un effet antiviral contre le HCV. Le MPA est capable d’inhiber
l'infection virale a 75 % in vitro (Henry et al., 2006) ainsi que d’inhiber efficacement la réplication
virale dans le modéle murin (Pan et al., 2012). Cette drogue induit I'expression de génes stimulés
par I'lFN et posséde un effet synergique avec I'lFN sur la réplication virale (Pan et al., 2012). La
cyclosporine A (CsA) est également un immunosuppresseur capable d’inhiber la réplication virale
en interagissant avec les cyclophilines (Kaul et al., 2009). In vitro, I'utilisation combinée du MPA
et de la CsA permet d’obtenir un effet synergique avec une inhibition de la réplication de 90%
(Henry et al., 2006).

A ce jour il n’existe pas de moyen de prévention de la réinfection du greffon et les possibilités
thérapeutiques pour traiter les patients sont extrémement limitées. Une stratégie serait d’éliminer
le virus chez ces patients avant d’effectuer la TH et de limiter ainsi les risques de récurrence.

Cependant, ces patients présentent un stade avancé de la maladie (cirrhose décompensée,
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HCC) pour lequel les traitements standards sont contre-indiqués. En 2009, une étude a évalué
les effets d’'un traitement peglFN/RBV sur des patients avec une cirrhose décompensée et en
attente d’'une TH. Seulement 29% des patients présentaient des taux d’ARN viral indétectables
au moment de la TH et 20% ont atteint une SVR aprés TH (Carrion et al., 2009). En plus de son
efficacité relativement faible, le traitement de ces patients avec le peglFN/RBV induit des effets
secondaires sévéres et augmente le risque de développer une infection bactérienne (Carrion et
al., 2009).

Le traitement des patients apres la TH est également complexe. Plusieurs études ont évalué
I'efficacité du traitement peglFN/RBV chez les patients aprés TH. Dans I'ensemble, le taux
moyen de SVR chez ces patients sous ce traitement est de 30,2% avec une fréquence élevée
d’effets secondaires nécessitant une diminution des doses voir un arrét du traitement (Berenguer,
2008). Récemment, deux études encourageantes ont été publiées sur les effets positifs du
bocéprévir et du télaprévir en combinaison avec le traitement peglFN/RBV chez des patients
transplantés. Cette triple thérapie permet d’atteindre des taux de réponse virologique de 50 a
60% (Pungpapong et al., 2013) voire de 72% chez des patients traités avec du bocéprévir (Coilly
et al.,, 2012). Cependant la sévérité des effets secondaires et les déces observés chez un
nombre significatif de patients ne sont pas en faveur d’une utilisation systématique de ce
traitement chez les patients transplantés (Coilly et al., 2012; Pungpapong et al., 2013 ). De plus,
le bocéprévir et le télaprévir peuvent interagir fortement avec certains immunosuppresseurs
notamment le tacrolimus, rendant la prise en charge clinique des patients transplantés encore
plus complexe (Crespo et al., 2012).

Une étude menée par Chung et al. a évalué les effets d’'un anticorps monoclonal anti-E2
(MBL-HCV1) administré aux patients directement aprés la TH (Chung et al., 2013). Les patients
ont recu trois perfusions le jour de la TH puis une perfusion quotidienne jusqu’au jour 7 aprés TH.
Une derniére perfusion a été réalisée au quatorzieme jour aprés TH. Malgré une baisse de la
charge virale (-3,07 a -3,34 logolU/ml ; J+3 a J+6 aprés TH) un rebond a été observé chez tous
les patients (Chung et al., 2013). Ce rebond est expliqué par I'apparition de variants résistants
(Chung et al., 2013).

Neumann et al. ont également décrit le cas trés intéressant d’un patient ayant subit une TH
et traité rapidement aprés la greffe par un composé naturel, la silibinine. Cette molécule a été
identifiée pour ses propriétés d’inhibition de I'entrée du HCV en altérant 'endocytose médiée par
la clathrine (Blaising et al., 2013a). Chez ce patient, la silibinine a été injectée 8h aprés
transfusion et seulement 9 jours plus tard 'ARN viral n’était plus détecté (Neumann et al., 2010).
Ce traitement a permis d’induire une SVR étant donné que 6 mois aprés l'intervention 'ARN était
toujours indétectable et aucune lésion hépatique n’a été observée (Neumann et al., 2010). Ce
patient bénéficiait néanmoins d’'une charge virale relativement basse avant transplantation,

apportant un pronostic favorable.
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Bien que larrivée de nouveaux antiviraux ait amélioré le pronostic vital des patients
transplantés, leur prise en charge reste complexe. D’autres recherches et solutions
thérapeutiques sont nécessaires afin de parvenir a bloquer efficacement l'infection du greffon

apres la TH.
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Le virus de I’hépatite C

.  Structure et génome du HCV

Le HCV, tout comme le virus GB de type B (GBV-B) est classé dans le genre Hepacivirus de la
famille des Flaviviridae, qui comporte également les genres Flavivirus, Pestivirus et Pegivirus. Le
HCV est un virus enveloppé a ARN monocaténaire de polarité positive de 9.6 kb, composé d’une
région en 5’ non traduite (5’UTR pour untranslated region) incluant un site d’entrée interne du
ribosome (IRES pour internal ribosome entry site), un cadre ouvert de lecture codant pour la
polyprotéine virale et une région en 3’ non traduite (3’'UTR) (Penin et al., 2004). La particule virale
mesure 55 a 65 nm de diameétre (Catanese et al., 2013b; Kaito et al., 1994 ). Les GPs E1 et E2
du HCV sont insérées dans une enveloppe lipidique dérivant de I'hdte. La nucléocapside est
composée de la protéine de capside core et de 'ARN du HCV (Figure 3A). Le HCV circule chez
les patients en association avec des lipoprotéines, formant des lipo-viro-particules (LVP). Ces
associations résultent en une importante variabilité morphologique du HCV, avec des densités
hétérogénes allant de 1,03 a 1,10 g/ml (Figure 3B) (Catanese et al., 2013b ; Lindenbach, 2013).

ﬁ Lipoprotéine

E2
} Glycoprotéines d’enveloppe
E1

Enveloppe

Protéine de capside — core

Génome —ARN +

Figure 3. Représentation schématique du HCV (A). Le HCV est composé des GPs E1 et E2 insérées
dans une enveloppe lipidique elle-méme entourant une capside composée de la protéine core et contenant
le génome ARN du virus. (B) Images de particules virales. Cette image obtenue en microscopie
électronique a partir de virus produits en culture cellulaire (Catanese et al., 2013b), montre bien
l'importante hétérogénéité morphologique des virions. L’échelle correspond a 100 nm.

ll. Les protéines du HCV

Le génome du HCV code une polyprotéine précurseur d’environ 3 000 acides aminés, qui est
clivée de maniére co- et post-traductionnelle par des protéases virales et cellulaires en protéines
structurales (Core, E1 et E2) et non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A/B et NS5A/B) (Moradpour
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et al., 2007; Penin et al., 2004 ) (Figure 4A). La figure 4B résume les fonctions des différentes

protéines du HCV.
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Clivage par les protéases Clivage par les protéases
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B
2 g core Protéine de capside
@
QE, § E1 Glycoprotéine d’enveloppe
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% E2 Glycoprotéine d’enveloppe
p7 Viroporine et facteur d’assemblage
NS2 Autoprotéase et facteur d'assemblage
(%2}
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» © NS3 Protéase, hélicase et facteur d'assemblage
£
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NS5A Régulateur de la polymérase et facteur
d’assemblage
NS5B ARN polymérase ARN dépendante

Figure 4. Le génome du HCV et ses protéines virales. (A) Le génome du HCV code pour une
polyprotéine précurseur, qui est ensuite prise en charge par des protéases cellulaires et virales. Suite a ces
clivages trois protéines structurales (core, E1, E2) et sept protéines non-structurales (p7, NS2-NS5B) sont

obtenues. (B) Fonctions des protéines virales.
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1. Les protéines structurales

La protéine core

La protéine core est une protéine mature de 21 kDa formant la nucléocapside virale. Aprés
traduction et maturation au niveau du réticulum endoplasmique (RE), la protéine core est
transportée vers les gouttelettes lipidiques (LD pour lipid droplet) a proximité du RE, lieu
d’assemblage des particules virales (McLauchlan et al., 2002). La protéine core est composée de
deux domaines principaux DI et DII. Le DI, situé en N-terminal, est impliqué dans I'attachement
de 'ARN, I'homo-oligomérisation de core, ainsi que dans I'assemblage de la nucléocapside
(Boulant et al., 2005). DI interagit également avec des facteurs de I'héte, altérant des fonctions
cellulaires favorisant l'infection par le HCV (Lin et al., 2006). Le DII, situé en C-terminal de core,
permet des interactions avec linterface phospholipidique des LD (Boulant et al., 2005). La
protéine core peut aussi s’associer a NS5A et permettre le recrutement des protéines non
structurales au niveau des LD. Cette association des protéines virales autour des LD est
probablement un pré-requis pour 'assemblage du virus (Figure 5) (Masaki et al., 2008; Miyanari
et al., 2007 ).

LIM-BSs0ciatin mambrang

Figure 5. Réle de la protéine core dans I'assemblage des particules virales. La protéine core est
localisée principalement dans la simple membrane entourant les LD. Core recrute ensuite les protéines
non structurales ainsi que les complexes de réplication au niveau de la membrane du RE associée aux LD.
Les GP sont également localisées a proximité des LD. De part ces associations, I'assemblage des
particules virales se déroule dans cet environnement. (Miyanari et al., 2007)
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Les glycoprotéines d’enveloppe
Les GPs E1 (32kDa) et E2 (70kDa) sont des protéines transmembranaires de type | et jouent un
réle essentiel lors des premiéres étapes du cycle viral. Les domaines transmembranaires de E1
et E2 contribuent aux fonctions des protéines, notamment en permettant 'ancrage membranaire,
la rétention dans RE ainsi que la formation des hétérodiméres (Voisset and Dubuisson, 2004). La
maturation et I'organisation tridimensionnelle de E1 et E2 est complexe et interdépendante,
impliquant des protéines chaperonnes du RE, la formation de ponts disulfures ainsi que des N-
glycosylations (Cocquerel et al., 2002 ; Helle et al., 2010; Vieyres et al., 2010 ; Voisset and
Dubuisson, 2004 ).

Un modéle de I'organisation structurale d’'E2 a été proposé par Krey et al. (Figure 6) (Krey et
al., 2010). Ce modele met en évidence la présence de trois domaines DI, DIl et DIIl. Le DI
contient la région hypervariable 1 (HVR1 pour hypervariable region 1) ainsi que des déterminants
de liaison au récepteur CD81. Le DIl contient HVR2 et la région la plus conservée de ce domaine
jouerait un réle dans la fusion membranaire. Enfin, DIl contient également des résidus de liaison
au CD81 et est connecté au domaine transmembranaire par une région flexible appelée stem
region. Cette région serait impliquée dans la réorganisation des complexes glycoprotéiques lors
de la fusion (Albecka et al., 2011). Les DIl et DIl sont relativement non-structurés permettant
d’adopter différentes conformations en fonction des différents partenaires tels que E1 et les

différents récepteurs (Krey et al., 2010).

Figure 6. Organisation structurale
de la glycoprotéine d’enveloppe E2.
Séquence linéaire de E2 de la souche
HCV H77. Les ponts disulfures et les
sites de glycosylation sont
respectivement représentés par des
barres noires épaisses et des ronds
verts. Les résidus impliqués dans la
liasison au CD81 sont cerclés en bleu.
Le DI de E2 est représenté en

rouge/rose et le DIl et DI
,'&"'1'35_“ P respectivement en jaune et en bleu.
"dl:'wﬂ_'- -.'.:‘-"171’”‘_" wn o (Krey et al., 2010)
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Les GPs E1 et E2 jouent plusieurs réles a différentes étapes du cycle viral (entrée virale,
fusion et assemblage) (Bartosch et al., 2003a). Pour cela, elles peuvent adopter plusieurs
conformations afin d’étre fonctionnelles au bon moment du cycle du HCV. Les GP interagissent
directement avec différents facteurs d’attachement et d’entrée comme les héparanes sulfates
(Barth et al., 2006b), la tétraspanine CD81 (Pileri et al., 1998), le SR-BI (Scarselli et al., 2002) et
probablement claudine (CLDN) (Douam et al., 2013) et occludine (OCLN) (Liu et al., 2009). Elles
sont également impliquées dans le processus de fusion membranaire nécessaire a la libération
de la nucléocapside dans le cytoplasme, bien que cette étape du cycle viral ne soit pas
entiérement comprise (Lavillette et al., 2006 ; Lavillette et al., 2007). Les GPs E1 et E2 sont les
cibles principales des nAbs (Fournillier et al., 2001 ; Owsianka et al., 2008). Les domaines HVR1
et HVR2 de E2 sont hautement variables et immunogénes (Fafi-Kremer et al., 2012). Ces
variations participent a I'échappement viral aux réponses immunitaires humorales (von Hahn et
al., 2007).

Le peptide p7

La protéine p7 (7 kDa) est un petit peptide membranaire (Steinmann et al., 2007). Elle peut
former des hexaméres ou des heptaméres et agir comme un canal cationique, la classant ainsi
dans la famille des viroporines (Chandler et al., 2012 ; Nieva et al., 2012 ; OuYang et al., 2013).
La protéine p7 est importante pour 'assemblage et la libération de particules infectieuses du
HCV (Gentzsch et al., 2013; Steinmann et al., 2007 ).

2. Les protéines non-structurales

La protéine NS2

La protéine NS2 (21-23 kDa) est une protéase permettant le clivage de la jonction de NS2/NS3
(Lorenz et al., 2006). Ce clivage est indispensable a la libération de NS3 et a la réplication virale
(Dentzer et al., 2009). La protéine NS2 est également requise pour la production de particules
virales infectieuses (Dentzer et al., 2009). Enfin, NS2 interagit avec d’autres protéines
structurales (GPs) et non structurales (p7, NS3), permettant le recrutement de ces protéines a
proximité des LD (Popescu et al., 2011). NS2 joue ainsi un réle central dans I'assemblage des

particules virales (Boson et al., 2011 ; Jirasko et al., 2010 ; Stapleford and Lindenbach, 2011).

Le complexe NS3/NS4A
La protéine NS3 (70 kDa) est associée au cofacteur NS4A et posséde deux activités
enzymatiques : une activité hélicase et une activité protéase. L’activité hélicase joue un réle

essentiel dans la réplication virale ainsi que dans les étapes précoces de I'assemblage du HCV
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(Murray et al., 2008). Le complexe protéase NS3/NS4A catalyse le clivage des jonctions de
NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5B (Penin et al.,, 2004). Le complexe
NS3/NS4A n’est pas seulement localisé a la membrane du RE ainsi que dans le complexe de
réplication, mais peut également étre retrouvé au niveau des mitochondries et des membranes
associées aux mitochondries (Horner et al., 2011). Ces complexes NS3/NS4A auraient une
action négative sur des éléments du systéeme immunitaire inné, favorisant la persistance et la
pathogenése du HCV (Li et al., 2005). Deux DAAs ciblant ce complexe ont été approuvés pour le
traitement de I'infection par le HCV génotype 1: le bocéprévir et le télaprévir. De nombreux autres
inhibiteurs de ce complexe sont en cours de développement avec une action antivirale efficace
sur plusieurs génotypes ainsi qu’une résistance supérieure a l'apparition de mutants (ex. le

neceprevir) (Asselah and Marcellin, 2011; Poordad et al., 2011 ).

La protéine NS4B

La protéine NS4B (24kDa) joue un réle crucial dans I'assemblage d’un complexe de réplication
fonctionnel. NS4B induit la formation d’'un réseau membranaire appelé membraneous web,
formant une plateforme pour le complexe de réplication (Moradpour et al., 2003). Ce réseau est
constitué de vésicules a simple membrane ou a double membrane. Tardivement au cours de
l'infection, ces vésicules vont devenir multi-membranaires faisant probablement suite a un stress
cellulaire. Les membraneous web dérivent du RE mais contiennent également des marqueurs
des endosomes précoces et tardifs ainsi que des mitochondries et des LD (Romero-Brey et al.,
2012). L’oligomérisation de NS4B est essentielle a la formation de ce réseau membranaire
(Gouttenoire et al., 2010; Yu et al., 2006 ). De nouvelles thérapies ciblant NS4B sont également
en développement tel que le PTC725. Cette molécule est bien tolérée chez I'animal avec peu
d’interaction médicamenteuse et capable d’inhiber efficacement la réplication de réplicons HCV a
de faibles concentrations. De plus le traitement combiné du PTC725 avec le bocéprévir posséde
un effet synergique sur l'inhibition de I'apparition de mutations de résistance.(Gu et al., 2013 ; Rai
and Deval, 2011).

La protéine NS5A

La protéine NS5A (49 kDa) est une protéine impliquée dans les étapes de réplication et
d’assemblage. Récemment, il a été démontré que NS5A participerait également a la formation
des membraneous web (Romero-Brey et al., 2012). En effet, NS4B induirait les vésicules a
simple membrane alors que NS5B induirait les vésicules a double membrane (Romero-Brey et
al., 2012). NS5A est composée de trois domaines DI, DIl et DIll. Le DI permet la liaison de NS5A
a I'ARN viral et la réplication du virus (Tellinghuisen et al., 2005) alors que le domaine DIII est
essentiel a 'assemblage des particules virales (Tellinghuisen et al., 2008) ; (Appel et al., 2008).

L’association de NS5A avec [l'apolipoprotéine E (apoE) est nécessaire a cette étape
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d’assemblage (Benga et al., 2010 ; Cun et al., 2010) . NS5A peut se lier aux LD et interagir avec
la protéine core. Le niveau de phosphorylation de NS5A module la réplication virale en régulant
les interactions avec les différents facteurs de réplication ou d’assemblage (Bartenschlager et al.,
2011). NS5A peut également interagir avec de nombreuses protéines virales et cellulaires
comme la cyclophiline A et affecter les réponses immunitaires de I’héte (Ciesek et al., 2009). Des
DAAs ciblant NS5A (comme le daclatasvir) ont été développés avec des actions antivirales

efficaces a faible dose (Pawlotsky, 2013).

La protéine NS5B

La protéine NS5B (66 kDa) est 'ARN polymérase ARN dépendante permettant la synthése de
nouveaux brins d’ARN du HCV (Grakoui et al., 1993). De part 'absence d’activité correctrice, elle
est responsable de 'importante diversité du HCV. L'importance de cette protéine pour I'étape de
réplication fait de NS5B une cible majeure dans le développement d’antiviraux (Asselah and
Marcellin, 2011). Récemment, Gouklani et al. ont identifié une mutation dans NS5B qui affecte
l'infectiosité du HCV mais n’a pas d’effet sur la réplication virale. Cette étude suggére un role

additionnel de NS5B dans la morphogenése des particules virales (Gouklani et al., 2012).

lll. Hétérogénéité du HCV

La difficulté du contrdle de l'infection par le HCV est en grande partie due a la remarquable
diversité virale. Cette variabilit¢ du HCV est liée a son fort taux de réplication et a I'absence
d’activité exonucléasique correctrice de '’ARN polymérase. Le taux de mutations du génome du
HCV est estimé & 10°/10™ substitutions par site. Cette variabilité s’exprime au niveau du génome
par l'existence d’au moins sept génotypes majeurs et plusieurs sous-types du HCV. Les
génotypes sont définis par une divergence minimale de 30% de leurs séquences nucléotidiques
alors que les sous-types ont une divergence de seulement 20% (Simmonds, 2004).

Bien que présentant des caractéristiques relativement similaires de persistance, de
dynamique de transmission et de développement de la maladie, les génotypes du HCV peuvent
se distinguer par leur évolution séparée dans différentes régions géographiques. Le génotype 1
est le plus décrit en Amérique, en Europe ainsi qu’au Japon, suivis des génotypes 3 et 2. Les
génotypes 3 et 6 sont répandus en Asie du Sud et du Sud-Est. Les génotypes 4 et 5 sont
couramment retrouvés en Afrique mais se propagent actuellement en Europe (Cornberg et al.,
2011 ; Khattab et al., 2011; Sievert et al., 2011 ). Enfin le génotype 7 est retrouvé chez des
patients en Afrique mais il reste rare et d'importance clinique mineure. De maniére intéressante,
les différents sous-types sont majoritairement identifiés dans des groupes a risques distincts, tels
gu’'une prédominance du génotype 3a dans les populations toxicomanes en Europe, et une

prédominance des génotypes 1b, 2a et 2b dans les populations plus agées d’Europe et d’Asie
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(contamination de produits de transfusions). La diversité du HCV a un impact clinique majeur car
les génotypes répondent diffefremment aux traitements antiviraux (Lee et al., 2012).
Additionnellement chez les patients, le virus circule sous la forme d’'une population de
variants viraux différents mais génétiquement proches, appelée « quasi-espéce » (Martell et al.,
1992). La présence de cette quasi-espéce contribue grandement a I'échappement viral au

systéme immunitaire de I'h6te (von Hahn et al., 2007).
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Les modeéles d’étude en laboratoire

I. Les modeéles in vitro

Bien que découvert dans les années 1990, les recherches sur le HCV ont été grandement
limitées par I'absence de modéle permettant une étude rigoureuse du cycle viral. Les
glycoprotéines des virus enveloppés définissent grandement les interactions entre le virus et
la cellule héte. Ainsi, la production d’une forme tronquée soluble de la GP E2 du HCV (sE2)
a été un premier outil développé pour I'étude de I'entrée du HCV. L'utilisation du sE2 a
permis d’affirmer le réle essentiel des récepteurs CD81 et SR-BI pour I'entrée virale (Flint et
al., 1999 ; Pileri et al., 1998 ; Scarselli et al., 2002). Cependant E1 et E2 forment un
hétérodimére complexe a la surface des virions et les protéines sE1 et sE2 ne reflétent pas
la conformation réelle du complexe glycoprotéique, limitant leur utilisation.

Afin de se rapprocher d’'un modeéle plus représentatif, des HCV-like particles (HCV-LP)
ont été développées (Baumert et al., 1998). Ces HCV-LP sont générées par auto-
assemblage des protéines structurales et sont produites dans des cellules d’insectes a partir
d’un baculovirus recombinant contenant 'ADNc des protéines structurales du HCV (Baumert
et al., 1998 ; Triyatni et al., 2002). Ce modéle a permis de caractériser I'attachement du HCV
aux cellules hotes (Baumert et al.,, 1998 ; Triyatni et al.,, 2002). L'immunisation de
chimpanzeés par les HCV-LP peut également induire des réponses immunitaires spécifiques
capables de protéger I'animal d’une infection persistante (EImowalid et al., 2007). Ce modéle
limite cependant I'’étude du virus a la seule étape d’entrée dans les hépatocytes et nécessite
des techniques immunologiques pour la détection de l'attachement ou de l'entrée des HCV-
LP.

1. Les réplicons

L’équipe du Pr Bartenschlager a mis au point le premier systeme permettant I'étude de la
réplication virale dans les cellules hépatocytaires: les réplicons (Lohmann et al., 1999). Les
premiers réplicons subgénomiques étaient constitués d'une séquence génomique
consensus, obtenue chez un patient infecté par un génotype 1b (con1), aprés TH. Ces
réplicons contiennent le 5’UTR du HCV en amont d’'un géne de résistance, suivit de I'|RES
du virus de I'encéphalomyocardite (permettant la traduction des protéines non structurales)
et se terminent par le 3UTR du HCV (Figure 7A). Aprés transfection de 'ARN dans des
cellules permissives, les cellules répliquant les réplicons du HCV vont étre sélectionnées par

antibiotique (Lohmann et al.,, 1999). La lignée hépatocytaire Huh7 ainsi que des clones
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cellulaires encore plus adaptés (Huh7.5 et Huh7.5.1) représentent les lignées les plus
permissives au HCV et sont ainsi couramment utilisées dans ces études.

Par la suite, des réplicons subgénomiques de différents génotypes du HCV ont été
établis (Bartenschlager, 2006; Blight et al., 2003 ; Kato et al., 2003 ). Plusieurs équipes ont
observé au cours de la sélection, I'apparition de plusieurs mutations, notamment au niveau
des protéines NS3, NS4B et NS5A, qui améliorent les capacités de réplication des réplicons
(Blight et al., 2003 ; Grobler et al., 2003; Krieger et al., 2001 ). Ce systeme a permis de tester

I'activité antivirale de nombreuses molécules (notamment des DAA).

2. Les pseudoparticules rétrovirales

La mise au point des pseudoparticules rétrovirales (HCVpp) (Bartosch et al., 2003a ; Hsu et
al., 2003) constitue le premier systéme robuste et flexible qui a permis I'étude des fonctions
virales dépendantes des GPs E1-E2, telles que I'entrée et la neutralisation par les anticorps
(Law et al., 2008 ; Meunier et al., 2005 ; Owsianka et al., 2005 ; Pestka et al., 2007 ; Tarr et
al.,, 2007 ; von Hahn et al.,, 2007). Les HCVpp sont constituées des GPs E1 et E2
fonctionnelles, insérées dans une particule rétrovirale (Figure 7B). Ces virus chiméres sont
obtenus par transfection de cellules HEK 293T. Ces cellules sont dérivées de cellules
embryonnaires humaines rénales et transformées par I'antigéne T du virus simien 40 (Ali and
DeCaprio, 2001 ; Graham et al., 1977). Afin de produire des HCVpp, les HEK 293T sont
transfectées avec trois vecteurs d’expression. Le premier vecteur (gag-pol) exprime les
protéines de capside d’un rétrovirus, le virus de la leucémie murine ou le HIV. Le second
vecteur exprime les GPs E1-E2 natives des différents génotypes du HCV. Enfin, le troisiéme
vecteur exprime un génome rétroviral défectif comportant uniquement une séquence
terminale longue et un signal d’encapsidation et code pour un géne marqueur de transfert
(génes rapporteurs : green fluorescent protein [GFP], luciférase ou béta-galactosidase)
(Bartosch et al., 2003a). Les HCVpp sont considérées comme un outil de référence pour
I'étude des GPs E1-E2 et de I'entrée virale dans des lignées hépatocytaires ainsi que dans
les hépatocytes primaires humains (PHH). Cependant, les HCVpp sont produites dans des
lignées non hépatocytaires et I'assemblage des protéines virales s’effectue dans les
compartiments post-golgi et/ou a la membrane plasmique comme les rétrovirus
(Bartenschlager et al., 2011 ; Gastaminza et al., 2006; Sandrin et al., 2005). Les GPs E1E2
des HCVpp ont ainsi une conformation différente de celle des virus natifs avec notamment la
formation d’hétérodiméres non-covalents (Op De Beeck et al., 2004; Vieyres et al., 2010).
De plus, les HCVpp ne sont pas associées aux lipoprotéines limitant I'étude des récepteurs

liés aux lipides ainsi que les autres étapes du cycle viral (Bartosch et al., 2003a).
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Figure 7. Les modeéles d’études principaux du HCV. A) La réplication virale peut étre quantifiée en
utilisant le modele des réplicons. Ces ARNs auto-réplicatifs comportent un géne de sélection
remplagant la région codant de core a NS2 en amont d'un second IRES du EMCV permettant la
traduction des protéines NS3 a NS5B. B) Les pseudoparticules virales (HCVpp) sont utilisées afin
d’étudier les mécanismes d’entrée du virus dans les hépatocytes. Les HCVpp sont produites par
transfection des cellules HEK 293T avec trois plasmides codant pour i) les génes gag-pol d’'un
rétrovirus, ii) les GPs E1 et E2 du HCV et iii) un géne marqueur de transfert. C) Les HCVcc permettent
une étude compléte du cycle du HCV. L’ARN codant pour le génome entier est transfecté dans les
cellules hépatocytaires permissives menant a la traduction et a la réplication virale pour produire de
nouvelles particules virales infectieuses. Figure inspirée de (Bartenschlager R. (Ed), 2013)

3. Les virus infectieux produits en culture cellulaire

L’avancée majeure des études du HCV a été la mise au point d’'un modéle de virus infectieux
produit en culture cellulaire (HCVcc) (Lindenbach et al., 2005 ; Pietschmann et al., 2006;
Wakita et al., 2005 ). Contrairement aux HCVpp, les HCVcc sont produits a partir d’'un
génome entier et permettent ainsi I'étude intégrale du cycle viral, de I'entrée a la libération
des virions nouvellement synthétisés (Figure 7C). Le modéle HCVcc est basé sur la
transfection cellulaire d’ARN d’un variant de génotype 2a, dénommé JFH1 identifié chez un
patient atteint d’hépatite fulminante. JFH1 posséde des caractéristiques uniques permettant
la production de particules infectieuses a la fois dans les lignées cellulaires et en modéle
animal (Lindenbach et al., 2005 ; Wakita et al., 2005 ; Zhong et al., 2005). La découverte de
ce variant a permis I'étude de toutes les étapes du cycle du HCV. D’autres clones (H77S ;

HCV génotype 1a, NC1 ; HCV génotype 1b) ont été développés (Date et al., 2012; Yi et al.,
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2006 ). Ces clones nécessitent néanmoins des mutations adaptatives et restent moins
efficaces que JFH1 en termes de réplication et de production virale (Bartenschlager R. (Ed),
2013).

En I'absence de géne rapporteur, I'étude de ces virus est réalisée en utilisant des
méthodes d'immunomarquage des protéines virales et de détermination de I'infectiosité par
comptage des cellules infectées (FFU pour focus-forming unit) ou bien par technique de
dilution limite (TCIDso pour 50% tissu culture infective dose) (Lindenbach et al., 2005 ; Wakita
et al., 2005). Bien qu’efficaces, ces méthodes requiérent du temps pour la lecture des
résultats. Ainsi, des virus intégrant un géne rapporteur (généralement la luciférase mais
également la GFP ou RFP), ont été générés afin de faciliter I'étude du cycle viral
(Koutsoudakis et al., 2006) .

La construction de chiméres JFH1 est également un outil trés utile. En effet, il est
possible de réaliser des HCVcc avec une combinaison des protéines structurales des
différents génotypes et des protéines non-structurales du JFH1 créant des virus chiméres
intra- et inter-génotypiques (Fofana et al., 2012; Lindenbach et al., 2005 ; Pietschmann et al.,
2006 ). Plus récemment des virus chiméres avec des séquences partielles des protéines
non-structurales de différents génotypes ont été développés. Ces virus permettent
notamment I'étude des mutations de résistance aux DAAs (Gottwein et al., 2011 ; Scheel et
al., 2011).

Contrairement aux HCVpp, les HCVcc produits sont associés aux lipoprotéines et
maturent dans les voies de sécrétions (Gastaminza et al., 2006). Ces associations sont
essentielles a la conformation correcte des GPs et a I'exposition des épitopes viraux aux
nAbs. Cependant, contrairement aux LVP les HCVcc ne contiennent pas ou peu d’apoB
étant donné qu’elles sont produites a partir de la lignée cellulaire Huh7 chez laquelle la
sécrétion de VLDL est inefficace (Bartenschlager et al.,, 2011). Bien que ne reflétant pas
exactement le virus natif, le modéle HCVcc se rapproche plus des virus dérivés de patients
que les autres modéles utilisés jusqu’a présent, et constitue de ce fait un outil pertinent dans

le développement d’un vaccin.

II. Les modéles in vivo

Les modeéles in vitro ont abouti a des avancées majeures dans la compréhension de la
biologie de linfection par le HCV et continuent aujourd’hui a étre trés largement utilisés.
Néanmoins, le développement d’'un modéle animal efficace est essentiel pour comprendre la
pathogenése du HCV et développer un vaccin efficace (Murray and Rice, 2011). Le tropisme
limité du HCV complique l'obtention d’un bon modéle in vivo. A ce jour le chimpanzé

constitue le modéle le plus pertinent d’étude du HCV (Bukh, 2004). Etonnamment, et malgré
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d’'importantes homologies de séquences (notamment des facteurs d’entrée du HCV), les
autres primates ne sont pas infectés par le virus. Un autre mammifére, plus petit et
provenant d’Asie du sud, est également permissif au HCV: le Tupaia belangeri. L’entrée
virale est efficace dans ce modéle, et certains animaux développent des signes
pathologiques comme des stéatoses, fibroses ou cirrhoses dans les trois ans suivant
l'infection, bien que les virémies restent relativement basses (Amako et al., 2010; Zhao et al.,
2002 ). Les souris ne sont pas non plus naturellement infectées par le HCV. Grace a leur
facilité de manipulation en laboratoire, des souris transgéniques permissives au virus ont été
développées. Ces souris représentent un outil précieux pour I'étude de molécules antivirales

et une alternative a I'utilisation des chimpanzés.

1. Le modéle primate

Avec 98% d’identité génétique avec I'homme, les chimpanzés sont les seuls primates
pouvant étre infectés par le HCV. Une semaine aprés infection, les chimpanzés présentent
une virémie de 10°a 107 copies génomique/mL ainsi que des réactions immunitaires contre
le virus (Cooper et al., 1999 ; Thimme et al., 2002). lls constituent ainsi le meilleur modeéle
pour I'étude des réponses immunitaires innées et adaptatives contre le HCV (Bukh, 2012).
Bien que les chimpanzés ne développent que rarement des fibroses, cirrhoses ou HCC, ils
ont permis de nombreuses avancées dans la compréhension de Ihistoire naturelle de
l'infection par le HCV ainsi que dans 'étude des réponses immunitaires protectives lors de
réinfections (Farci et al., 1992) . Ce modele est également un outil précieux pour les essais
thérapeutiques et les vaccins candidats contre le HCV (Barth et al., 2011 ; Bukh, 2004; Choo
et al., 1994 ; Farci et al., 1994 ; Folgori et al., 2006 ; Meunier et al., 2011 ; Olsen et al.,
2011 ). Cependant les colts engendrés ainsi que les problémes d’éthique limitent I'utilisation
excessive de ces animaux pour des études scientifiques. Il est ainsi essentiel aujourd’hui de

développer de nouveaux modeéles animaux.

2. Les modéles murins

Naturellement, les souris ne sont pas infectables par le HCV a cause des variations
génétiques de certains récepteurs essentiels a I'entrée virale (Flint et al., 2006 ; Michta et al.,
2010 ; Ploss et al., 2009). Cependant, la technologie de transgenése a permis de développer
différents modéles pour I'étude de l'infection a HCV. Le modéle le plus couramment utilisé
est le modeéle souris uPA-SCID (pour urokinase plasminogen activator - severe combined
immunodeficiency disorder). Ces souris transgéniques immunodéficientes sont caractérisées
par une dégénérescence hépatocytaire due a la surexpression du gene uPA sous contrdle

du promoteur de I'albumine (Sandgren et al., 1991). Cette dégénérescence hépatique est
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exploitée afin de reconstituer un foie avec une xénogreffe de PHH (Mercer et al., 2001). Ce
modéle est largement utilisé afin d’évaluer les capacités de neutralisation et de prévention de
linfection par des anticorps (Lacek et al., 2012 ; Law et al., 2008 ; Meuleman et al., 2012 ;
Vanwolleghem et al., 2008) ainsi que pour tester des thérapies (Dorner et al.,, 2011 ;
Kneteman et al., 2009; Meuleman et al., 2011 ; Meuleman et al., 2008 ). Malheureusement,
I'utilisation des souris uUPA-SCID est grandement limitée par des difficultés techniques ainsi
gu’un taux de mortalité élevé des animaux. De plus, I'absence de réponses immunitaires
adaptatives empéche leur utilisation pour le développement d’'un vaccin (Bukh, 2012). Afin
de contourner ces deux probléemes majeurs, d’autres modéles murins ont été développés.
Chez les souris FRG (pour Fah-/-, Rag2-/-, 112rg-/-), la dégénérescence hépatocytaire peut
étre programmeée afin de permettre aux souris de devenir adultes avant la greffe de PHH et
ainsi favoriser leur survie (Bissig et al., 2007 ; Bissig et al., 2010 ; de Jong et al., 2010).
Récemment, Washburn et al. ont également développé un modéle de souris
immunocompétentes (Bukh, 2012 ; Dorner et al., 2012; Washburn et al., 2011 ). Un systéme
immunitaire ainsi qu’un foie humain ont été partiellement reconstitués par la greffe a la fois
de cellules souches hématopoiétiques et de cellules progénitrices hépatocytaires humaines
(souris AFC8-huHSC/hep) (Washburn et al., 2011). Ces souris sont susceptibles de générer
une réponse immunitaire cellulaire spécifique contre le HCV ainsi que de développer des
Iésions hépatiques de type hépatite et fibrose (Bility et al., 2012; Washburn et al., 2011 ).
Cependant, la réplication virale apparait comme faible et peu robuste. Dorner et al. ont
également développé un modéle de souris immunocompétentes humanisées par injection
intraveineuse d’adénovirus recombinants, codant pour les 4 principaux facteurs humains
nécessaires a I'entrée virale (Dorner et al., 2012). Ces souris sont génétiquement modifieées
afin de monitorer I'entrée virale. Ce systéme permet I'entrée du HCV dans les hépatocytes
murins in vivo mais pas la réplication ni la production de particules virales infectieuses.
Récemment Dorner et al. sont parvenus a reproduire le cycle complet du HCV dans des
souris transgéniques, exprimant les 4 principaux facteurs d'entrée humains du HCV et
déficientes pour certains génes de l'immunité innée, avec notamment la production de
nouvelles particules infectieuses (Dorner et al., 2013). Ces souris étant immunocompétentes
- hormis le déficit dans les réponses immunitaires innées, elles peuvent étre utilisées pour
des expériences de neutralisation et d'immunisation. Elles représentent ainsi un outil utile
pour I'évaluation de stratégies d'immunisations passives et le développement d’un vaccin
(Bukh, 2012; Dorner et al., 2012).

-29-



Introduction — Interaction HCV-cellule héte — Le cycle viral

Interactions HCV-cellule héte : les acteurs d’une histoire complexe

La compréhension des interactions d’'un virus avec son héte est un facteur clé pour le
développement de stratégies antivirales. Ces dix derniéres années, les études sur le HCV se
sont multipliées et ont abouti a une compréhension plus détaillée des étapes du cycle viral ainsi
que des facteurs viraux et cellulaires essentiels a I'infection. Ceci a permis le développement de

nouvelles cibles thérapeutiques et de nouvelles molécules antivirales efficaces.

. Le cycle viral

Le HCV utilise un grand nombre de facteurs viraux et cellulaires afin d’infecter et de se répliquer

efficacement dans les hépatocytes. La figure 8 schématise les étapes principales du cycle viral.

Les premiéres étapes: les facteurs d’attachement et d’entrée du HCV

Chez les patients infectés, le HCV circule dans le sang en association avec des lipoprotéines
riches en triglycérides (TRL pour ftriglycerides rich lipoproteins). L'entrée du HCV dans les
hépatocytes est un processus séquentiel complexe faisant intervenir a la fois les GPs E1 et E2
du HCV, les composants des lipoprotéines et différents facteurs cellulaires. Ces facteurs sont
donc des éléments clés du tropisme hépatocytaire du HCV (Dubuisson et al., 2008 ; von Hahn
and Rice, 2008). Les facteurs d’attachement peuvent étre définis comme les premiers acteurs
interagissant avec la LVP afin d’'amener celle-ci a la surface des hépatocytes. Ces interactions
sont relativement aspécifiques du virus bien que des interactions directes entre les GP et certains
facteurs d’attachement du HCV aient également été démontrées. Cette étape d’attachement
permet ensuite au virus d’interagir de maniére plus spécifique avec des facteurs d’entrée

hépatocytaires.

i.  Les facteurs d’attachement

L’attachement du virus aux hépatocytes constitue la premiére étape essentielle au cycle du HCV.
Plusieurs facteurs cellulaires non hépatocytaires ont été identifiés telles que les lectines de type
C présentes a la surface des cellules dendritiques (DC-SIGN) ainsi qu’a la surface des cellules
endothéliales du foie (L-SIGN) (Gardner et al., 2003 ; Lozach et al., 2004 ; Lozach et al., 2003 ;
Pohimann et al., 2003). Les lectines sont capables de reconnaitre des motifs moléculaires
associés aux pathogénes. Au cours de l'infection par le HCV, elles interagiraient avec la protéine
E2 capturant le virus dans le foie et favorisant son transfert vers les hépatocytes (Cormier et al.,

2004; Lozach et al., 2004 ). Plusieurs études basées sur les capacités de liaison des particules
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virales, ont également identifié les protéoglycanes a héparanes sulfates (HSPG) (Barth et al.,
2003), le récepteur aux lipides de faible densité (LDL-R pour low density lipoprotein-receptor)
(Agnello et al., 1999 ; Monazahian et al., 1999) ainsi que le SR-BI (Bartosch et al., 2003b ; Dao
Thi et al., 2012; Dreux et al., 2009 ; Maillard et al., 2006 ; Scarselli et al., 2002 ), comme des

facteurs hépatocytaires principaux participant a I'attachement du HCV a ces cellules.
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Figure 8. Le cycle viral du HCV. 1, Engagement initial de la LVP avec les facteurs d’attachement. 2,
Interaction avec les différents récepteurs et migration du complexe CD81-CLDN1. 3, Endocytose de la
particule virale et fusion membranaire dépendante du pH libérant la nucléocaspide dans le cytoplasme. 4,
Dissociation de la nucléocaspide et traduction de 'ARN libéré en une polyprotéine prise en charge par des
protéases cellulaires et virales. 5, Réplication du génome viral au niveau d’'un réseau membranaire dérivé
du RE (membraneous web). 6, Assemblage des particules virales au niveau des LD et du RE, couplé a la
voie de formation des VLDL. 7, Libération des LVP.

HSPG : protéoglycanes a héparanes sulfates. LD : gouttelettes lipidiques. LDLR : récepteur des lipides de
faible densité. LVP : lipoviroparticule. RE : réticulum endoplasmique. RTK : récepteurs tyrosine kinase.
VLDL : lipides de trés faible densité.

Les héparanes sulfates (HS) sont des polysaccharides localisés a la surface des cellules
de mammiféres ainsi que dans la matrice extracellulaire. lls varient dans leur composition et leur
quantité en fonction des espéces et des types cellulaires. Les HSPG sont constitués de chaines

d’HS liées a un corps protéique, et jouent de multiples réles notamment dans la régulation de la
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croissance cellulaire, ainsi que dans les processus de différenciation et d’adhésion cellulaire.
Plus précisément, dans les hépatocytes, ils reliraient la matrice extracellulaire au cytosquelette
intracellulaire (Rabenstein, 2002). Il a été récemment démontré que les HSPG des hépatocytes
(et plus particulierement syndecan-1) joueraient un réle majeur dans la récupération des TRLs
par le foie par liaison avec les apolipoprotéines (Deng et al., 2012 ; Gonzales et al., 2013 ;
Stanford et al., 2009). Les HSPG sont utilisés comme facteurs d’attachement par plusieurs autres
virus tels que le virus de la dengue (Hilgard and Stockert, 2000). L’étude de Barth et al. a été la
premiére a décrire les capacités de liaison dE2 aux HSPG. L’élimination des HS a la surface
cellulaire par un traitement avec de I'’héparinase, affecte les capacités de liaison des HCV-LP aux
cellules confirmant le réle des HSPG dans I'attachement initial du virus (Barth et al., 2003). Plus
tard, les progrés obtenus dans les modéles d’études in vitro ont permis de confirmer ces résultats
en utilisant les HCVpp et HCVcc (Barth et al., 2006b ; Koutsoudakis et al., 2006; Morikawa et al.,
2007 ). Jiang et al. ont également décrit que des mutations ponctuelles dans le domaine de
liaison aux récepteurs d’apoE diminuent I'infection par le HCV et affectent les capacités de liaison
d’apoE a I'héparine (Jiang et al., 2012). Ces résultats suggérent que les lipoprotéines associées
au virus faciliteraient l'attachement viral aux HSPG notamment via apoE. Shi et al. ont
récemment cherché a déterminer quel HSPG était spécifiquement impliqué a cette étape du
cycle viral. lls ont démontré que syndecan-1 serait un récepteur majeur permettant I'attachement

des particules virales aux hépatocytes (Shi et al., 2013 ; Stanford et al., 2009).

Le LDL-R est une glycoprotéine présente a la surface cellulaire de toutes les cellules
nucléées et est regroupée dans des puits recouverts de clathrine. Ce récepteur joue un role
physiologique dans I'homéostasie du cholestérol. Un des ligands du LDL-R est la lipoprotéine de
faible densité (LDL pour low density lipoprotein) qui contient la majeure partie du cholestérol
humain ainsi que l'apolipoprotéine B (apoB) (Brown and Goldstein, 1986). Le LDL-R lie
également fortement les lipides de trés faible densité (VLDL pour very low density lipoprotein) qui
contiennent une importante quantité d’apoE. La liaison de ces ligands au récepteur méne a
linternalisation des complexes par endocytose. La diminution du pH permet de dissocier le ligand
du récepteur qui sera ensuite recyclé a la surface cellulaire (Brown and Goldstein, 1986). De part
'association des particules virales aux lipoprotéines (formant les LVP) et plus particulierement
aux VLDL, le LDL-R a également été identifi€ comme un facteur d’attachement du HCV (Agnello
et al., 1999 ; Molina et al., 2007 ; Owen et al., 2009). Plus précisément, c’est 'apoE présente a la
surface des LVP qui faciliterait I'attachement viral en interagissant avec le LDL-R. Cependant,
une étude a récemment suggéré que le LDL-R jouerait un réle mineur dans I'entrée du HCV et
aboutirait au contraire a une internalisation non-productive du virus. Le LDL-R aurait tout de
méme un rdle essentiel dans le cycle viral en optimisant la réplication virale via sa fonction

physiologique dans le métabolisme lipidique (Albecka et al., 2012).
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Le SR-BI est une protéine de surface membranaire, majoritairement exprimée dans le foie,
les tissus stéroidogénes ainsi qu’a la surface des cellules dendritiques dérivées de monocytes
(Scarselli et al., 2002). SR-BI permet un flux bidirectionnel du cholestérol entre les lipides de
hautes densité (HDL pour high density lipoprotein) et les hépatocytes via la membrane plasmique
(Krieger, 2001). SR-BI joue probablement de multiples réles dans le cycle du HCV. De part ses
fonctions de récepteur des lipoprotéines et ses capacités de liaison a E2, il participe a
I'attachement de la LVP a la surface des hépatocytes ainsi qu’a I'entrée virale (Barth et al., 2005 ;
Bartosch et al., 2003b ; Catanese et al. ; Dreux et al., 2009; Maillard et al., 2006 ; Scarselli et al.,
2002 ; Zeisel et al., 2007b ). Une étude récente a également démontré que SR-BI jouerait un réle
supplémentaire dans le cycle viral afin de stimuler I'infection par le HCV. Cette fonction est
dépendante de E2 et de ses capacités de transfert lipidique (Dao Thi et al., 2012). SR-BI joue
ainsi un réle multifactoriel au cours des premiéres étapes du cycle viral du HCV, basé en partie

sur ses fonctionnalités physiologiques.

ii. Les facteurs d’entrée

La premiére molécule identifiée comme récepteur du HCV et jouant un rdle essentiel pour
'entrée virale a été la molécule CD81 (Pileri et al.,, 1998). Le CD81 appartient a la famille
conservée des tétraspanines et possede quatre domaines transmembranaires avec deux boucles
extracellulaires EC1 et EC2. Cette glycoprotéine, exprimée a la surface de nombreux types
cellulaires, peut former des complexes avec une variété d’autres récepteurs présents dans des
domaines enrichis en tétraspanines (ex. les intégrines) (Farquhar et al., 2011; Yanez-Mo et al.,
2009). Le CD81 permet la transduction de certains signaux impliqués dans la régulation du
développement cellulaire comme la migration, la prolifération et I'adhésion (Levy et al., 1998;
Quast et al., 2011 ).

Dans les années 2000, Pileri et al. ont démontré que la GPs E2 du HCV se lie a la grande
boucle extracellulaire de CD81 (EC2), via plusieurs résidus répartis sur la séquence d’'E2 (Krey et
al., 2010). L’interaction d’E2 avec CD81 est essentielle a I'entrée virale et peut étre bloquée par
des anticorps (Fofana et al.,, 2013a ; Keck et al., 2008 ; Owsianka et al., 2008). Le récepteur
CD81 serait également nécessaire a la réplication virale (Zhang et al., 2010). CD81 peut interagir
directement avec du sE2 (Pileri et al., 1998) et avec la protéine de jonction claudine 1 (CLDN1)
(Harris et al., 2008). Il a été décrit que l'interaction de E2 et CD81 peut étre modulée par des
facteurs cellulaires appartenant a la famille des immunoglobulines : EWI-1 et EWI-2. Un produit
de clivage de EWI-2 (appelé EWI-2wint) aurait une action inhibitrice de I'entrée du HCV en
bloquant les interactions de CD81 avec E2. EWI-2wint est exprimée dans différents types
cellulaires mais pas dans les hépatocytes ce qui pourrait expliquer en partie le tropisme du HCV

pour ces cellules (Rocha-Perugini et al., 2008).
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CDB81 ne posséde pas de motif d’internalisation couramment retrouvé en C-terminal chez les
tétraspanines. Ceci laisse a penser que CD81 ne jouerait pas de role dans I'endocytose virale.
Cependant il a été récemment démontré que des anticorps anti-CD81 pouvaient inhiber le virus a
une étape ultérieure a l'internalisation (Farquhar et al., 2012). En effet, la fixation d’anticorps ou
de particules virales au CD81, favorise I'endocytose du récepteur par une voie dépendante de la
clathrine et de la dynamine. Ceci suggeére que I'engagement de CD81 avec le HCV peut aboutir a
son endocytose et que le CD81 endosomal aurait également un réle dans linfection virale
(Farquhar et al., 2012). Enfin, la dynamique du récepteur a la surface cellulaire est également
essentielle. Plus précisément, 'engagement du CD81 avec le HCV active des GTPases ainsi que
la voie de signalisation des MAPK (pour mitogen-activated protein kinase) ce qui induit un
remodelage de l'actine permettant un mouvement latéral et une relocalisation des complexes
HCV-E2/CD81/CLDN1.

CLDNT1 est une protéine a quatre domaines transmembranaires impliquée dans la formation
des jonctions serrées. Elle est fortement exprimée dans les hépatocytes et également décrite
dans d’autres tissus épithéliaux. CLDN1 est principalement localisée a la membrane apicale des
hépatocytes mais peut également étre présente aux niveaux des membranes basolatérales
(Evans et al., 2007). L’expression basolatérale de CLDN1 est par ailleurs augmentée lors d’'une
infection par le HCV (Reynolds et al., 2008). La localisation de CLDN1 dans les cellules serait un
facteur déterminant de la permissivité cellulaire au HCV (Yang et al., 2008). En effet dans des
cellules Hela, I'expression ectopique de CLDN1 aboutit & sa localisation dans des vésicules
intracellulaires ne permettant pas linfection par le HCV (Yang et al.,, 2008). En l'absence de
CLDN1, les CLDNG6 et CLDN9 peuvent également permettre I'entrée des HCVpp dans les lignées
cellulaires (Haid et al., 2013; Meertens et al., 2008 ; Zheng et al., 2007 ). Une étude récente a
cependant démontré que l'infection des hépatocytes par le HCV serait indépendante des CLDNG
et CLDN9 (Fofana et al., 2013b).

CLDN1 n’interagit pas directement avec du sE2 ou avec des HCVcc (Evans et al., 2007).
Cependant, des anticorps dirigés contre CLDN1 sont capables d'inhiber I'attachement du sE2 et
des HCVcc a la surface de cellules hépatocytaires (Krieger et al.,, 2010). Récemment une
interaction directe entre CLDN1 et des hétérodiméres E1E2 a pu étre observée (Douam et al.,
2013). Le réle de cette interaction dans I'entrée virale reste a caractériser. CLDN1 forme des
complexes de co-récepteur avec le CD81 a la surface de cellules susceptibles a I'entrée du HCV.
Ces associations CLDN1-CD81 a la membrane cellulaire sont essentielles a I'entrée du HCV
(Harris et al., 2008). En effet, I'utilisation d’anticorps bloquant cette interaction a été démontrée
comme efficace pour empécher I'entrée et I'infection par le HCV (Krieger et al., 2010). Il a été
démontré par Harris et al. que CLDN1 colocalise principalement avec CD81 au niveau de la

membrane basolatérale et peu au niveau des jonctions serrées (Harris et al., 2010). C’est ainsi la
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localisation basolatérale des complexes CLDN1-CD81 qui jouerait un réle dans l'infection par le
HCV. Il a également été démontré que le HCV stimulerait le trafic des récepteurs et notamment
du complexe CD81-CLDN1, afin de promouvoir son endocytose (Farquhar et al., 2012). Les
paramétres de diffusion de ces récepteur seraient ainsi des éléments importants régulant
l'infection par le HCV (Harris et al., 2013).

Occludine (OCLN) est une protéine a quatre domaines transmembranaires exclusivement
exprimée au niveau des jonctions serrées. Elle est exprimée de fagon ubiquitaire dans la plupart
des cellules. OCLN est un facteur important pour I'entrée virale capable d’interagir directement
avec E2 (Benedicto et al., 2008 ; Liu et al., 2009; Ploss et al., 2009 ). Il a été notamment suggéré
gu’'aprés endocytose de la particule virale, OCLN pourrait jouer un réle dans la fusion du virus
avec la membrane de I'endosome (Benedicto et al., 2009). De méme que le CD81, OCLN est un

facteur majeur responsable de la spécificité d’espéce (Ploss et al., 2009).

Le récepteur a tyrosine kinase EGFR a été identifié comme un co-facteur d’entrée et
d’infection du HCV (Lupberger et al., 2011). L'EGFR est une glycoprotéine fortement exprimée
dans le foie pouvant étre activée par de nombreux ligands dont 'EGF. Une fois activée il y a
dimérisation du récepteur et phosphorylation des résidus tyrosine intracelllulaires activant le
domaine kinase. Ces résidus phosphorylés permettent la liaison de 'EGFR a des protéines
intracellulaires et de ce fait, I'activation de voies de signalisation. L'EGFR n’interagit pas
directement avec le virus, mais par I'intermédiaire des voies de signalisation des MAPK (pour
mitogen-activated protein kinase), il régule la formation du complexe CD81-CLDN1 (Diao et al.,
2012; Lupberger et al., 2008 ; Zona et al., 2013 ).

NPC1L1 (pour Niemann-Pick C1-like 1) est une protéine a treize domaines
transmembranaires exprimée a la membrane apicale des entérocytes ainsi qu’au niveau des
canalicules biliaires dans les hépatocytes. NPC1L1 joue un rble dans I'absorption ainsi que dans
I’'homéostasie du cholestérol cellulaire (Betters and Yu, 2010). Récemment il a été démontré que
NPC1L1 est un facteur d’entrée du HCV intervenant a une étape précoce du cycle viral avant la
fusion membranaire (Sainz et al.,, 2012). L’inhibition de la fonction de ce récepteur par des
anticorps ou bien par l'ezetimibe, empéche linfection des hépatocytes par les différents
génotypes du HCV in vitro et retarde I'établissement de l'infection dans les modéles in vivo
(Sainz et al., 2012). Il reste néanmoins a mieux définir la nature exacte des interactions entre le
HCV et NPC1L1.

Ces premiéres étapes du cycle viral sont essentielles a une infection efficace par le HCV.

Cependant, ce processus est extrémement complexe et fait intervenir un nombre important de
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facteurs cellulaires. Cette liste de facteurs utilisés par le HCV ne fait qu’accroitre avec la
découverte récente d'un réle de la glycoprotéine CD63 (Park et al., 2013) ainsi que du récepteur
a la transferrine 1 (TfR1) (Martin and Uprichard, 2013). CD63 est une tétraspanine impliquée
dans I'endocytose dépendante de la clathrine ainsi que dans le trafic des lysosomes. CD63 est
capable d’interagir avec E2 et I'inhibition de son expression cellulaire ou l'utilisation d’anticorps
anti-CD63 diminue I'entrée du HCV dans les hépatocytes. CD63 pourrait ainsi jouer un réle lors
de I'endocytose du HCV (Park et al., 2013). TfR1 joue un réle majeur dans I'absorption du fer par
les cellules, or il a été observé qu’au cours de linfection par le HCV, 'homéostasie du fer est
affectée (Martin and Uprichard, 2013). Martin et al. ont ainsi inhibé ou bloqué I'expression de
TfR1 dans les cellules et ont observé une diminution de I'entrée du HCV. Les auteurs suggeérent

un réle de TfR1 dans l'internalisation du HCV dans les hépatocytes (Martin and Uprichard, 2013).

Aprés interactions avec les différents récepteurs, le virus est endocyté de maniére
dépendante de la clathrine en paralléle avec les complexes CD81-CLDN1 (Blanchard et al.,
2006 ; Codran et al.,, 2006 ; Farquhar et al., 2012; Meertens et al., 2006 ). Cette étape
d’endocytose clathrine dépendante peut notamment étre bloquée par l'arbidol (Blaising et al.,
2013b). Les récepteurs CD81, SR-Bl et CLDN1 interagissent probablement a des étapes
précoces et a des temps étroitement liés au cours de l'entrée du HCV alors quOCLN
interviendrait & des étapes un peu plus tardives (Krieger et al., 2010 ; Sourisseau et al., 2013;
Zeisel et al., 2007b ). Suite a cette internalisation, la fusion a lieu dans les endosomes précoces.
Cette fusion est dépendante d’'un pH bas et implique a la fois les protéines virales ainsi que des
facteurs cellulaires (CD81, CLDN1, OCLN, EGFR et EphA2) (Benedicto et al., 2009; Blanchard et
al., 2006 ; Evans et al., 2007 ; Lupberger et al., 2011 ; Tscherne et al., 2006 ) Les GPs E1 et E2
contiennent plusieurs domaines de fusion potentiels (Drummer et al., 2007 ; Kobayashi et al.,
2006; Lavillette et al., 2006 ; Lavillette et al., 2007 ). Haid et al. ont démontré qu’E2, les lipides
cellulaires ainsi que les lipides de I'enveloppe virale joueraient un réle majeur dans la fusion.
L’utilisation d’anticorps anti-E2 ainsi que de mutants d’E2 peuvent bloquer la fusion virale avec
des liposomes. Cette étude a également montré que les particules virales de faible densité sont
plus efficaces en terme de fusion que les particules de plus haute densité (Haid et al., 2009).
Pécheur et al. ont également confirmé le réle joué par les lipides cellulaires en produisant des
particules HCV appelées eLVP (pour empty LVP). Ces eLVP sont obtenues apres transduction
de cellules de colon Caco-2 avec les GPs E1 et E2 du HCV. Les cellules Caco-2, contrairement
aux cellules Huh7.5, produisent efficacement des VLDL. lls ont observé que les eLVP produites a
partir des Caco-2 présentent des capacités de fusion supérieures a celles produites a partir des
Huh7.5. Cette fusion est également pH et apoB dépendante (Pecheur et al.,, 2010). La fusion
virale dépend donc de certains récepteur, des GPs du HCV ainsi que de l'association virale avec

les lipoprotéines.
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Les autres étapes du cycle viral

Aprés fusion de l'enveloppe virale avec la membrane de I'endosome, la nucléocapside se
dissocie pour libérer 'ARN viral dans le cytoplasme ou va avoir lieu la traduction. La traduction
de 'ARN du HCV est dépendante d’'un IRES situé dans la région 5’UTR. L'IRES comporte des
domaines hautement conservés qui recrutent la sous-unité 40S du ribosome au niveau de 'ARN
viral (Hoffman and Liu, 2011). Aprés traduction et maturation de la polyprotéine, les protéines
structurales et non-structurales se retrouvent associées a des membranes dérivées du RE.

La réplication est une étape importante dans le cycle viral. Un génome ARN négatif va étre
généré et servira de matrice afin de produire d’autres brins ARN positifs. Ces ARNs synthétisés
seront soit a nouveau répliqués et traduits ou bien pourront étre assemblés dans une particule
virale (Bartenschlager et al., 2010). Cette étape de réplication est intimement lié¢e a miR-122.
MiR-122 est un micro-ARN spécifique du foie capable de lier la région 5UTR du HCV et
d’optimiser sa réplication. MiR-122 est I'un des facteurs expliquant le tropisme majeur du HCV
pour les hépatocytes (Da Costa et al., 2012 ; Narbus et al., 2011). MiR-122 pourrait également
étre impliqué dans I'étape de traduction virale (Henke et al., 2008; Wilson et al., 2011 ).

De part la difficulté d’étudier 'assemblage des particules virales, cette étape du cycle du
HCV reste a ce jour basée sur plusieurs hypothéses et plusieurs modéles (Bartenschlager et al.,
2011). Il semblerait que la formation de la nucléocaspide soit initiée directement a la surface des
LDs. L’ARN viral serait ensuite amené a proximité de core par NS5A (également présente autour
des LDs) (Bartenschlager et al., 2011 ; Miyanari et al., 2007) . L’enveloppement du virus aurait
lieu dans des microdomaines riches en lipides des membranes du RE. Cette zone est enrichie en
LDs et représente la zone de synthése des précurseurs des VLDL appelés IuLDs
(Bartenschlager et al., 2011). L’'assemblage du HCV ainsi que sa maturation auraient donc lieu
de maniére parallele a la formation des VLDL (Gastaminza et al., 2008). Il est mal compris
comment les GPs sont amenées aux sites d’assemblage. Néanmoins NS2 pourrait interagir avec
les GPs ainsi que les autres protéines non-structurales afin de les rassembler a proximité des
LDs (Ma et al., 2011). Enfin, I'association du HCV avec les VLDL naissants dans la lumiére du
RE permet au virus d’emprunter la voie de sortie des VLDL, libérant les particules virales

produites (Huang et al., 2007).
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Il. Réle majeur des lipides pour le HCV

La caractérisation des virus circulant chez les patients a démontré que le HCV est présent dans
le sang sous la forme de particules virales associées aux TRLs, formant les LVP. Ceci se traduit
par une importante hétérogénéité des densités virales en fonction des lipoprotéines avec
lesquelles sont associés les virus (Thomssen et al., 1993). L’ultracentrifugation du sérum de
patients infectés par le HCV sur un gradient de densité a montré que 'ARN du HCV est présent
dans les particules de faible et de haute densité (Andre et al., 2002 ; Nielsen et al., 2006). Les
expériences sur le chimpanzé ont cependant montré que seules les particules virales de faible
densité (< 1.09 g/L) provenant d’'un sérum de patient sont infectieuses (Hijikata et al., 1993). Ce
chapitre décrit le métabolisme des lipides afin de comprendre la formation et la composition des

LVP ainsi que d’évaluer I'importance des lipides et des lipoprotéines dans le cycle du HCV.

1. Le métabolisme des lipoprotéines

Le foie est I'organe principal de I'homéostasie des lipides, régulée en grande partie par les
lipoprotéines. Les lipoprotéines contiennent des triglycérides (TG) ainsi que des cholestérols
esters (CE) et sont entourées de phospholipides ainsi que de diverses protéines. Elles sont
sécrétées a partir de lintestin (sous forme de chylomicrons (CM)) et du foie (sous forme de
VLDL) (figure 9A). Les CM et VLDLs vont étre lysés dans la circulation afin de délivrer des acides
gras aux tissus (tels que les muscles squelettiques et les adipocytes) (Lusis and Pajukanta,
2008). Les restes des chylomicrons (appelés couramment remnant) vont étre récupérés par le
foie. Les VLDL vont retourner dans la circulation sous forme d’une lipoprotéine de taille
intermédiaire (IDL pour intermediate density lipoprotein). Une partie des IDL est également
récupérée par le foie et la seconde partie va étre métabolisée afin de donner les LDL riches en
cholestérol. Les LDL sont les principales particules porteuses de cholestérol chez 'homme.
(Lusis and Pajukanta, 2008). Les HDL sont produites par une voie différente et constituent un
réservoir d’apolipoprotéines échangeables. Les apolipoprotéines sont des protéines associées
aux lipides, constitutives des lipoprotéines, avec des fonctions structurales et métaboliques. En
effet, les lipoprotéines peuvent étre caractérisées par les apolipoprotéines présentes a leur
surface (Bassendine et al., 2011). Certaines sont transférables d'une lipoprotéine a une autre,
comme apoE et les apolipoprotéines C (apoC), Al (apoAl) et All (apoAll), alors que d’autres sont
structurales comme les apoB (Bassendine et al., 2011). Les localisations des différentes
apolipoprotéines sont résumées en figure 9B.

ApoE est un ligand majeur des récepteurs hépatiques (ex. LDL-R, HSPG, SR-BI) qui sont
eux-mémes chargés de récupérer les résidus des CM et VLDL riches en TG (Bassendine et al.,
2011). Il existe trois isoformes d’apoE (apoE2, apoE3, apoE4) qui différent par seulement deux

acides aminés. Cependant ces différences ont un effet sur la structure d’apoE, et vont modifier
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son affinité pour le LDL-R. Cette baisse d’affinité affecte les capacités d’absorption des
lipoprotéines par les hépatocytes (Bassendine et al., 2011). ApoB joue un réle majeur dans
'assemblage des VLDL ainsi que dans la structure des VLDL et des LDL. Les multiples voies de
dégradation d’apoB permettent de réguler le nombre de VLDL sécrétés par la cellule (Ginsberg
and Fisher, 2009). ApoAl est l'apolipoprotéine principale des HDL et peut interagir avec le
récepteur cellulaire SR-BIl. ApoAll est associée aux HDL mais peut également étre associée aux
VLDL et réguler leur métabolisme (Bassendine et al.,, 2011). Enfin apoC fait partie des

lipoprotéines échangeables et joue un rdle important dans la régulation de la lipolyse.
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Figure 9. Résumé du métabolisme des lipoprotéines. (A) Les triglycérides sont sécrétés a partir de
l'intestin sous forme CM et du foie sous forme de VLDL. Les CM et VLDL vont étre lysés dans la circulation
afin de délivrer des acides gras aux tissus périphériques. Les restes des chylomicrons (remnant) vont étre
récupérés par le foie par des récepteurs dont le LDL-R et SR-BI. Les TRLs peuvent étre récupérés par le
foie via SDC-1. Une partie des VLDL va étre métabolisée afin de donner les LDL riches en cholestérol. Les
HDL sont produites par une voie différente.CM : chylomicrons. CE : cholestérols esters. HDL : lipides de
haute densité. IDL : lipides de densité intermédiaire. LDL : lipides de faible densité. PL : phospholipides.
SDC-1: syndécan 1. TG : triglycérides. TRLs : lipoprotéines riche en triglycérides. VLDL : lipides de tres

-39-



Introduction — Interaction HCV-cellule héte — Réle majeur des lipides pour le HCV

faible densité. Figure adaptée de (Lusis and Pajukanta, 2008). (B) Distribution des principales
apolipoprotéines dans les différentes lipoprotéines. Ex : apolipoprotéine échangeable ; St : apolipoprotéine
structurale.

2. Les lipo-viro-particules

Une particularité unique du HCV est de circuler dans le sang sous forme de particules virales
associées aux lipoprotéines riches en TRLs, formant les LVP. L’assemblage des virions
s’effectue a proximité des LDs et du RE. L’assemblage ainsi que la libération des particules
virales sont liés a la synthése des VLDL (Bartenschlager et al., 2011; Benga et al., 2010 ). De
maniere simplifiée, une VLDL est produite par fusion d’un précurseur (VLDL2) contenant 'apoB
et formé au niveau du RE rugueux avec un second précurseur (luDL) contenant I'apoE et formé a
proximité des LDs et de RE lisse. Par un mécanisme encore mal connu les GP seraient
transférées du RE a la surface des IuDL et la nucléocapside du HCV insérée dans le core de la
luDL en formation. La fusion des deux précurseurs aboutit a la LVP (Bartenschlager et al., 2011)
(Figure 10).

Nucléocaspide
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Lumiére
duRE

Figure 10. Biogenése des VLDL et des particules virales. Une VLDL est produite par fusion d’'un
précurseur (VLDL2) contenant I'apoB et formé au niveau du RE rugueux avec un second précurseur (luDL)
contenant I'apoE et formé a proximité des LDs et de RE lisse. Par un mécanisme encore mal connu les GP
seraient transférées du RE a la surface des IuDL et la nucléocapside du HCV insérée dans le core de la
luDL en formation. La fusion des deux précurseurs aboutit a la LVP. rER : réticulum endoplasmique
rugueux. SER : réticulum endoplsamique lisse. MTP : protéine de transfert des lipides. (Bartenschlager et
al., 2011)
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Des études de spectrométrie de masse ont montré que la composition lipidique des HCVcc est
proche de celle des VLDL et des LDL (Merz et al., 2011). Les virions peuvent également étre
immunoprécipités avec des anticorps anti-apoE, apoB et apoCl et apoAl suggérant leur présence
a la surface de la LVP (Andre et al., 2002 ; Catanese et al., 2013b; Chang et al., 2007 ; Icard et
al., 2009 ; Merz et al., 2011 ; Meunier et al., 2008a ; Nielsen et al., 2006 ; Thomssen et al.,
1992).

Des études biochimiques réalisées a partir de sérums de patient infectés ont montré que
’ARN du HCV était présent a la fois dans les particules de faible et de haute densité avec un pic
d’ARN autour de 1,05 g/ml. D’importantes variations sont néanmoins observées en fonction des
patients (Andre et al., 2002 ; Gastaminza et al., 2006; Lindenbach et al., 2005 ; Thomssen et al.,
1993 ; Wakita et al.,, 2005 ). Dans des études réalisées a partir de virus produits en culture
cellulaire le pic d’ARN viral est retrouvé dans les gradients de densité autour de 1,14 g/ml. De
maniére intéressante, ces fractions de densité ayant les taux les plus élevés d’ARN présentent
une infectiosité relativement faible. Les virus les plus infectieux seraient plutét retrouvés dans les
fractions autour de 1.09 - 1.10 g/ml ou moins d’ARN est détecté (Lindenbach et al., 2005). Il
existe donc une différence de distribution entre le pic ARN du HCV et son pic d’'infectiosité
(Gastaminza et al., 2006). Les chimpanzés et souris chiméres peuvent étre infectés par des
HCVcc. L’étude des virus provenant de ces animaux infectés montre que le pic de 'ARN viral est
retrouvé majoritairement autour de 1.10 g/ml (Lindenbach et al., 2006). Cette différence de
densité observée entre les virus produits in vitro et in vivo peut étre expliquée par le fait que les
cellules Huh7 sécrétent des particules de taille plus proche des LDL que des VLDL (Meex et al.,
2011). Le type de cellules productrices utilisé a donc un impact sur les propriétés des LVP
produites. Jammart et al. ont cependant observé que des virus produits a partir de cellules
sécrétant de grandes quantités de VLDL ne sont pas plus associés aux TRL que ceux produits a
partir de cellules Huh7 normales (Jammart et al., 2013). Ces résultats suggérent que la capacité

de cellules a produire des VLDL n’est pas corrélée a la production de LVP (Jammart et al., 2013).

3. Role des lipides et des lipoprotéines dans le cycle viral

De trés nombreuses données démontrent I'utilisation du métabolisme lipidique hépatocytaire par
le HCV. En effet, en plus d’étre associé physiquement aux lipoprotéines, le HCV requiert
également les lipides intracellulaires a plusieurs étapes de son cycle viral. Les apolipoprotéines
telles qu’apoE, apoB, apoCl et apoAl jouent un réle important aux étapes d’entrée, d’'assemblage
et de libération des particules virales. ApoE joue probablement de multiples rbles dans le cycle
viral ; de I'étape d’entrée a I'assemblage des particules virales (Chang et al., 2007). En effet
apoE participe a I'attachement de la LVP a la surface cellulaire en interagissant avec différents

récepteurs comme le LDL-R, les syndécans et SR-BI (Dao Thi et al., 2012; Jiang et al., 2012 ;
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Owen et al., 2009 ; Shi et al., 2013 ). L’analyse du contenu en lipoprotéines des HCVcc a montré
que chaque particule virale présenterait un nombre important de molécules d’apoE a sa surface
(Catanese et al., 2013b). Ce nombre est probablement largement supérieur aux 5 a 7 molécules
d’apoE estimées a la surface des VLDL, suggérant un enrichissement majeur en apoE des
particules virales (Tomiyasu et al., 2001). ApoE peut également interagir avec NS5A au cours de
l'infection par le HCV (Benga et al., 2010; Cun et al., 2010 ). De part le réle joué par NS5A dans
le recrutement du complexe de réplication aux LDs, apoE en interaction avec NS5A aurait ainsi
une fonction dans I'assemblage des particules virales (Benga et al., 2010).

Le réle exact d’apoB dans le cycle du HCV reste a déterminer. ApoB jouerait un réle dans la
production virale (Gastaminza et al., 2008). Les travaux de Nahmias et al. décrivent une inhibition
de 70% de la sécrétion de HCV lors d’une diminution de I'expression d’apoB (Nahmias et al.,
2008).

ApoCl est une apolipoprotéine notamment associée aux HDL. Dreux et al. ont démontré
gu’'apoCl serait recrutée par les GPs du HCV et augmenterait les capacités de fusion du virus
avec I'endosome (Dreux et al., 2006). Un réle d’apoCl plus tardif dans le cycle du HCV est
également envisageable de part ses hautes affinités pour les surfaces lipidiques (Meunier et al.,
2008a).

Un rbéle d’apoAl dans le cycle du HCV a également été décrit. En effet, I'inhibition de
I'expression d’apoAl affecte la réplication ainsi que la production de particules virales (Mancone
et al., 2011). Plusieurs études ont démontré que les HDL, ligands naturels de SR-BI, peuvent
augmenter I'entrée de HCVpp et HCVcc dans les cellules (Bartosch et al., 2005 ; Dreux et al.,
2006; Voisset et al., 2005). Cette potentialisation de I'entrée du virus nécessite la présence
d’apoAl et apoAll, la fonction de transfert du cholestérol de SR-BI ainsi que la région HVR1 de
E2. Des interactions complexes entre E2, SR-BI et les HDL sont probablement mises en place au
cours de linfection et jouent un role majeur dans l'entrée virale. De plus ces interactions
participent également a I'échappement viral aux anticorps en dissimulant des épitopes viraux
(Bartosch et al., 2005 ; Dreux et al., 2006).

De maniére plus générale, le role des apolipoprotéines dans le cycle du HCV est intimement

lié au fait que le virus utilise les voies d’assemblage et d’export des VLDL.

Le HCV utilise également plusieurs récepteurs impliqués dans le métabolisme du
cholestérol : le récepteur SR-BI (dont la fonction essentielle est le transfert bidirectionnel du
cholestérol), le récepteur NPC1L1 (dont la fonction est de réabsorber les cholestérols non
estérifiés sécrétés dans la bile) et enfin le LDL-R. Le contenu en cholestérol des virions ainsi que
de la membrane cellulaire constitue un paramétre important pour le HCV (Aizaki et al., 2008). En
effet une déplétion du cholestérol cellulaire induit une inhibition de l'infection virale (Kapadia et

al., 2007). A la surface cellulaire, on retrouve des microdomaines enrichis en cholestérol ou I'on
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retrouve notamment le récepteur CD81. La perturbation de ces microdomaines influence I'entrée
virale en affectant la localisation et la dynamique du CD81 (Kapadia et al., 2007). Ceci suggeére
que certains lipides sont essentiels a I'entrée virale. Le cholestérol entrant dans la composition
de la LVP elle-méme, est également important a la fois pour I'infectiosité et la réplication virale
(Aizaki et al., 2004 ; Aizaki et al., 2008 ; Sainz et al., 2012).
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lll. HCV et réponses immunitaires : I’échappement du HCV

Le HCV posséde d’'importantes capacités d’adaptation lui permettant d’échapper efficacement
aux réponses immunitaires et de persister chez son héte. Les 20% de patients qui parviennent a
éliminer de maniére spontanée le virus, montrent cependant que le développement d'une
réponse immunitaire efficace peut maitriser I'infection virale (Barth et al., 2011; Pestka et al.,
2007 ; Thimme et al., 2001 ). Ces dix derniéres années, de nombreuses études ont été menées
afin de mieux comprendre les facteurs immunologiques qui conduisent soit a I’élimination soit a la
persistance du HCV (Feinstone et al., 2012 ; Halliday et al., 2011; Thimme et al., 2012 ).

1. Immunité innée et échappement viral

Aprés infection par le HCV, une réponse immunitaire précoce est mise en place. Des éléments
de la particule virale notamment ’ARN viral, sont reconnus par les récepteurs appelés PRR pour
pattern recognition receptor. Des interférons de type | (IFN-a and -B) sont alors produits par les
hépatocytes infectés et les cellules dendritiques (DC pour dendritic cell) immatures. Ces IFNs
limitent la réplication du HCV dans les cellules et empéchent l'infection des cellules voisines non-
infectées (Gale and Foy, 2005). Les DC récupérent également des éléments viraux a partir de
cellules infectées ou mortes et aprés migration dans les ganglions lymphatiques permettent
d’amorcer I'immunité adaptative. La production de grandes quantités de cytokines au site de
l'infection par les DC contribue a activer plus fortement les réponses immunitaires innées
(Lambotin et al., 2010). Les IFN de type | et les cytokines pro-inflammatoires permettent de
stimuler les cellules natural killer (NK) (Lambotin et al., 2010). Les NK reconnaissent et détruisent
les cellules infectées, et libérent également des cytokines pro-inflammatoires. La régulation des
NK dépend de nombreux récepteurs inhibiteurs ou stimulateurs présents a la surface cellulaire.
Ces récepteurs répondent a diverses molécules telles que les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de type | (MHC-I), les ligands induits par le stress cellulaire et des éléments
du non-soi reconnus par les récepteurs Toll-like (TLR pour toll-like receptor) (Vivier et al., 2008).
Les cellules NK sont activées aux phases aigties et chroniques de l'infection par le HCV (Cheent
and Khakoo, 2011).

Le HCV développe des stratégies multiples afin d’éviter d’étre reconnu et détruit par les
réponses immunitaires innées (Gale and Foy, 2005 ; Rehermann, 2009 ; Thimme et al., 2012).
Les protéines du HCV peuvent a la fois diminuer les capacités de détection virale afin de réduire
linduction des IFN de type | et interférer dans la signalisation dépendante des IFN de type |
(Rehermann, 2009). Le complexe NS3-4A inactive la protéine MAVS (pour mitochondrial antiviral
signalling protein) qui est un adaptateur entre 'ARN viral et le PRR RIG-I. Ceci empéche la

reconnaissance de I'’ARN viral par le PRR et l'initiation d’'une réponse antivirale (Meylan et al.,
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2005). NS4B interfére également dans la production d’IFN liée a RIG-I (Nitta et al., 2013). Enfin,
la protéine core peut se lier a STAT1, ce qui bloque sa phosphorylation et son
hétérodimerisation. Cette action empéche la transcription de génes stimulés par I'lFN (Lin et al.,
2005). Les fonctions des DC sont également modifiées lors de l'infection par le HCV. Ces
altérations modifient le profil des cytokines avec une faible production des cytokines pro-
inflammatoires IL-12 et IFN-a et une augmentation de la production de I'lL-10. L’altération des
DC réduit également leur capacité a stimuler I'activation et la prolifération des lymphocytes T
(Lambotin et al., 2010). De plus, les DC pourrait favoriser le transport du HCV et contribuer a sa
dissémination (Lambotin et al., 2010). Enfin, bien que des réponses des NK soient observées
lors d’'une infection chronique, la fréquence, le phénotype et la fonction des cellules NK sont
modifiées par le HCV (Cheent and Khakoo, 2011). Le virus oriente le profil de cytokine des NK
vers un environnement plus permissif et tolérant a la persistance du HCV (Cheent and Khakoo,
2011). La protéine core peut notamment sur-exprimer I'expression des molécules du MHC-I et du
HLA-E (ligand d’'un des récepteurs inhibiteurs des NK) afin de favoriser les signaux inhibiteurs
aux NK. Au final, ces capacités du HCV a interférer avec le systtme immunitaire inné ont

également pour conséquence de retarder I'induction des réponses immunitaires adaptatives.

2. Immunité adaptative et échappement viral

L’élimination de [linfection virale nécessite le développement de réponses immunitaires

spécifiques impliquant a la fois I'immunité cellulaire et humorale.

i.  L’immunité cellulaire

Réle de I'immunité cellulaire dans le contréle de l'infection par le HCV

Les lymphocytes T jouent un réle majeur dans le développement d’'une immunité HCV spécifique
efficace (Rehermann, 2009). lls sont détectables dans les 5 a 9 semaines suivant l'infection
(Thimme et al., 2002). Au cours de la phase aigué de l'infection, I'élimination spontanée du virus
est associée a une prolifération vigoureuse des cellules T CD4+ HCV spécifiques avec une
production d’IL-2 et d'IFNy. A l'inverse, une réponse CD4+ faible et peu spécifique est observée
chez les patients développant une hépatite chronique (Gerlach et al., 1999 ; Kaplan et al., 2007;
Urbani et al., 2006 ). Cette réponse CD4+ nécessite a la fois d’étre forte au moment de I'infection,
mais également d’étre maintenue dans le temps pour un contréle a long terme de l'infection
(Gerlach et al., 1999).

Plusieurs études décrivent un réle majeur des cellules T CD8+ dans l'infection du HCV. Une
corrélation est observée entre I'apparition de réponses spécifiques CD8+ et I'élimination virale
(Cooper et al., 1999 ; Thimme et al., 2001). A l'inverse la déplétion des CD8+ chez le chimpanzé
méne a une persistance du HCV (Shoukry et al., 2003). Les effets anti-HCV des CD8+ sont
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principalement attribués a la production d’IFNy et peu a la cytolyse (Jo et al., 2009). Au cours de
'infection chronique, des cellules CD8+ HCV spécifiques produisent de I'lL-17 et ciblent des
épitopes différents des cellules productrices d’IFNy. Elles auraient un rdle protecteur dans

l'infection chronique par le HCV (Grafmueller et al., 2012).

Stratégies d’échappement viral aux réponses cellulaires

Bien que 'immunité adaptative participe au contréle du HCV, la majorité des patients ne parvient
pas a éliminer le virus et développe une hépatite chronique. L’échappement viral aux réponses
cellulaires est basé a la fois sur des facteurs spécifiques du virus et de ’hote (Rehermann, 2009).
La variabilité importante du virus lui permet d’échapper continuellement aux réponses cellulaires
T CD8+. Plusieurs études suggérent également que les cellules HCV-spécifiques CD8+
présentent des défauts de fonctionnement aboutissant a des capacités réduites de prolifération et
de sécrétion de cytokines (Thimme et al., 2012). Ceci serait a la fois la conséquence d’une aide
insuffisante des lymphocytes CD4+, de I'action de cellules T régulatrices ou encore de cytokines
immunosupressives (Thimme et al., 2012). En effet, le développement d’'une réponse cellulaire
CD4+ HCV spécifique est importante pour la génération et le maintient d’'une réponse cellulaire
CD8+ efficace (Rehermann, 2009). De plus, la présence chez les patients chroniquement
infectés de cellules T CD8+ produisant de I'lL-10 ainsi que de cellules T régulatrices CD4+ et
CD25+ orienterait vers une suppression des réponses cellulaires HCV spécifiques (Thimme et
al., 2012).

ii.  L’immunité humorale

Réle de I'immunité humorale dans le contréle de l'infection par le HCV

Les réponses immunitaires humorales ont été longtemps considérées comme jouant un réle
mineur dans l'infection par le HCV. Cependant, 'amélioration des modeéles d’études (notamment
grace au modéle HCVpp), a permis de démontrer que les nAbs contribuent a la fois a
I'élimination virale lors d’une primo-infection ainsi qu’a la protection au cours de la réinfection
(Fafi-Kremer et al., 2012; Farci et al.,, 1994 ; Feray et al.,, 1998 ). L'étude de la cinétique des
réponses humorales au cours de la phase aigué de l'infection par le HCV, montre une corrélation
entre la présence de nAbs et une diminution de la virémie (Lavillette et al., 2005). Ces résultats
ont été confirmés par une autre étude réalisée a partir d’'une cohorte de femmes contaminées
avec une méme souche du HCV (Pestka et al., 2007). Il a pu étre démontré que I'élimination
virale est associée a la présence de nAbs durant la phase aigué de l'infection. La quantité
d’anticorps circulant ainsi que leur efficacité diminuent ensuite dans le temps. A l'inverse chez les
patients progressant vers une hépatite chronique, peu de nAbs sont détectés durant la phase

aigué de linfection mais ce titre augmente par la suite au cours de la chronicité (Pestka et al.,
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2007). Ainsi une production rapide et forte de nAbs contribue au contrdle de l'infection au cours
de la phase aigué et facilite I'élimination virale (Pestka et al., 2007 ; Raghuraman et al., 2012).

En plus de leur réle dans I'élimination virale spontanée, les nAbs jouent également un role
dans la protection contre la réinfection. L’étude d’individus utilisant des drogues injectées par
voie intraveineuse a montré qu’un pourcentage élevé de personnes ayant éliminées de maniére
spontanée le virus une premiére fois, était capable d’éliminer le virus une seconde fois lors d’'une
réexposition au HCV (Osburn et al., 2010). Un taux supérieur d’anticorps a activité neutralisante
croisée (cross-nAbs) a été détecté chez ces personnes comparé au taux détecté chez les
patients développant une hépatite chronique. La protection contre la réinfection est donc
associée a une production importante de cross-nAbs capables de réduire voire de completement

controler la viremie (Barth et al., 2011; Osburn et al., 2010 ).

L’entrée virale : la cible majeure des anticorps neutralisants
L’entrée virale constitue une cible de choix pour les nAbs (Barth et al., 2006a; Zeisel et al.,
2007a). Plusieurs stratégies sont possibles pour éviter que le HCV entre dans la cellule et se
dissémine. Les nAbs peuvent : i) interférer dans I'attachement viral a la cellule cible, i) empécher
les interactions du virus avec les facteurs d’entrée, iii) bloquer I'endocytose virale et jiii) cibler les
épitopes nécessaires a la fusion (Fafi-Kremer et al., 2008 ; Zeisel et al., 2007a).

Les GPs E1-E2 du HCV sont les cibles principales des nAbs. Il existe peu de données sur la
GP E1 qui semble étre moins immunogéne que E2 (Fournillier et al., 2001 ; Meunier et al.,
2008b). De nombreux épitopes ciblés par des nAbs ont été mis en évidence au niveau de la GP
E2, en particulier au niveau des HVR et des domaines de liaison au facteur cellulaire CD81
(Fauvelle et al.,, 2011). Plus particuliérement, la région HVR1 contient un épitope
immunodominant qui peut varier de plus de 80 % entre les génotypes du HCV et méme parmi les
sous-types d’'un méme génotype (Fauvelle et al.,, 2011). Les nAbs ciblant HVR1 sont ainsi
spécifiques d’un isolat et ne possédent pas d’activité neutralisante croisée (Fauvelle et al., 2011;
Vieyres et al.,, 2011 ). De nombreux autres épitopes sont situés au niveau ou a proximité des
domaines de liaison au CD81 (Keck et al., 2008; Keck et al., 2004 ; Law et al., 2008 ; Triyatni et
al., 2002 ). De par leur fonction d’interaction avec le CD81, ils sont relativement conservés et des
nAbs dirigés contre ces épitopes sont plus susceptibles de présenter des capacités de

neutralisation croisée (Fauvelle et al., 2011).

Stratégies d’échappement viral aux réponses humorales

Bien que le HCV soit capable d’induire des réponses immunitaires humorales protectrices, la
majorité des patients développent une hépatite chronique. Le fait que le HCV circule chez les
patients sous la forme d'une quasi-espéce, en évolution constante et rapide est un point

essentiel. La présence simultanée de nombreux variants permet une sélection rapide des
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mutants les plus adaptés a I'environnement de I'hbte et permet une persistance malgré la
présence des nAbs (Fafi-Kremer et al., 2012). Une élimination du HCV a pu étre corrélée a une
population virale plus lente a s’adapter alors qu’une évolution rapide de la quasi-espéce est
généralement associée a une chronicité (Farci et al., 2000). Par des mutations au niveau des
GPs et notamment au niveau d’HVR1, le virus parvient a échapper a la réponse humorale. La
rapidité et la fréquence des mutations sont telles, que la réponse humorale de I'héte est souvent
incapable de s’adapter au changement de la quasi-espéce virale, d’'ou la persistance du HCV
(Fafi-Kremer et al., 2012 ; von Hahn et al., 2007).

Le virus utilise d’autres stratégies lui permettant d’échapper au nAbs. De part sa grande
variabilité génétique le HCV est capable de s’adapter parfaitement a I'environnement de son hbte
(Anjum et al., 2013; Fafi-Kremer et al., 2012 ; Falkowska et al., 2007 ; Helle et al., 2010 ; Pantua
et al., 2013 ). Plus particulierement, la région HVR1 de E2 joue un rdle important dans la
protection du HCV contre les réponses immunitaires humorales. En effet, la délétion de HVR1
augmente significativement la sensibilité des virus a la neutralisation par des anticorps
monoclonaux ou par des sérums de patients (Bartosch et al., 2005 ; Vieyres et al., 2011). Ceci
suggére que HVR1 pourrait masquer certains épitopes et sites de liaisons de E2 a CD81, afin
d’empécher la reconnaissance de résidus conservés par les nAbs (Bankwitz et al., 2010). Il a
également été démontré que les N-glycosylations de E2 sont importantes (Helle et al., 2010).
Ces glycosylations permettraient de protéger certains épitopes de E2 contre la reconnaissance
par les nAbs (Helle et al., 2010).

Les capacités de transmission du HCV de cellule a cellule sont également décrites comme
un mécanisme d’échappement viral (Brimacombe et al., 2011; Timpe et al., 2008 ). Ce mode de
transmission apparait comme plus rapide que la transmission de virus libre (Liu and He, 2013).
Certains récepteurs et facteurs d’entrée du HCV, notamment OCLN, CLDN1, SR-BIl et EGFR,
joueraient un réle important dans ce mode de transmission (Brimacombe et al., 2011 ; Catanese
et al.,, 2013a; Liu and He, 2013 ; Lupberger et al., 2008; Zahid et al., 2012 ). Le role du CD81 a
été plus controversé (Brimacombe et al., 2011; Timpe et al., 2008 ; Witteveldt et al., 2009 ) mais
I'efficacité d’anticorps anti-CD81 a bloquer la transmission de cellule a cellule est en faveur de
son implication dans ce mécanisme (Brimacombe et al., 2011; Fofana et al., 2013a).
Récemment, Tarr et al. ont également généré des anticorps a domaine unique (dénués de
chaines légéres) chez I'alpaca (Tarr et al., 2013). Ces anticorps peuvent interférer efficacement
avec la transmission du HCV de cellule a cellule (Tarr et al., 2013). La transmission du HCV de
cellule a cellule reste cependant un moyen pour le virus de limiter in vivo sa présence dans le
milieu extracellulaire, lieu propice a la neutralisation par les nAbs (Timpe et al., 2008).

Le HCV peut également infecter directement les lymphocytes B et induire des
hypermutations des chaines lourdes des immunoglobulines. Ces mutations diminuent I'affinité et

la spécificité des anticorps produits (Machida et al., 2008). De plus, les lymphocytes B pourraient
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jouer un réle de transporteurs afin de transmettre le HCV aux hépatocytes (Stamataki et al.,
2009). Au cours de linfection par le HCV un taux important de LVP défectives a été mis en
évidence chez plusieurs patients infectés par le HCV. Ces LVP défectueuses sont caractérisées
par 'absence de nucléocapside. Ces particules pourraient participer a I'échappement viral en
servant de leurre aux réponses immunitaires humorales (Scholtes et al., 2012).

Enfin, I'association virale avec les lipoprotéines pourrait également protéger le virus en
masquant les épitopes viraux ainsi qu’en facilitant I'entrée virale limitant ainsi I'exposition aux
nAbs (Bartosch et al., 2005 ; Fafi-Kremer et al., 2012). Le rOle réel des lipoprotéines dans

I'échappement du HCV est peu connu et constitue une part importante de ce travail de thése.

Impact de I'échappement viral au cours de la transplantation hépatique

L’échappement viral aux nAbs ne joue pas seulement un rdle dans la persistance virale au cours
de l'infection chronique par le HCV mais également dans l'infection du greffon au cours de la TH
(Fafi-Kremer et al., 2010). Malgré la présence d’anticorps, la réinfection du greffon a lieu dans les
quelques heures suivant la transplantation. Parmi les variants viraux présents avant la TH, seule
une fraction de variants est sélectionnée et va persister aprés la TH (Fafi-Kremer et al., 2010;
Schvoerer et al., 2007 ). Ces variants, contrairement aux variants non-sélectionnés aprés TH,
sont caractérisés par une entrée plus efficace dans les hépatocytes ainsi que des capacités
élevées d’échappement aux nAbs (Fafi-Kremer et al., 2010). Ceci suggére qu’une entrée efficace
dans les hépatocytes et la capacité d’échappement aux nAbs sont des éléments clés de la
réinfection du greffon hépatique. La compréhension de ces mécanismes est nécessaire pour le
développement de méthodes de prévention de la réinfection du greffon hépatique et constitue un

des objectifs de ce travail de thése.
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| Contexte et objectifs de la thése

La cirrhose et le carcinome hépatocellulaire liés au HCV sont des indications majeures de TH.
Malheureusement, la réinfection du greffon par le HCV est systématique et évolue rapidement
vers une cirrhose chez une proportion importante de patients. A I’heure actuelle, il n'y a pas de
moyens de prévention de la réinfection du greffon par le HCV. Les mécanismes par lesquels le

virus échappe au systéme immunitaire afin de réinfecter le greffon sont mal connus.

L’unité mixte de recherche 1110 (monoéquipe) dirigée par le Pr Thomas Baumert étudie la
pathogénie de l'infection par le HCV et se concentre sur I'analyse moléculaire des interactions
entre le HCV et sa cellule cible. Le laboratoire du Pr Thomas Baumert utilise le contexte de la
réinfection du greffon aprés TH comme un modéle unique d’étude des étapes précoces de
l'infection par le HCV in vivo. Une étude réalisée sur six patients a démontré qu’au cours de la
TH seule une fraction des variants viraux est sélectionnée et va réinfecter le greffon alors que les
autres variants, appelés variants non-sélectionnés, ne sont pas détectés aprés TH. Chez le
patient 1, le variant L appelé VL est le seul variant sélectionné aprés TH (Figure 11A) et présente
une infectiosité supérieure a tous les autres variants pré-TH (ex : le variant C (VC) et le variant A
(VA)) (Figure 11B). Le VL est également capable d’échapper aux nAbs présents dans le sérum
autologue contrairement aux variants non-sélectionnés (Figure 11C). Ces travaux ont également
permis de constituer une banque de variants viraux trés bien caractérisés et représentant un outil
unique pour étudier I'entrée virale et évaluer la neutralisation médiée par les anticorps.

A

AvantTH Aprés TH

Entrée HCVpp
(log RLU)
w A O o N

Titre de neutralisation
(1/dilution)

+ +
Ctrl Sérum autologue

Figure 11. Caractéristiques des variants sélectionnés et non-sélectionnés aprés TH chez un patient.
(A) Diagramme représentant la diversité virale des variants présents avant et aprés TH chez un patient. On
note l'importante diminution de la diversité virale aprés TH avec la seule sélection du variant VL. (B)
Infectiosité des différents variants. L’infectiosité des HCVpp portant les GPs des différents variants a été
déterminée par détection de la luciférase dans les cellules Huh7.5.1 infectées. (C) Neutralisation des
variants par le sérum autologue du patient. Les HCVpp portant les GPs des différents variants ont été
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incubées avec différentes dilutions du sérum autologue. Le titre de neutralisation refléte I'efficacité du
sérum a neutraliser les virus. TH, liver transplantation, GPs, glycoprotéines (Fafi-Kremer et al., 2010)

L’objectif de ma thése d’université a été d’étudier les mécanismes moléculaires
impliqués dans I'efficacité d’entrée du HCV dans la cellule héte et son échappement aux
anticorps neutralisants in vivo. Nous avons abordé ce projet de recherche selon deux

axes principaux.

Dans la premiére partie de ma thése nous avons caractérisé le réle des interactions entre le
HCV et les récepteurs cellulaires, dans l'entrée virale et I'échappement aux anticorps
neutralisants (publication n°1: Fofana I*, Fafi-Kremer S*, Carolla P*, Fauvelle C, Zahid MN,
Turek M, Heydmann L, Cury K, Hayer J, Combet C, Cosset FL, Pietschmann T, Hiet MS,
Bartenschlager R, Habersetzer F, Doffoél M, Keck ZY, Foung SK, Zeisel MB, Stoll-Keller F,
Baumert TF. Gastroenterology. 2012 Jul ; 143(1):223-233. (*contribution équivalente)).

Une particularité unique du HCV est de circuler dans le sang sous forme de particules virales
associées aux TRLs. La nature de I'association entre les lipoprotéines et le HCV ainsi que les
mécanismes par lesquels cette association augmente l'infectiosité du HCV et son impact sur la

physiopathologie de l'infection ne sont pas connus a ce jour.

La deuxiéme partie de ma thése a ainsi consist¢é en une analyse fonctionnelle des
lipoparticules virales, basée sur I'hypothése que le HCV pourrait bénéficier de son association
avec les lipoprotéines pour masquer ses épitopes et échapper aux anticorps neutralisants.
(Publication n°2 : Felmlee DJ*, Fauvelle C*, Lefévre M, Heydmann L, Hiet MS, Bartenschlager
R, Fofana |, Habersetzer F, Milne R, Patel AH, Vercauteren K, Meuleman P, Zeisel MB, Schuster
C, Fafi-Kremer S#, Baumert TF#. PNAS. 2013. Soumis. (*, # contribution équivalente)).

Ces travaux de thése ont pour but de mieux caractériser les particules HCV et leur
interactions avec les facteurs d’héte afin d’identifier plus précisément les probléemes que pourra
rencontrer la conception d’un vaccin prophylactique. De plus ces études permettront également
d’identifier de nouveaux épitopes immunogénes conservés susceptibles d'étre une cible

vaccinale efficace.
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| Résultats et discussion

Partie 1: Des mutations de [I’enveloppe virale permettent de moduler
simultanément I'utilisation du récepteur cellulaire CD81 et la

neutralisation par les anticorps.

Publication n°1 : Mutations that alter use of hepatitis C virus cell entry factors mediate
escape from neutralizing antibodies (Annexe 1).

Fofana I*, Fafi-Kremer S*, Carolla P*, Fauvelle C, Zahid MN, Turek M, Heydmann L, Cury K,
Hayer J, Combet C, Cosset FL, Pietschmann T, Hiet MS, Bartenschlager R, Habersetzer F,
Doffoél M, Keck ZY, Foung SK, Zeisel MB, Stoll-Keller F, Baumert TF. (*contribution
équivalente). Gastroenterology. 2012 Jul ; 143(1):223-233.

Contexte et objectifs: La prévention de I'infection par le HCV ainsi que le développement d’un

vaccin sont grandement limités par les capacités d’échappement du HCV. L’entrée du HCV dans
les hépatocytes est la premiére étape du cycle viral et nécessite un grand nombre de facteurs de
I'héte. Cette étape est une cible majeure des réponses immunitaires humorales. Bien que le role
des différents récepteurs cellulaires soit bien caractérisé, leur implication dans I'échappement
viral est mal comprise. Nous avons utilisé I'infection aigué du greffon hépatique comme modeéle
d’étude des mécanismes moléculaires de I'échappement viral. Méthodes : Afin d’étudier les
facteurs qui contribuent a I'échappement du HCV aux réponses immunitaires de I'héte, nous
avons geénéré des pseudoparticules et des virus recombinants infectieux HCV portant les GPs de
variants identifiés chez un patient avant et aprés TH. Des lignées hépatocytaires exprimant de
maniere plus ou moins forte les différents facteurs d’entrée du HCV ont été infectées. Des tests
de neutralisation ont été effectuées avec du sérum autologue du patient ainsi que des sérums
d’'une cohorte de patients chroniquement infectés par le HCV. Résultats : Nous avons identifié
que le HCV module son utilisation des facteurs d’entrée cellulaires afin d’échapper aux réponses
immunitaires de I'hdte. Plus précisément, des mutations qui modifient l'utilisation du récepteur
CD81 permettent notamment au HCV d’échapper aux nAbs. L'utilisation d’un large panel d’Abs
provenant de patients chroniquement infectés par le HCV démontre que ce mécanisme est
valable dans le contexte de l'infection chronique en général. Conclusions : Nous avons identifié
des mutations au niveau de la GP E2, qui permettent au virus non seulement d’échapper aux
nAbs mais également d'utiliser différemment les récepteurs cellulaires tel que le CD81. Cette
évolution doublement favorable permet au HCV d’optimiser les premiéeres étapes de I'infection et
de favoriser sa persistance. Ces résultats permettent une meilleure compréhension de l'infection

par le HCV et sont utiles dans I'élaboration de nouvelles stratégies antivirales et vaccinales.
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l. Reésultats

La premiére partie de mon travail de thése est en continuité avec I'étude réalisée par Fafi-
Kremer et al. et publiée en 2010 dans le Journal of Experimental Medicine (Fafi-Kremer et al.,
2010). L’objectif de notre étude a été de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués
dans l'efficacité d’entrée et I'échappement viral des variants réinfectant le foie aprés TH. Pour

cela, nous avons utilisé les variants VL, VC et VA du patient 1 (P1) (Fafi-Kremer et al., 2010).

Les résidus F447, S458 et R478 de E2 conferent une infectiosité élevée au VL

Fafi-Kremer et al ont mis en évidence le rble de la région 425-483 de E2 dans le phénotype
d’entrée du VL (Fafi-Kremer et al., 2010). L’alignement des séquences en acides aminés du VL
et des variants non-sélectionnés VC et VA a montré plusieurs résidus différents entre eux (Figure
12A). L’étude détaillée par mutagenése dirigée du role de chacun de ces acides aminés, a
permis d’identifier que les résidus F447, S458 et R478 étaient responsables de I'entrée efficace
du VL. En effet alors que le VC présente une infectiosité de 5% par rapport a celle du VL,
l'introduction combinée des résidus S458 et R478 du VL dans le VC (VCVLyss+478) restaure son
infectiosité (Figure 12B). A l'inverse I'introduction des résidus G458 et C478 du VC dans le VL
(VLVCyss+478) affecte largement ses capacités d’entrée dans les cellules. De plus, sur le VA, un
autre variant non-sélectionné, nous avons démontré que le résidu 447 joue également un réle
majeur dans l'infectiosité du variant sélectionné VL (Figure 12B). Alors que le VA est environ trois
fois moins infectieux que le VL, l'introduction du résidu F447 (VAVL447) restaure complétement

son infectiosité au niveau de celle du VL parental, et inversement.
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Figure 12. Les résidus 447, 458 et 478 conférent I'efficacité d’entrée du variant VL. (A) Organisation
génomique et mutations de la GP E2 du variant sélectionné VL et des variants non-sélectionnés VC et VA.
Les régions HVR1 et HVR2 sont représentées en vert, les domaines de E2 en rouge (DI), jaune (DIl) et
violet (DIIl). Les domaines de liaison au CD81 sont représentés par des barres bleues. (B) Entrée virale
des différentes HCVpp parentales et chimeéres dans les cellules Huh7.5.1. L'infection est déterminée par
analyse de l'expression de géne de la luciférase. Les résultats sont exprimés en tant que % d’entrée
comparé au VL. La moyenne et les écarts-types de 4 expériences réalisées en triplicats sont représentés.
*p<.05, ** p<.001. aa, acide aminé, BD, domaine de liaison, HVR, région hypervariable, ns, non-significatif.

Une utilisation différentielle du récepteur CD81 explique l'entrée virale élevée du variant
VL

Le modele structural de la GP E2 décrit par Krey et al. montre que les résidus F447, S458 et
R478 sont situés a proximité étroite des sites de liaison au récepteur CD81 (Krey et al., 2010).
Nous avons donc étudié si ces mutations pouvaient modifier I'utilisation du récepteur CD81. Pour
cela nous avons produit des cellules Huh7.5 surexprimant le récepteur CD81 et testé I'entrée des
HCVpp parentales et chiméres dans ces cellules. Nous avons observé que la surexpression de
CD81 augmente I'entrée du VL et du VC dans ces cellules. L’entrée du VL dans ces cellules est
cependant augmentée de fagcon plus importante que le VC (3,2 fois vs 2 fois) (Figure 13A).
L’introduction des résidus S458 et R478 du VL dans le VC (VCVLysgsa7s) permet au variant
chimére d’augmenter son utilisation du récepteur CD81 alors qu’a linverse l'introduction des
résidus G458 et C478 du VC dans le VL (VLVCysg.a7s) la diminue (Figure 13A). Ces résultats
suggérent que la combinaison de ces deux mutations affecte I'entrée virale en modulant la
dépendance au récepteur CD81. Afin de déterminer si cette observation est spécifique du
récepteur CD81 ou bien si ces résidus peuvent également moduler 'usage d’autres récepteurs
du HCV, nous avons produit des cellules Huh7.5 surexprimant les récepteurs SR-Bl, CLDN et
OCLN. La surexpression de SR-Bl augmente également I'entrée virale de VL et VC. Cependant
cette augmentation n’est pas liée aux résidus 458 et 478 mais implique probablement d’autres
résidus (Figure 13A). La surexpression de CLDN1 ou OCLN ne modifie pas de maniére

significative I'entrée des variants VL et de VC (Figure 13A).
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Afin de confirmer l'importance de l'utilisation du CD81 par le VL ainsi que l'implication des
résidus F447, S458 et R478, nous avons utilisé des cellules dans lesquelles I'expression de
CD81 a été diminuée par l'introduction d’'un shARN dirigé contre le CD81. Dans ces cellules le
VL présente une plus forte diminution d’entrée en comparaison des variants VC et VA (5,4 fois vs
4,3 et 2,9 fois respectivement) (Figure 13B). L'introduction du résidu F447 du VL dans le VA
(VAVL447) ainsi que les résidus S458 et R478 du VL dans le VC (VCVL4ss.478) confére aux HCVpp
chiméres le phénotype d’entrée du VL dans ces cellules (Figure 13B). Afin de déterminer si les
mutations des résidus 447, 458 et 478 modifiaient les capacités d’interactions entre les GP et le
CD81, nous avons incubé des cellules Huh7.5 shCtrl et shCD81 avec les GPs E1E2 des variants
parentaux et chiméres. Aprés immunomarquage de E2, la liaison des GPs aux cellules a été
analysé par cytométrie en flux. Nous avons pu démontrer que le VL se lie moins efficacement
aux cellules shCD81 que le VC et le VA et que I'’échange des résidus identifiés confere le
phénotype du variant parental (Figure 13C). Ensemble ces résultats indiquent que les mutations
F447, S458 et R478 modulent les capacités de liaison des GPs avec le CD81 cellulaire. Ces
données confirment que le variant d’échappement VL utilise différemment le récepteur CD81 et

que cette différence d'utilisation est dépendante des trois résidus aux positions 447, 458 et 478.
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Figure 13. Une utilisation différentielle du récepteur CD81 explique I’entrée virale élevée du variant
VL. (A) Entrée virale des différentes HCVpp parentales et chiméres dans des cellules Cirl et des cellules
surexprimant le récepteur CD81. L’entrée virale est exprimée en tant que facteur d’augmentation de
'entrée virale des HCVpp en comparaison de l'entrée dans les cellules contrbles. La moyenne et les
écarts-types de 3 expériences réalisées en triplicats sont représentés. ** p<.001. (B) Entrée virale des
différentes HCVpp parentales et chiméres dans des cellules controles (shCtrl) et des cellules ayant une
expression diminuée du récepteur CD81 (shCD81). L’entrée virale est exprimée en tant que facteur de
diminution de l'entrée virale des HCVpp en comparaison de I'entrée dans les cellules contrbles. La
moyenne et les écarts-types de 3 expériences réalisées en triplicats sont représentés. ** p<.001. (C)
Liaison des GPs E1E2 aux cellules Huh7.5 shCtrl et shCD81 détectée par cytométrie en flux. Les résultats
sont exprimés comme pourcentage de liaison de E1E2 par rapport a leur liaison aux cellules Huh7.5 shCitrl.
La moyenne et les écarts-types de 3 expériences réalisées en friplicats sont représentés. ** p<.001.
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Les résidus F447, S458 et R478 participent a I’échappement du VL aux anticorps présents
dans le sérum autologue

Nous avons ensuite évalué si les résidus identifieés dans la région E2,,5.453 jouaient également un
réle dans le phénotype d’échappement a la neutralisation du VL. Les HCVpp des variants
parentaux VL, VC et VA ainsi que les variants chiméres ont été incubées durant 1h avec du
sérum autologue a différentes dilutions. Aprés une infection de 72h sur des cellules Huh7.5.1 le
titre de neutralisation a été déterminé. Les résultats montrent que le VL échappe aux nAbs
présents dans le sérum autologue alors que les variants VC et VA sont hautement neutralisés
(Figure 14). Nous avons également observé que les HCVpp chiméres VLVCysg:473 €t VLVA447
sont sensibles a la neutralisation. Ces résultats indiquent que les résidus F447, S458 et R478
sont a la fois responsables de I'entrée efficace du VL dans les cellules ainsi que de ses capacités

d’échappement aux nAbs.
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Citrl Sérum autologue Citrl Sérum autologue

Figure 14. Les résidus F447, S458 et R478 participent a I'’échappement aux anticorps neutralisants
dans le sérum autologue. Neutralisation des différentes HCVpp parentales et chiméres par les anticorps
neutralisants présents dans le sérum autologue. Les cellules Huh7.5.1. sont infectées par des HCVpp pré-
incubées au-préalable avec le sérum aux différentes dilutions pendant 1h a 37. Les résultats sont exprimés
en titre de neutralisation. La ligne discontinue représente la limite a partir de laquelle la neutralisation est
considérée comme positive (titre de 1/40). ** p<.001.

Les résidus F447, S458 et R478 participent a I’'échappement du VL aux anticorps de
patients infectés de maniére chronique

Nous avons également étudié si ces résidus en plus de jouer un role majeur dans I'’échappement
aux nAbs dans le sérum autologue, pouvaient également étre impliqués dans I'échappement aux
nAbs en général. Pour cela nous avons testé les capacités de neutralisation de sérums collectés
chez une cohorte de patients chroniquement infectés par le HCV sur les HCVpp parentales et
chiméres. Le VL échappe a la neutralisation de 53 des 102 sérums testés avec un titre moyen de

neutralisation de 1/144 (Figure 15). A Tlinverse les variants VC et VA sont neutralisés
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respectivement par 90 et 80 des 102 sérums avec un titre moyen de neutralisation de 1/1088 et
1/322. Ces résultats confirment le réle joué par les résidus F447, S458 et R478 dans

I'échappement du VL a la neutralisation par les nAbs.
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Figure 15. Les résidus F447, S458 et R478 participent a I’échappement aux anticorps neutralisants
de patients chroniquement infectés. Neutralisation des différentes HCVpp parentales et chiméres par
103 sérums hétérologues. Les cellules Huh7.5.1. sont infectées par des HCVpp pré-incubées au-préalable
avec les différents sérums aux différentes dilutions pendant 1h a 37. Les résultats sont exprimés en titre de
neutralisation. La ligne discontinue représente la limite a partir de laquelle la neutralisation est considérée
comme positive (titre de 1/40). Les lignes horizontales représentent le titre moyen de neutralisation.

L’implication des résidus 447, 458 et 478 dans la modulation de I'utilisation du récepteur
CD81 ainsi que dans I’échappement au nAbs est confirmée en modéle HCVcc

Afin de démontrer la pertinence de nos données, nous avons confirmé nos résultats principaux
dans le modéle d’étude HCVcc. En collaboration avec l'équipe du Pr. Bartenschlager de
'université de Heidelberg, un HCVcc chimére a été construit (VL HCVcc), en remplacant dans le
génome du variant JFH1 les séquences allant de core au premier domaine transmembranaire de
NS2 par les séquences du variant d’échappement VL. Les mutations L447, G458 et C478
identifiées dans cette étude ont ensuite été insérées par mutagenése dirigée dans la séquence
de la GP E2 du VL-JFH1. Les résultats obtenus ont permis de confirmer I'importance de ces
résidus a la fois dans l'entrée virale, dans l'utilisation du récepteur CD81, ainsi que dans

'échappement du HCV aux nAbs (Figure 16).

-58 -



Résultats et Discussion — Partie |

5 1 e . _
E 15 |
&8 80 2
5] §S 25
[ >0 . 7
= ST 3 .
2 £ ]
3 S5 35 | *
pe °$
S ER=
5 22 45 | - -
i3 i 5 2 3
- o < o <
= T o 3 3
5 u 2 = > > = > >
o S ¥
2 § shCtrl shCD81
%) <
2 e
S s
p=.001
|
é 10¢ p <.001 :
3
2 000 00
c —_—
K]
s N
3 ® ] o
o o0 S}
i o
E 1] eee
00000
10
VL VLVC 54478 VLVA 4

Figure 16. Entrée virale et échappement a la neutralisation des HCVcc chiméres. (A) Infectiosité des
HCVcc VL, VLVCyss:473 €t VLVA44; oObtenues par dilutions en série (TCID50/ml). (B) Entrée virale des
différents HCVcc dans des cellules contrbles (shCtrl) et des cellules ayant une expression diminuée du
récepteur CD81 (shCD81). L’entrée virale est exprimée en tant que facteur de diminution de I'entrée virale
des HCVpp en comparaison de I'entrée dans les cellules contrbles. La moyenne et les écarts-types de 3
expeériences réalisées en triplicats sont représentés. *p<.05, ** p<.001. (C) Neutralisation des différents
HCVcc par 12 sérums hétérologues. Les cellules Huh7.5.1. sont infectées par des HCVcc pré-incubées au-
préalable avec les différents sérums aux différentes dilutions pendant 2h a température ambiante. Les
résultats sont exprimés en titre de neutralisation. La ligne discontinue représente la limite a partir de
laquelle la neutralisation est considérée comme positive (titre de 1/40). Les lignes horizontales
représentent le titre moyen de neutralisation.
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II. Discussion

Le HCV circule chez le patient sous forme de quasi-espéce. Von Hahn et al. ont montré que
les nAbs produits par le systéme immunitaire de I'héte sont constamment en décalage par
rapport a I'évolution rapide des séquences des GPs des quasi-espéces (von Hahn et al., 2007).
Cette évolution continue et rapide des séquences des GPs et de la spécificité des nAbs indique
gu’une importante pression de sélection est mise en place et influe sur I'évolution du HCV. La
présence simultanée de variants différents, permet une sélection rapide des mutants les mieux
adaptés aux variations de I'environnement de I'hdte. Cependant, cette évolution constante des
séquences des GPs du HCV compromet en méme temps linfectiosité virale. En effet des
mutations qui permettent au HCV d’échapper aux nAbs ont été décrites dans le DIl de E2 (Keck
et al.,, 2009). Cependant ces mutations réduisent également les capacités d’entrée dans les
hépatocytes du HCV en diminuant sa liaison au CD81 (Keck et al., 2009).

Dans notre étude, nous avons identifié des mutations dans la séquence de la GP E2 du HCV
qui permettent au virus d’échapper aux nAbs et d’entrer plus efficacement dans les hépatocytes.
Nous avons également montré que ces deux mécanismes sont liés a une modulation de
I'utilisation du récepteur CD81. La co-évolution de l'utilisation des facteurs de I'hote et de
I'échappement viral permet au HCV d’optimiser les premiéres étapes de l'infection et de favoriser
sa persistance. Le variant VL est capable d’échapper aux nAbs autologues mais également de
résister aux nAbs de patients hétérologues chroniquement infectés par le HCV. Ce nouveau
mécanisme joue probablement un réle important dans I'échappement viral au cours de la TH,

mais également dans I'échappement viral lors d’une infection par le HCV en général.

Dans le modéle structural de E2 proposé par Krey et al., les résidus 447, 458 et 478 sont
situés a proximité des domaines de liaison connus au CD81 (Figure 17) (Krey et al., 2010).
Roccasecca et al. ont également démontré que les HVRs de E2 joueraient un rdle dans la
modulation de la liaison de E2 au récepteur CD81 (Roccasecca et al., 2003). Or le résidu 478 fait
partie intégrante de HVR2 et le résidu 447 est situé a proximité d’un motif conservé entre HVR1
et HVR2 de E2. Ce motif est impliqué dans la reconnaissance du CD81. (Drummer et al., 2006).
La mutation des résidus 447, 458 et 478 affecte les capacités de liaison des GPs au CD81. Ces
résidus peuvent donc moduler la dépendance du HCV au CD81 et participent également a
I'échappement viral aux nAbs. Il est probable que ces résidus fassent partie d’'un ensemble de
boucles extracellulaires exposées et impliquées directement dans des liaisons E2-CD81. Ces
résidus pourraient également jouer un réle pour des réarrangements structuraux nécessaires a

I'entrée virale.
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aa 458
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Figure 17. Localisation des résidus 447, 458 et 478 dans le modéle structural de la glycoprotéine
d’enveloppe E2. Séquence linéaire de E2 de la souche HCV H77. Les ponts disulfures et les sites de
glycosylation sont représentés par des barres noires épaisses et des ronds verts respectivement. Les
résidus impliqués dans la liaison au CD81 sont cerclés en bleu. Le DI de E2 est représenté en rouge/rose
et le DIl et DIIl en jaune et bleu respectivement. La localisation des différents résidus est représentée par
des fleches rouges (Krey et al., 2010).

De nombreux anticorps monoclonaux interférant dans la liaison de E2 au CD81 ont été
décrits. Parmi ces anticorps, plusieurs ciblent des épitopes de E2 situés a proximité des résidus
447, 458 et 478 identifiés dans cette étude (Flint et al., 1999 ; Keck et al., 2012 ; Keck et al.,
2013 ; Keck et al., 2004 ; Keck et al., 2005 ; Keck et al., 2008 ;Krey et al., 2013 ; Hsu et al., 2003;
Owsianka et al., 2008; Law et al.,, 2008) (Figure 18). Nos résidus appartiennent donc a une
région importante et immunogéne de E2. L’identification chez le variant VL sélectionné aprés TH
de nouveaux résidus favorisant les interactions avec le CD81 et participant a I'échappement aux
nAbs confirme l'importance de cette région de E2. Nos résultats renforcent également l'idée que

cette région représente une bonne cible vaccinale.
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Figure 18. Domaines de liaison de E2 au CD81 et anticorps neutralisant. Représentation de la GP E2
et des domaines de liaison connus de E2 au CD81 (rectangles bleus). Les résidus 447, 458 et 478 sont
indiqués par des lignes rouges. Les épitopes ciblés par les principaux anticorps neutralisant ayant un effet
sur la liaison E2-CD81 et se trouvant a proximité des résidu 447, 458 et 478 sont indiqués.

Les résidus sérine 458 et arginine 478 du variant VL peuvent former des interactions avec

d’autres résidus. Ces interactions pourraient augmenter la stabilité des interactions E2-CD81 et
la formation du complexe E2-CD81-CLDN1, et étre a 'origine de I'entrée efficace du VL (Harris et
al., 2010). Les résidus S458 et R478 pourraient également augmenter I'hydrophilicité de la
boucle a laquelle ils appartiennent. Ceci favoriserait I'exposition des résidus et pourrait moduler
les interactions entre E2 et CD81 et bloquer la liaison des nAbs a leur épitope.
Le résidu leucine 447 du variant VA au lieu du résidu phénylalanine 447 du VL ne semble pas
perturber la structure de E2. Cependant la présence d’une leucine pourrait augmenter
I’'hydrophobicité de E2 et limiter son accessibilité, réduisant ainsi les capacités d’interaction de E2
avec CD81 ou la formation du complexe E2-CD81-CLDN1.

Nos résultats ont identifié¢ de nouveaux déterminants clés dans I'échappement viral. Bien
gu’actuellement plusieurs anticorps monoclonaux ou polyclonaux anti-E2 soient en
développement pour leur capacité a prévenir l'infection par le HCV (Law et al.,, 2008);
(Vanwolleghem et al., 2008), de nombreux variants comme le VL ont prouvé leurs importantes
capacités d’échappement aux nAbs. L’identification de nouveaux facteurs viraux et cellulaires
impliqués dans I'’échappement viral chez les patients apporte de nouvelles perspectives dans le

développement d’'une nouvelle génération de nAbs capables de surmonter I'échappement viral.
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Partie 2 : L’apolipoprotéine E joue un réle majeur dans I’échappement du

HCV a la réponse humorale.

Publication n°2 : Apolipoprotein E association with hepatitis C virus particles mediates
evasion from host immunity (Annexe 2).

Felmlee DJ *, Fauvelle C*, Lefévre M, Heydmann L, Hiet MS, Bartenschlager R, Fofana I,
Habersetzer H, Milne R, Patel AH, Vercauteren K, Meuleman P, Zeisel MB, Schuster C,
Fafi-Kremer S*, Baumert TF* (**contribution équivalente)

Résumé

Le développement d’un vaccin et d’approches immunopréventives contre le HCV est grandement
limité par les capacités du virus a échapper a I'immunité de I'héte. Une particularité unique du
HCV est I'association des virions avec les TRLs. Cette association facilite les interactions entre le
virus et certains facteurs cellulaires nécessaires a I'entrée virale. Dans cette étude, nous avons
examiné le rble des lipoprotéines dans I'échappement du HCV aux réponses immunitaires
humorales. En utilisant lI'infection aigué du greffon aprés TH comme modéle clinique, nous avons
démontré que dans son association avec les TRLs, le HCV utilise spécifiquement apoE pour
échapper aux nAbs. Des études fonctionnelles permettant de moduler I'expression des
apolipoprotéines a effectivement démontré qu’apoE est un composant clé des lipoparticules
virales intervenant dans I'échappement du HCV aux nAbs. Nous avons également identifié un
résidu de la GP E2 impliqué dans la dépendance a apoE et capable de moduler les interactions
HCV-apoE. Nos résultats ont permis d’identifier un nouveau réle d’apoE dans I'échappement et
la persistance virale. Cette découverte démontre que linteraction virus-lipoprotéines est un
mécanisme unique d’échappement viral et suggére que certains composants critiques des

lipoprotéines devraient étre intégrés dans le développement de nouveaux candidats vaccins.
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l. Résultats

Afin de comprendre le réle de I'association du HCV avec les TRLs dans la persistance virale,
nous avons utilisé le variant VL (Fafi-Kremer et al., 2010 ; Fofana et al., 2012) et étudié son profil
d’association aux lipoprotéines en comparaison des souches couramment utilisées au
laboratoire. L’association virale avec les lipoprotéines de différentes tailles et composition
lipidiques, peut étre distinguée en fonction de leur profil de densité. Les virus sont fractionnés sur
un gradient de densité et la proportion de particules infectieuses dans chaque fraction est testée

par une technique de dilution limite (TCIDs) ou bien par gRT-PCR.

Le VL s’associe aux lipoprotéines riches en triglycérides pour échapper aux anticorps
neutralisants

L’analyse du profil de densité du VL (chimére VL/JFH1, génotype 1b/2a) révéle une distribution
des particules virales infectieuses différente en comparaison du variant couramment utilisé Jc1
(chimére J6/JFH1, génotype 2a/2a). En effet, le VL est distribué en deux pics avec une
proportion importante dans les fractions de trés basses densités (fractions 1-3, d<1.05 g/ml),
représentant les virus associés aux TRLs (Figure 19A). La comparaison de ce profil avec celui du
variant chimére Jc1 montre que le VL a significativement plus de particules infectieuses réparties
dans les fractions de faibles densités que le Jc1 (Figure 19B). Ces résultats indiquent que
'association aux TRLs est en partie dépendante des variants utilisés.

Nous avons ensuite étudié si la capacité d’échappement du VL aux nAbs (Fafi-Kremer et al.,
2010 ; Fofana et al., 2012) pouvait étre liée a cette association particuliere avec les TRLs. Aprés
fractionnement des virus, nous avons incubé les différentes fractions avec un sérum hétérologue
d'un patient chroniquement infecté par un HCV de génotype 1b avant d’infecter des cellules
Huh7.5.1. Seuls les virus distribués dans les gradients de densité d’environ 1.03 g/ml
(correspondant a des virus associés aux TRL) sont capables d’échapper efficacement a la
neutralisation par le sérum (Figure 19C). Afin d’évaluer si ce mécanisme d’échappement viral est
également observé en utilisant des nAbs induits lors d’'une infection par un HCV d'un autre
génotype, nous avons réalisé les mémes expériences en utilisant un sérum d’un patient
chroniquement infecté par un HCV génotype 3a. Nous avons obtenu un profil d’échappement
similaire a celui obtenu avec le sérum du patient avec une infection par un HCV génotype 1b
(Figure 19C). Ceci démontre que les TRL jouent un réle dans I'échappement viral quel que soit le
génotype HCV. Nos résultats démontrent que I'association du HCV avec les lipoprotéines est

probablement une stratégie importante dans I'échappement aux nAbs.
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Figure 19 Le variant VL s’associe a des lipoprotéines riches en triglycérides pour échapper aux
anticorps neutralisant. Les HCVcc ont été obtenus aprés électroporation des cellules Huh7.5.1 avec I
ARN HCV puis ultracentrifugés sur gradient d’iodixanol. (A) Chaque fraction récoltée a été testée pour son
infectiosité par technique de dilution limite. La moyenne et les SEM de 3 expériences sont représentés. Les
infectiosités des virus sont représentées par des lignes bleues avec des ronds (VL) et des lignes noires
avec des carrés (Jc1) (B) Histogramme représentant le % de particules virales infectieuses réparties dans
les fractions de faible densité (>1.05g/ml). La moyenne et les SEM de 3 expériences sont représentés. *
p<0,05 (C) Des expériences de neutralisation des HCVcc du VL ont été réalisées sur les fractions 1 a 5.
Les fractions ont été incubées avec un sérum de patient chroniquement infecté par un génotype 1b ou 3a,
ou bien par un sérum contréle (patient non-infecté) a la dilution 1/400°™. Les résultats sont exprimés en
tant que pourcentage d’infectiosité relatif a la fraction incubée avec le sérum contrbéle. La moyenne et les
SEM de 3 expériences sont représentés. * p<0,05

L’apolipoprotéine E joue un réle central dans I’échappement viral

Afin d’étudier le mécanisme par lequel I'association du HCV avec les TRL permet la persistance
virale, nous avons examiné le réle d’apoE. Il a été démontré qu’apoE est associée aux particules
virales et aux TRLs, et est impliquée dans l'infection virale par le HCV (Catanese et al., 2013b;
Merz et al., 2011 ). Afin de déterminer si I'apoE joue un réle dans la persistance virale, les
cellules ont été co-électroporées avec 'ARN du variant VL et avec un siARN ciblant le mARN
d’apoE et permettant de diminuer I'expression de la protéine. L'efficacité de cette inhibition
d’expression d’apoE est présentée en Figure 20. La diminution de I'expression d’apoE réduit
d’environ 2 fois la quantité de particules virales infectieuses générées, et ces mémes particules
virales sont 10 fois plus sensibles a la neutralisation (Figure 20). Ces résultats indiquent qu’apoE
n’'est pas seulement importante pour l'infection et la production virale mais joue également un

réle clé dans I'’échappement aux nAbs.

- 65 -



Résultats et Discussion — Partie Il

| VL B VLsiCtrl B VLsiapoE

104

T
103
102
10°

Infectiosité (TCIDso/ml)

Ctrl . 17400 1/200 ,
Sérum patient HCV 1b
- siCtrl siapoE
42 kDa — - actine

Figure 20. L’apolipoprotéine E joue un réle central dans I’échappement viral. Les cellules Huh7.5.1
ont été électroporées avec I'ARN de VL seul ou bien co-électroporées avec 'ARN de VL et un siARN
contrdle (siCTRL) ou bien avec un siARN ciblant le mARN d’apoE (siapoE). Le milieu de culture a été
remplacé 4h et 24h aprés électroporation. 72h aprés électroporation, les virus ont été récoltés et la
diminution de I'expression d’apoE a été confirmée a partir des lysats cellulaires par immunoblot. L’actine a
été utilisée comme contréle de charge. Le graphique représente l'infectiosité des différents virus ainsi que
I'effet neutralisant d’'un sérum de patient infecté par un HCV génotype 1b. Les résultats sont exprimés en
log1o (TCIDso/ml). Les moyennes et les SEM de trois expériences réalisées sont représentés.

Implication d’apoE dans la transmission du HCV de cellule a cellule

La transmission du HCV de cellule a cellule a été proposée comme un mécanisme permettant au
virus d’échapper aux nAbs en évitant le passage par le compartiment intravasculaire
(Brimacombe et al., 2011; Timpe et al.,, 2008 ). Afin d’étudier si apoE est importante pour ce
mode de transmission virale, nous avons utilisé un anticorps anti-apoE (1D7) qui reconnait le
domaine de liaison d’apoE au LDL-R (Weisgraber et al., 1986). De par son association différente
avec les TRL, nous avons également comparé la transmission cellule a cellule du variant VL
avec celle bien étudiée du Jc1 (Figure 21A). Nous avons démontré que le Jc1 a une capacité de
transmission de cellule a cellule 3 fois supérieure a celle du VL (Figure 21A). Un anticorps anti-
CD81 (Fofana et al., 2013a) inhibe fortement la transmission des virus VL et Jc1 (70-80%). Bien
que l'anticorps 1D7 soit capable d’inhiber I'infection des cellules par le virus libre, il n’a pas d’effet
sur la transmission virale de cellule a cellule du VL et du Jc1 (Figure 21B-C). Ces données

indiquent qu’apoE joue un role prédominant dans l'infection des cellules par le virus libre.
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Figure 21. Implication d’apoE dans la transmission du HCV de cellule a cellule. (A) Interférence de la
transmission cellule a cellule des virus Jc1 et VL par I'anticorps anti-apoE 1D7, une IgG non spécifique
(Ctrl) ou un anti-CD81 comme contrdle positif (Fofana et al., 2013a). Des cellules exprimant la GFP sont
co-cultivées avec des cellules productrices de HCV en présence d’'un anticorps neutralisant (AP33) afin de
bloquer la transmission du virus par voie extracellulaire (Fofana et al., 2013a; Lupberger et al., 2011 ;
Owsianka et al., 2005). Les résultats représentatifs d’analyses par cytométrie de flux sont présentés : I'axe
y représente la quantité de cellules marquées positives pour la protéine E2 du HCV et I'axe x représente le
niveau d'expression de GFP dans les cellules. (B) Histogrammes des résultats de transmission de cellule a
cellule pour les virus Jc1 et VL. Les valeurs représentent le pourcentage de transmission cellule a cellule
par rapport au contrble. Les résultats de 3 expériences indépendantes réalisées en duplicats sont
présentés. (C) La capacité des anticorps a inhiber l'infection par le HCV a été testée aprés incubation des
virus avec les anticorps respectifs puis infection de cellules Huh7.5.1 naives. Les valeurs ont été
normalisées par rapport aux résultats obtenus avec le contréle IgG (Ctrl). Les moyennes et écart-types de
3 expériences sont représentés. * p<0,01

Le résidu 447 de la glycoprotéine E2 module les interactions entre 'apoE et le HCV
Dans la partie | de cette thése, le résidu 447 a été identifié comme étant impliqué dans I'infection
et dans I'’échappement du HCV aux nAbs (Fofana et al., 2012). Par mutagenése dirigée, nous

avons généré deux mutants chez lesquels la phénylalanine en position 447 a été remplacée par
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une leucine ou par une alanine. Afin de déterminer si ces mutants utilisent apoE de maniére
différente du VL parental, nous avons testé I'effet de I'anticorps dirigé contre I'apoE 1D7 sur
l'infectiosité de ces virus. Alors que le VL est hautement inhibé par cet anticorps, les mutants VL
F447L et F447A y sont 3 fois moins sensibles (Figure 22A). Ces données indiquent que
I'utilisation d’apoE est plus importante chez le VL que chez les mutants 447. Enfin, nous avons
regardé si ces différences de sensibilité des mutants aux anticorps anti-apoE étaient dues a une
association altérée des particules virales avec apoE. Pour cela nous avons immunoprécipité les
différents variants avec une IgG non spécifique, un anti-E2 (AP33) ou différents anticorps anti-
apoE (1D7, 3H1 et 6C5). Comme décrit précédemment I'anticorps 1D7 reconnait le domaine de
liaison d’apoE au LDL-R. L’anticorps 6C5 reconnait les 15 premiers acides aminés d’apoE alors
que l'anticorps 3H1 reconnait la région 243-272 d’apoE. Nous avons observé que les trois
anticorps anti-apoE étaient 2,5 fois plus efficaces a immunoprécipiter le VL que les mutants 447

(Figure 22B), indiquant une association plus robuste du variant d’échappement VL a apoE.
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Figure 22. Le résidu 447 de la glycoprotéine E2 module les interactions entre I'apoE et le HCV. (A)
Les HCVcc ont été incubés avec I'anticorps 1D7 ciblant le LDL-R d’apoE ou avec une IgG contréle (Ctrl)
avant d’infecter des cellules Huh7.5.1. L'infectiosité a été testée par TCIDsg. Les résultats sont exprimés en
tant que pourcentage d’infectiosité relative au contréle. Les moyennes et les SEM de trois expériences
réalisées sont représentés. * p<0,05 (B) Les HCVcc du VL et des mutants VL F447L et VL F447A ont été
immunoprécipités avec une IgG contréle (Ctrl), I'anticorps anti-E2 (AP33) ou trois différents anticorps anti-
apoE (1D7, 3H1, 6C5). L'ARN du HCV a été extrait a partir des précipités et quantifié par qRT-PCR. Les
résultats sont exprimés en tant que facteur d’augmentation relatif a 'ARN immunoprécipité avec I'lgG
contrdle (=1). La moyenne et les SEM de 2 expériences sont représentés.
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II. Discussion

Le HCV s’associe aux TRLs dans le sérum des patients et nécessite des éléments des VLDL
pour 'assemblage et la production de particules virales infectieuses (incluant apoE) (Andre et al.,
2002 ; Benga et al., 2010 ; Merz et al., 2011). Des études antérieures ont suggéré un role de
HVR1 et du résidu 451 de E2 dans l'interaction HCV-TRL (Bankwitz et al., 2010 ; Grove et al.,
2008). Cependant I'absence de virus TRL-associé en culture cellulaire a limité I'étude du réle de
ces interactions héte-virus dans I'échappement viral au systéme immunitaire (Andre et al., 2002 ;
Grove et al., 2008 ; Prentoe et al., 2011). Dans notre étude et en utilisant le variant VL pour ses
propriétés d’échappement aux nAbs, nous avons démontré le role essentiel des lipoprotéines et
plus particulierement de I'apoE dans I'échappement aux nAbs. |l a été suggéré que I'absence de
virus associés avec les TRLs dans les études décrites jusqu’a maintenant était due a un
métabolisme lipidique altéré dans les cellules Huh7.5.1. Cependant I'obtention de cellules
produisant de grandes quantités de VLDL n’induit pas une répartition supérieure des LVP dans
les fractions de plus faible densité suggérant que d’autres éléments contribuent probablement a
cette distribution virale (Jammart et al.,, 2013). Nos résultats semblent ainsi indiquer que
'association avec les TRL est en partie dépendante des virus utilisés et notamment de leur GP
d’enveloppe.

Nous avons observé que les virus présents dans les fractions de densité autour de 1.03 g/ml
étaient les plus capables d’échapper a la neutralisation. La raison pour laquelle les virus présents
a des densités inférieures ou supérieures a 1.03 g/ml sont neutralisés nécessite d’étre éclaircie.
La caractérisation compléte des éléments lipoprotéiques tels que les différentes apolipoprotéines,
et les TG présents dans les différentes fractions est actuellement en cours. Ces données
pourront nous informer pourquoi malgré la présence d’apoE dans la fraction de tres faible densité
(F1) et les fractions de plus hautes densités (F4, F5), seuls les virus présents en fraction 2 (F2)
échappent a prés de 100% a la neutralisation par les nAbs.

Nous avons également mis en évidence que I'apoE joue un réle majeur dans l'infection des
cellules par du virus libre mais qu’elle ne semble pas impliquée dans la transmission du HCV de
cellule a cellule. Nous ne pouvons cependant pas exclure que d’autres épitopes d’apoE non-
ciblés par 'anticorps utilisé dans ces expériences (1D7) soient impliqués dans la transmission du
virus de cellule a cellule.

Notre étude a permis de définir qu’apoE contribue a I'échappement viral et a la persistance
du HCV. Plus de 90% de 'apoE circulant dans I'organisme est dérivé du foie, il est ainsi probable
que le HCV se soit adapté a ce facteur de I'héte afin de dissimuler ses épitopes et limiter sa
reconnaissance par le systéeme immunitaire. Récemment, il a été décrit que le HAV utilise les

composants membranaires des cellules afin de générer des formes virales enveloppées et
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d’échapper aux nAbs (Feng et al., 2013). De méme, notre étude indique que le HCV a développé

un mécanisme afin d’exploiter les composants de I'hdte et d’établir une infection persistante.

La découverte que les interactions entre le HCV et apoE jouent un rbéle majeur dans
I'échappement aux nAbs a des implications majeures a la fois pour la compréhension de la
pathogenése virale ainsi que pour le développement d’'immunothérapies et de vaccins. En effet,
de nombreux vaccins reposent sur la production de nAbs (Nabel, 2013). Nos données suggérent
donc que la génération de nouveaux candidats vaccins devrait intégrer a la fois des composants
viraux et des lipoprotéines pour optimiser la production de nAbs capables de détecter la LVP et

d’empécher la persistance du HCV.
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La cirrhose au stade terminal et le HCC associés au HCV sont des indications majeures de TH.
Cependant en I'absence de stratégie de prévention, la réinfection du greffon est systématique.
Bien que le traitement de I'hépatite chronique C ait connu une avancée majeure avec le
développement des DAA, I'utilisation de ces nouvelles molécules pour les patients transplantés
reste limitée. Le développement d’'un moyen de prévention de la réinfection du greffon et d’'un
vaccin prophylactique reste donc une nécessité afin de diminuer la morbidité et la mortalité liées
a ce virus. La principale limite au développement d’un vaccin efficace est la variabilité génétique
du HCV qui lui permet a travers des mécanismes multiples de s’adapter a son environnement,
d’échapper a la réponse immunitaire et d’entrer efficacement dans la cellule héte malgré la
présence des nAbs (Fafi-Kremer et al., 2012 ; Fafi-Kremer et al., 2010 ; von Hahn et al., 2007).
La compréhension des mécanismes d’échappement du HCV a la réponse immunitaire pendant
les étapes précoces de linfection est indispensable au développement d’'un vaccin efficace
contre le HCV.

Dans ce travail de thése, nous avons identifié deux nouveaux mécanismes d’échappement
viral. L’analyse fonctionnelle approfondie d’'un variant sélectionné aprés TH, a permis d’identifier
des mutations au niveau de I'enveloppe virale (GP E2), qui permettent au virus non seulement
d’échapper aux nAbs mais également d’utiliser difféeremment les récepteurs cellulaires tel que le
CD81. Cette évolution doublement favorable permet au HCV d’optimiser les premiéres étapes de
linfection et de favoriser sa persistance. Des analyses fonctionnelles utilisant un panel
d’anticorps dérivés d’une centaine de patients chroniquement infectés par le HCV suggérent que
ce mécanisme serait également impliqué dans la persistance du HCV au cours de I'hépatite C
chronique en général. L’ensemble de ces données apporte des éléments nouveaux dans la
comprehension des mécanismes moléculaires de la résistance du HCV au systéme immunitaire
au cours de la TH et de I'hépatite C chronique en général.

Dans la seconde partie de ce travail de thése, nous avons démontré que le HCV en plus de
moduler son interaction avec le récepteur cellulaire CD81 via sa GP d’enveloppe, bénéficie de
son association avec les lipoprotéines et les apolipoprotéines afin d’échapper aux nAbs. L’étude
du profil de densité du variant VL (variant hautement résistant a la neutralisation) a montré une
distribution importante du virus dans les fractions de faible densité. L'incubation de chaque
fraction avec des sérums de patients chroniquement infectés par le HCV a démontré que les
virus les plus résistants a la neutralisation par les nAbs sont présents dans les fractions aux
alentours de 1.03 g/ml. Nous avons également mis en évidence que I'apoE qui joue un rble dans
l'infection et la production de particules virales, semble également étre un facteur déterminant

dans I'échappement du virus aux nAbs. La diminution de I'expression d’apoE augmente de plus
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de dix fois la sensibilité du HCV aux nAbs. Les interactions du HCV avec les lipoprotéines et plus
particulierement apoE, permettraient au virus de masquer certains de ses épitopes et échapper
aux réponses immunitaires de I'h6te. Enfin nous avons identifié que le résidu 447 de la GP E2
joue un role dans les interactions entre le HCV et I'apoE.

Plusieurs expériences supplémentaires sont nécessaires afin d’approfondir notre analyse du
réle des lipoprotéines et des apolipoprotéines dans I'échappement du HCV aux nAbs. Nous
avons observé que les particules infectieuses présentes aux densités de 1.03 g/ml étaient les
plus aptes a échapper aux nAbs. Une étude approfondie des facteurs présents aux différentes
densités est indispensable afin de déterminer si apoE nécessite également la présence d’autres
molécules afin de protéger le HCV de la reconnaissance par les nAbs. Pour cela nous doserons
les TRL et étudierons la présence et la quantité d’autres apolipoprotéines (ex. apoAl et apoB)
dans les différentes fractions de densité. Nous utiliserons également des cellules dans lesquelles
I'expression d’apoAl et d’apoB a été diminuée afin de déterminer si ces autres apolipoprotéines
pourraient également participer a la dissimulation des épitopes du HCV aux nAbs ou si cette
fonction est spécifique a apoE.

Il serait également intéressant de confirmer le réle d’apoE dans I'échappement viral en
utilisant un autre variant du HCV que le variant VL. Par exemple, le variant JFH1 (génotype 2a)
serait intéressant a étudier étant donné qu’il présente un pourcentage plus important de virus
dans les fractions de faibles densité que le Jc1 (Gastaminza et al., 2006). L’étude additionnelle
d’'un variant du méme génotype que le variant VL (génotype 1b) (ex. variant con1), pourrait
également étre intéressante. En effet, ces informations pourraient préciser si le génotype viral
joue un réle dans [lutilisation des lipoprotéines et des apolipoprotéines par le HCV afin
d’échapper aux nAbs.

Si ces expériences confirment l'importance de linteraction du HCV avec apoE pour
I'échappement viral, nos données pourraient étre utilisées afin de développer de nouveaux
candidats vaccins. |l semble en effet important de tenir compte du rdle joué par les lipoprotéines
et les apolipoprotéines dans I'échappement viral, afin d’utiliser le matériel adéquat lors du
développement de nouveaux anticorps ou vaccins prophylactiques. Plusieurs candidats vaccins
sont basés sur I'utilisation de sous-unités du HCV seules ou intégrées dans un modéle viral. La
conformation des GPs du HCV y est probablement différente par rapport a celle des GP au sein

de la LVP, empéchant le développement de nAbs efficaces in vivo.
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BACKGROUND & AIMS: The development of vaccines
and other strategies to prevent hepatitis C virus (HCV)
infection is limited by rapid viral evasion. HCV entry is the
first step of infection; this process involves several viral
and host factors and is targeted by host-neutralizing re-
sponses. Although the roles of host factors in HCV entry
have been well characterized, their involvement in evasion
of immune responses is poorly understood. We used acute
infection of liver graft as a model to investigate the mo-
lecular mechanisms of viral evasion. METHODS: We
studied factors that contribute to evasion of host immune
responses using patient-derived antibodies, HCV pseu-
doparticles, and cell culture-derived HCV that express
viral envelopes from patients who have undergone liver
transplantation. These viruses were used to infect hepa-
toma cell lines that express different levels of HCV entry
factors. RESULTS: By using reverse genetic analyses, we
identified altered use of host-cell entry factors as a mech-
anism by which HCV evades host immune responses.
Mutations that alter use of the CD81 receptor also al-
lowed the virus to escape neutralizing antibodies. Kinetic
studies showed that these mutations affect virus-anti-
body interactions during postbinding steps of the HCV
entry process. Functional studies with a large panel of
patient-derived antibodies showed that this mechanism
mediates viral escape, leading to persistent infection in
general. CONCLUSIONS: We identified a mechanism
by which HCV evades host immune responses, in
which use of cell entry factors evolves with escape
from neutralizing antibodies. These findings advance
our understanding of the pathogenesis of HCV infec-
tion and might be used to develop antiviral strategies
and vaccines.

Keywords: Virology; Liver Disease; Tissue Culture Model;
Immunity.

epatitis C virus (HCV) infection is a major cause of
liver disease.! A vaccine is not available and antiviral
treatment is limited by resistance and adverse effects.?

HCV-induced liver disease is a leading indication for liver
transplantation (LT).> A major limitation of LT is the
universal reinfection of the liver graft with accelerated
recurrence of liver disease. A strategy to prevent reinfec-
tion is lacking.® Thus, there is an urgent unmet medical
need for the development of efficient and safe antivirals
and vaccines.

HCV entry is required for initiation, maintenance, and
dissemination of infection. Viral entry is a key target for
adaptive host responses and antiviral strategies.** Func-
tional studies in clinical cohorts highlight that viral entry
and escape from antibody-mediated neutralization play
an important role in viral persistence and liver disease.c12
HCV entry is a highly orchestrated process mediated by
viral envelope glycoproteins E1 and E2 and several host
factors including heparan sulfate, CD81, scavenger recep-
tor BI (SR-BI), claudin-1 (CLDN1), occludin (OCLN) (re-
viewed by Zeisel et al®), and kinases.!> Although the role of
E1E2 in antibody-mediated neutralization has been stud-
ied intensively,*%!4 the role of host factors for viral eva-
sion in vivo is only poorly understood.

Acute graft infection is an established in vivo model to
study viral evasion because viral infection and host-neu-
tralizing responses can be monitored precisely.® Viral en-
try and escape from host-neutralizing responses are im-
portant determinants allowing the virus to rapidly infect
the liver during transplantation.® However, the molecular
mechanisms by which the virus evades host immunity to
persistently reinfect the liver graft are unknown.

To uncover viral and host factors mediating enhanced
viral entry and escape, we functionally analyzed genetically
closely related prototype variants derived from a well-char-

Abbreviations used in this paper: CLDN, claudin; HCV, hepatitis C
virus; HCVcc, cell culture-derived HC; HCVpp, hepatitis C virus pseudop-
articles; HMAb, human monoclonal antibody; HVR, hypervariable re-
gion; LT, liver transplantation; mAb, monoclonal antibody; OCLN, occlu-
din SR-BI, scavenger receptor class B type I; VA, variant A; VC, variant
C; VL, variant L.
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acterized patient undergoing LT.® In one variant, POIVL,
reinfecting the liver graft was characterized by high infectiv-
ity and escape from neutralizing antibodies present in au-
tologous pretransplant serum.® The other closely related
variants, PO1VA and PO1VC, were not selected during LT and
were characterized by lower infectivity and high sensitivity to
neutralization by autologous pretransplant serum.® Previous
studies had indicated that an E2 region comprising amino
acids 425-483 most likely contained mutations responsible
for the phenotype of enhanced entry and viral evasion of
variants reinfecting the liver graft.®

Materials and Methods
Patients

Evolution and functional analysis of viral variants of
patient PO1 have been described.® Anti-HCV-positive serum
samples from patients undergoing transplantation and chronic
HCV infection were obtained with approval from the Strasbourg
University Hospital Institutional Review Board (ClinicalTrial.
gov Identifiers NCT00638144 and NCT00213707).

Plasmids

Plasmids for HCV pseudoparticle (HCVpp) production
of variants VL, VA, and VC have been described.® E1E2-encoding
sequences were used as templates for individual and combina-
tions of mutations using the QuikChange II XL site-directed
mutagenesis kit (Agilent Technologies, Massy, France). Muta-
tions were confirmed by DNA sequence analysis (GATC Biotech,
Mulhouse, France) for the desired mutation and for exclusion of
unexpected residue changes in the full-length E1E2 encoding
sequences. Mutated constructs were designated X#Y, where # is
the residue location in H77¢,'> X is the mutated amino acid, and
Y is the original amino acid.

Antibodies

Monoclonal anti-E1 (11B7) and anti-E2 (AP33, IGH461,
16A6); human anti-HCV IgG'%!'¢; human monoclonal antibod-
ies (HMAbs) CBH-2, CBH-5, CBH-23, and HC-1 have been
described.>!” Anti-CD81 (JS-81) was from BD Biosciences
(Heidelberg, Germany), AP33 was from Genentech (San Fran-
cisco, CA), and 11B7,IGH461, and 16A6 were from Innogenetics
(Ghent, Belgium).

Cell Lines

HEK 293T and Huh7.5.1 cells were cultured as de-
scribed.10-13.16 Huh7.5.1 cells overexpressing HCV entry factors
were created by stable lentiviral gene transfer of CLDN1, OCLN,
SR-BI, or CD81.'®8 Huh7.5 stably transduced with retroviral
vectors encoding for CD81- and CD13-specific short hairpin (sh)
RNAs have been described.!® Receptor expression was assessed
by flow cytometry.!3

HCYV Pseudoparticle and Cell Culture-Derived
HCYV Production, Infection, and
Neutralization

Lentiviral HCVpp bearing patient-derived envelope gly-
coproteins were produced as described.®!020 The amount of
HCVpp was normalized after quantification of human immu-
nodeficiency virus p24 antigen expression (Innotest Human Im-
munodeficiency Virus Antigen mAb Kit; Innogenetics) and
HCVpp entry was performed as described.®19-11.16 Chimeric HCVcc

GASTROENTEROLOGY Vol. 143, No. 1

expressing patient-derived structural proteins were constructed and
produced as described in the Supplementary Materials and Meth-
ods section. HCVcc infectivity was measured by determining the
tissue culture infectious dose 50% (TCIDs)?! or intracellular HCV-
RNA levels as described.!>2122 HCVpp and HCVcc neutralization
were performed as described.810.11.16

Kinetic Assays

HCVpp kinetic assays were performed in Huh7.5.1 cells
using anti-CD81 (JS-81) and anti-E2 (CBH-23) monoclonal an-
tibodies (mAbs) as described.!-23

Statistical Analysis

Statistical analysis (repeated-measures analysis of vari-
ance) was performed using SPSS 16.0 software for Windows
(SPSS, Inc, Chicago, IL).

Results

HCV E2 Residues at Positions 447, 458, and
478 Confer Enhanced Viral Entry of a High-
Infectivity Variant Reinfecting the Liver Graft

To investigate the molecular mechanism of en-
hanced entry of the variant VL reinfecting the liver graft, we
first introduced individual mutations of region E2,,5 453° of
the low-entry and neutralization-sensitive mutant VC into
HCVpp expressing envelope glycoproteins of the highly in-
fectious escape variant VL (Figure 1A). Previous studies in-
dicated that this region most likely contains the mutations
responsible for the high-infectivity phenotype of VL.® After
normalization of HCVpp levels by p24 antigen expression,
viral entry was quantified relative to the escape variant VL.
The entry level of the nonselected variant VC was 5% com-
pared with the escape variant VL (Figure 1B). By introducing
the mutations S458G and R478C into VC, chimeric HCVpp
showed similar viral entry level as the paternal variant VL
whereas introduction of individual or a combination of
other mutations only had a partial effect (Figure 1B, Sup-
plementary Figure 1). To explore the impact of other posi-
tions on viral entry we introduced mutations from another
nonselected variant termed VA into VL (Figure 1A4) and
identified position F447 as an additional residue relevant for
enhanced entry of the escape variant VL (Figure 1C). These
results show that residues F447L, S458G, and R478C are
largely responsible for the high infectivity of the escape
variant VL.

Enbhanced Viral Entry by Mutations F447L,
S458G, and R478C of the Escape Variant Is
the Result of Altered Use of CD81

To address whether the mutations affect viral en-
try by different use of cell entry factors SR-BI, CD81,
CLDN1, and OCLN, we studied viral entry of HCVpp
derived from parental and chimeric variants in Huh7.5.1
cells stably overexpressing the 4 main entry factors indi-
vidually (Figure 2A). Overexpression of either SR-BI,
CD81, CLDN1, or OCLN did not affect the stability or
proportion of other cell-surface HCV receptors (Figure 2B
and data not shown).
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Figure 1. Positions 447, 458,

and 478 confer enhanced viral

entry of a high-infectivity variant

reinfecting the liver graft. (A) © e
Genomic organization and mu- 0
tations of envelope glycopro-

teins of escape variant VL and
nonselected variants VC and VA.

HVR1 and HVR2 are depicted in
green; E2 domains are depicted

in red (DI), yellow (DIl), and blue B
(Dll); and CD81 binding do-
mains are depicted in dark
blue.?93339 Positions 447, 458,
and 478 are highlighted in black
vertical lines. Differences be-
tween VL, VC, and VA in region
E1E23g84-433 are dlsplayed (B
and C) Viral entry in Huh7.5.1
cells of the escape variant VL,
the nonselected variants VC and
VA, as well as chimeric variants
containing defined mutations
of VC and VA in VL or vice
versa (Supplementary Figure 1).
HCVpp infection was analyzed
by luciferase reporter gene ex-
pression. Results are expressed
as the percentage of viral entry
compared with VL. Means =+
standard deviation from at least
4 independent experiments per-
formed in triplicate are shown.
Significant differences in HCVpp
entry between variants are indi-
cated (*P = .05; **P < .001). aa,
amino acid; BD, binding domain.
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Overexpression of CD81 significantly enhanced viral
entry of VL (3.2-fold) and VC (2-fold) compared with
parental cells (P < .001) (Figure 2C). The fold-change in
HCVpp entry was significantly higher for VL than for VC
(P < .001). Exchanging the 2 residues at positions 458 and
478 similarly increased viral entry. This suggests that the
combination of the 2 individual mutations modulates
viral entry by altering CD81 dependency. Overexpression
of SR-BI also increased viral entry of VL and VC, but no
specific increase was observed for the chimeric strains
containing substitutions at positions 458 and 478 (Figure
2C). These data confirm an important role for SR-BI as an
entry factor for patient-derived variants, but also show
that positions 458 and 478 do not significantly alter
SR-BI dependency. Thus, increased entry efficiency of VL
in SR-BI-overexpressing cells most likely is caused by
other mutations (eg, in hypervariable region 1 [HVR1]).
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Viral entry enhancement was less pronounced in cells
overexpressing CLDN1 or OCLN than CD81 and SR-BI
(Figure 2C), and no specific modulation of viral entry was
associated with the 2 variants or chimeric strains.

The CD81 use of viral variants VL, VC, and VA was
investigated further using Huh7.5 cells with silenced
CD81 expression (Figure 3A).'° The escape variant VL
showed the highest decrease (5.4-fold) of viral entry in
shCD81-Huh7.5 cells compared with the decrease of vari-
ants VC (4.3-fold; P < .001) and VA (2.9-fold; P < .001)
(Figure 3B and C). Exchange of the mapped residues into
chimeric expression plasmids conferred the phenotype of
decreased entry of VL (Figure 3B and C), confirming that
identified residues modulate viral entry by different CD81
use. Moreover, using a relevant model system for HCV-
CD81 interactions occurring in vivo consisting of cell
surface-expressed CD81, we show that E1IE2 complexes of
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the escape variant VL bound less efficiently to shCD81-
Huh7.5 cells than glycoproteins of variants VC and VA
(Supplementary Figure 2A). Exchange of the mapped res-
idues conferred similar phenotypes as the parental glyco-
proteins (Supplementary Figure 2B), suggesting that the
residues at positions 447, 458, and 478 alter E1E2 inter-
actions with cell surface CD81.

Taken together, these data show the following: (1) the
escape variant is characterized by markedly altered CD81
use, and (2) altered CD81 use of the variant is mediated by
residues at positions 447, 458, and 478.

Because the levels of E1E2 incorporation into HCVpp
and lentiviral p24 antigen expression were similar for all
strains (Supplementary Figure 3A-D), it is unlikely that
the differences in viral entry are the result of impaired
HCVpp assembly or release.

Next, to assess whether enhanced entry is owing to more
rapid internalization of viral particles, we investigated internal-

OCLN

(P < .001).

ization kinetics of the parental and chimeric variants in the
presence of anti-CD81 antibody.!621-2324 Because entry kinetics
of parental and chimeric variants were similar (Figure 3D), it is
unlikely that the mutant-induced modulation of CD81 depen-
dency alters the velocity of viral entry.

Positions 447, 458, and 478 Mediate Escape

From Autologous Transplant Serum During

Graft Reinfection

To assess whether the residues in region E2;s 453
influencing viral entry (Figure 1) also were responsible for
escape from antibody-mediated neutralization, we studied
the impact of each single and combined substitution of the
nonselected variant VC on neutralization by autologous pre-
transplant serum. Autologous pretransplant serum only
poorly neutralized the selected variant VL as well as the
variants substituted at positions 434, 444, and 445, whereas
individual substitution at positions 458 and 478 signifi-

Figure 3. Different CD81 use of viral variants in Huh7.5 cells with silenced CD81 expression. (A) Entry factor expression in Huh7.5 cells with silenced
CD81 (grey bars) or CD13 (black bars) expression. CD81 expression was determined by flow cytometry and is indicated as fold expression compared
with control shCD13-Huh7.5 cells. (B and C) Entry of patient-derived HCVpp VL, VC, and VA. Huh7.5 cells with silenced CD81 or CD13 expression
were incubated with parental or chimeric HCVpp and viral entry was determined as described in Figure 1. Viral entry is expressed as the fold-change
of viral entry compared with shCD13-Huh7.5 control cells. Means * standard deviation from 3 independent experiments performed in triplicate are
shown. Significant differences in HCVpp entry between wild-type and chimeric variants are indicated (**P < .001). (D) Entry kinetics of patient-derived
variants. Kinetics of HCVpp entry was performed using anti-CD81 or isotype control antibody (5 ug/mL). HCV entry was determined as described

in Figure 1. One representative experiment of 4 is shown.
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Figure 4. Positions 447, 458,
and 478 mediate viral escape
from neutralization by autolo-
gous transplant serum. Neutral-
ization of the escape variant VL,
variants VC and VA, and the chi-
meric strains. HCVpp were incu-
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cantly (P < .001 and P = .05, respectively) increased the
sensitivity of VLVC,sg and VLVC,;5 to autologous neutraliz-
ing antibodies (1:400 and 1:200, respectively) (Figure 4A). It
is noteworthy that only the variant VLVC,sg, 475 showed a
similar neutralization titer as the nonselected variant VC
(1:6400; P < .001). To confirm that these mutations were
indeed responsible for the phenotype of the parental variant
VL, we investigated neutralization of VCVLysg 475 by autol-
ogous serum. The variant VCVLsg, 475 escaped autologous
neutralization similarly to the escape variant VL (Figure 4A).
A similar phenotype was observed when mutation 447 of VA
was introduced into the VL complementary DNA (Figure
4B). In contrast, the introduction of other residues into VL
only had a minor effect on neutralization (Figure 4B). Taken
together, these findings suggest that the residues at posi-
tions 447, 458, and 478 simultaneously are responsible for
both enhanced viral entry and evasion from antibody-medi-
ated neutralization.

Positions 447, 458, and 478 Define a
Conformational Epitope Involved in Evasion
From Host-Neutralizing Responses

To further elucidate the mechanism of viral eva-
sion of the escape variant VL from patient-derived neu-

Autologous serum

before incubation with Huh7.5.1
cells. Neutralization titers ob-
tained by end point dilution are
indicated. Dotted line indicates
the threshold for a positive neu-
tralization titer (1/40). Means =+
standard deviation from at least
4 experiments performed in trip-
licate are shown. (A) Neutraliza-
tion of variants VL, VL containing
individual or combined muta-
tions of VC, and VC with double
substitutions of VL by autolo-
gous anti-HCV-positive  pre-
transplant serum. (B) Neutraliza-
tion of variants VL, VL containing
individual mutations of VA, and

VA VA with single substitution of VL
VL0447 by autologous anti-HCV—posi-
tive pretransplant serum. Signifi-
cant differences in neutralization
between variants are indicated
(*P = .05; **P < .001).

tralizing antibodies, we investigated whether the iden-
tified mutations F447L, S458G, and R478C confer
resistance or sensitivity to a panel of mAbs directed
against conformational®!” and linear E2 epitopes.!¢
The conformational HMAbs (CBH-2, CBH-5, CBH-23,
and HC-1) have shown a broad cross-neutralizing activity
by interfering with E2-CD81 interaction®!” and their
epitopes only partially are defined (Supplementary Table
1). AP33 is directed against a conserved epitope compris-
ing amino acids 412-423.25 Although the escape variant
VL was neutralized poorly by several HMAbs directed
against conformational epitopes, VC and VA were neutral-
ized efficiently by all HMADbs (Figure SA and B). Moreover,
by substituting the residues at positions 458 and 478 or
447, the well-neutralized nonselected variants VC
(VCVLysg1473) and VA (VAVL4,,) became neutralization
resistant as the escape variant VL. Introducing the resi-
dues of VC or VA into VL (VLVCysg4475 and VLVA,y,)
restored neutralization by HMADbs, suggesting that these
residues are part of the HMAbs epitopes. In contrast,
anti-E2 antibodies (AP33, 16A6, IGH461) targeting linear
epitopes similarly neutralized parental and chimeric vari-
ants (Figure 5A and B and Supplementary Table 1).
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ment of 4 is shown.

Antibody-mediated neutralization occurs at binding and
postbinding steps during viral entry.’® To map the entry step
involved in viral evasion from neutralizing antibodies by VL,
we investigated the neutralization kinetics of parental and
chimeric variants.'62123 The anti-E2 HMAb CBH-23 inhib-
ited viral entry of VC and VLVCj s, 475 at postbinding steps
during time points closely related to HCV-CD81 interaction
(Figure 5C). Partial inhibition at postbinding steps by
CBH-23 also was observed for VA and VLVA,,; (Figure 5D).
The VL variant escaped antibody-mediated neutralization at
the same steps.

Interestingly, purified HCVpp expressing envelope
glycoproteins of the escape variant bound similarly to

neutralizing anti-E2 antibody CBH-23 as the envelope
glycoproteins of nonselected variants or variants con-
taining mutations of the identified escape residue (Sup-
plementary Figure 4). Thus, it is likely that viral evasion
is not caused by decreased antibody binding to circu-
lating virions but rather occurs during postbinding
steps of viral entry in which E2-host entry factor inter-
actions result in conformational changes of the enve-
lope and failure of antibodies to inhibit entry. Taken
together, these data indicate that positions 447, 458,
and 478 mediate viral evasion from neutralizing anti-
bodies at postbinding steps and time points closely
related to HCV-CD81 interaction.
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Figure 6. The HCV VL strain is poorly neutralized by antibodies present in sera from a large panel of nonrelated patients with chronic HCV infection.
Parental HCVpp (VL, VC, and VA) and chimeric HCVpp (VLVCysg+ 478 and VLVA447) strains, adjusted for p24 antigen expression, were preincubated
for 1 hour with serial dilutions of anti-HCV—positive sera from randomly selected patients with chronic hepatitis C before incubation with Huh7.5.1
target cells. Patient number, sex, HCV genotype, and viral load are indicated in Supplementary Tables 2 and 3. Neutralization was determined as in
Figure 4. Mean neutralization titers are marked by lines. Means from at least 3 independent experiments performed in triplicate are shown. Significant

differences in neutralization are indicated.

Positions 447, 458, and 478 Mediate Escape
From Antiviral Antibodies in Nonrelated
Patients With Chronic HCV Infection

To investigate whether these mutations result not
only in escape from antibodies from the same patient but
also confer resistance to antiviral antibodies of nonrelated
HCV-infected patients, we studied the neutralization of
the parental variants by a large panel of sera randomly
selected from chronically infected patients (n = 102).
While VL was not neutralized by 53 of 102 patient sera
(mean neutralizing titer, 1:144), VC was neutralized sig-
nificantly by 90 of 102 patient sera (mean neutralizing
ticer, 1:1088; P < .001) (Figure 6 and Supplementary
Tables 2 and 3). Similar results were obtained for VA
(neutralization by 80 of 102 patient sera; mean neutraliz-
ing titer, 1:322; P = .01). Functional analysis of HCVpp
expressing chimeric envelope glycoproteins showed that
neutralization of VC and VA was mediated predominantly
by the identified mutations in residues 447, 458, and 478
(Figure 6).

Confirmation of Differential Cell Entry Factor
Use and Viral Evasion Using Chimeric HCVcc

Finally, we confirmed the functional impact of the
3 residues on virus-host interactions using the HCVcc
system. To address this issue we constructed chimeric
JFH-1-based HCVcc expressing the VL wild-type envelope
or VL-containing VC- and VA-specific functional residues.
Viruses containing patient-derived envelopes showed sim-
ilar levels of replication and envelope production (data
not shown). Phenotypic analyses of infection and neutral-
ization of chimeric HCVcc confirmed the relevance of the
identified residues for enhanced entry, differential CD81
use, and viral evasion (Figure 7). While the escape variant
VL was poorly neutralized, the identified mutations at
positions 447, 458, and 478 restored its sensitivity to

conformational HMAb CBH-23 (Figure 7C) as well as to
heterologous sera from chronically infected patients (Fig-
ure 7D). These data confirm the functional relevance of
the obtained results in the HCVcc system expressing au-
thentic patient-derived envelopes.

Discussion

By using acute infection of the liver graft as an in
vivo model, we identified a novel clinically and therapeu-
tically important mechanism of viral evasion, where co-
evolution simultaneously occurs between cellular entry
factor use and escape from neutralization.

Several host selection forces operate concomitantly dur-
ing HCV infection. These include proviral host factors
resulting in selection of most infectious viruses best
adapted to host factors and antiviral host immune re-
sponses leading to escape from immune responses. Anti-
body-mediated selective pressure is thought to be an im-
portant driver of viral evolution.®!* The immune response
may fail to resolve HCV infection because neutralizing
antibody-mediated response lags behind the rapidly and
continuously evolving HCV glycoprotein sequences.!!
However, continuous generation of escape mutations dur-
ing chronic HCV infection also may compromise virus
infectivity: indeed, it has been reported that structural
changes in E2 leading to complete escape from neutraliz-
ing antibodies simultaneously compromised viral fitness
by reducing CD81 binding.” Moreover, escape from T-cell
responses has been associated with impaired viral replica-
tion.?¢?” We show that clinically occurring mutations
simultaneously lead to enhanced viral infectivity by
optimizing host factor use and escape from host im-
mune responses. Because this mechanism was uncov-
ered in patient strains isolated during acute liver graft
infection it is likely that the novel and unique mecha-
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Figure 7. Viral entry and escape from neutralization of chimeric HCVcc expressing patient-derived viral envelopes. (A) Infectivity of HCVcc
expressing envelopes of variant VL and functional residues of VA and VC is indicated by TCIDso. Means * standard deviation from 1 representative
experiment are shown. (B) Relative infectivity of chimeric HCVcc expressing patient-derived viral envelopes in Huh7.5 cells with silenced CD81 or
CD13 expression. Means =+ standard deviation from 3 independent experiments performed in triplicate are shown. (C) Escape from neutralization by
HMAb CBH-23. Neutralization was performed as described in Figure 5. Results are expressed as the percentage of viral infectivity relative to HCVce
incubated with control mAb. Means =+ standard deviation (SD) from at least 3 experiments performed in triplicate are shown. (D) Inhibition of HCVcec
infection by anti-HCV-positive sera described in Supplementary Table 3. Neutralization was performed as described in Figure 6. Means from 1
representative experiment performed in triplicate are shown. Significant differences in HCVcc infection between wild-type and chimeric variants are

indicated (P = .05; P < .001).

nism of co-evolution between host factor use and viral
evasion ensures optimal initiation, dissemination, and
maintenance of viral infection in the early phase of liver
graft infection. In addition, because the VL strain es-
capes autologous antibodies from the transplant pa-
tient (Fig. 4) and resists monoclonal and polyclonal
antibodies of heterologous patients (Figures 5, 6, and 7,
and Supplementary Tables 1 and 2), and given the high
prevalence of the identified mutations in a large
genomic database of viral isolates (Supplementary Fig-
ure 5 and Supplementary Results section), the co-evo-
lution of receptor use and escape from neutralizing
antibodies also may play an important role for viral
evasion in chronic HCV infection in general.

Our mechanistic studies show that the identified viral
evasion factors are part of a conformational neutralizing
epitope modulating E2-CD81 interactions at postbinding
entry steps.?$2° It is noteworthy that the same mutations
also were responsible for immune escape of VL. Neutral-
ization studies using HMADbs directed against discontin-
uous envelope glycoprotein regions termed domain B and
domain C3°3! show that the 3 positions are part of an
epitope that plays a key role for neutralization and viral
evasion. Because the mutations are outside the known
contact residues within the epitopes of the HMAbs

CBH-2, CBH-5, CBH-23, and HC-1°'7 (Supplementary
Table 1), and complementary to previously identified re-
gions associated with escape from neutralizing monoclo-
nal antibodies,? positions 447, 458, and 478 either mod-
ulate the interaction of the majority of antibodies directed
against domain B and C epitopes or are part of a novel E2
epitope mediating evasion from host neutralizing anti-
bodies.

Based on previous functional observations and struc-
tural predictions, Krey et al?® proposed a model for a
potential tertiary organization of E2. In this model, E2
comprises 3 subdomains with the CD81 binding regions
located within domain I (W420, A440LFY, Y527, W529,
G530, and D535) and potential CD81 binding sites over-
lapping with domain III (Y613RLWHY).28:29-32.33 In this
model, positions 447, 458, and 478 are located outside
but in close proximity of the previously suggested CD81
binding domains. Moreover, position 447 is located im-
mediately downstream of a conserved motif between
HVR1 and HVR2, which has been shown to play an
important role in CD81 recognition as well as pre- or
post-CD81-dependent stages of viral entry.3> Position
478 is located within HVR2, which modulates, by a com-
plex interplay with HVR1, binding of E2 glycoprotein to
CD81.34
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Because mutations F447L, S458G, and R478C (1) mod-
ulate CD81 dependency of HCV entry (Figures 2 and 3),
(2) alter the interaction with cell surface CD81 (Supple-
mentary 2), (3) mediate viral evasion from antibodies at
postbinding steps closely related to HCV-CD81 interac-
tions (Figure 5), and (4) are located within E2 loops of the
predicted E2 secondary structure and tertiary organiza-
tion,?® positions 447, 458, and 478 may be part of 2 loops
belonging to a larger cluster of closely related surface-
exposed E2 loops. These loops most likely are involved in
E2-CD81 binding either directly or indirectly as a key
point for structural rearrangement during viral entry.343°

The polar S and R residues present in the escape variant
can form nonbonded interactions with other residues by
hydrogen bonds and salt bridge, respectively. These inter-
actions could increase the stability of the interacting E2-
CD81 interface, allowing efficient entry of the VL escape
variant through E2-CD81-CLDN1 co-receptor complexes,
which are key determinants for viral entry.'3233¢ Further-
more, the E2 cluster of loops containing the mutations
bears linear epitopes but also defines at least one confor-
mational epitope that is a target of neutralizing antibod-
ies. According to residue physical-chemical properties, the
VL variant S458 and R478 residues enhance the hydro-
philicity of the loops they belong to and may promote the
surface exposure of the loops. This change could modu-
late E2-CD81 interactions further and impair the binding
of neutralizing antibodies by blocking access to their
target epitopes. The F to L substitution present in the VA
strain most likely does not profoundly alter the tertiary or
quaternary structure of E2. This is suggested by the fact
that this position is located in a loop as predicted by the
proposed E2 model.?® Thus, it is conceivable that this
mutation, which increases E2 hydrophobicity, may reduce
accessibility of the loop and its interactions with CD81 or
CD81-CLDNI1 co-receptor complexes. Alternatively, allo-
steric mechanisms may play a role in the observed virus-
antibody-host interactions.

Taken together, our data identified key determinants of
immune evasion in vivo. Mutations conferring neutraliza-
tion escape altered CD81 receptor use and enhanced cell
entry. Moreover, our data suggest that mutations in
HVR1, which may modulate entry and neutralization by
altering SR-BI dependency (Figures 1, 2, and 4, and data
not shown), may contribute to the high entry and escape
phenotype of the escape variant. Furthermore, interfering
non-neutralizing antibodies may constitute another
mechanism of escape (data not shown).

Although proof-of-concept studies in animal models
have shown a potential role for HMADs in prevention of
HCV infection,?”*8 the partial or complete escape of the
VL variant from autologous and heterologous serum-
derived antibodies as well as many broadly cross-neutral-
izing HMADs (Figure 5; Supplementary Table 1) shows
the ability of the virus to evade cross-neutralizing anti-
envelope mAbs. By identifying viral and host factors me-
diating immune evasion in the HCV-infected patient, our
results may open new perspectives for the development of

GASTROENTEROLOGY Vol. 143, No. 1

broadly cross-neutralizing anti-envelope or antibodies
overcoming viral escape.

Supplementary Material

Note: To access the supplementary material
accompanying this article, visit the online version of
Gastroenterology at www.gastrojournal.org, and at doi:http://
dx.doi.org/10.1053/j.gastro.
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Supplementary Materials and Methods

Analysis of HCVpp Envelope Glycoprotein

Expression

Expression of HCV glycoproteins was character-
ized in HEK 293T producer cells and HCVpp purified
through a 20% sucrose cushion ultracentrifugation as
described.! Immunoblots of HCV glycoproteins were per-
formed using anti-E1 11B7 and anti-E2 AP33 mAbs as
described.?

Cellular Binding of Envelope Glycoproteins

Envelope glycoprotein-expressing HEK 293T cells
were lysed in phosphate-buffered saline by 4 freezing and
thawing cycles. Cell debris and nuclei were removed by
low-speed centrifugation and supernatants containing
native intracellular E1IE2 complexes were used for bind-
ing studies. Huh7.5.1, shCD81-, or shCD13-Huh?7.5 cells
(2 X 10 cells per well) were seeded in 96-well plates. After
incubation with lysates containing patient-derived E1E2
proteins, Huh7.5.1 target cells were first incubated with
mAb AP33 (10 ug/mL) and then with phycoerythrin-
conjugated anti-mouse Ab (5 wg/mL, BD Biosciences).
Bound E2 was analyzed by flow cytometry as described.?

Construction of Plasmids for Production of
Chimeric HCVcc Expressing Patient-Derived
Envelopes

Genotype 1 JFH-based HCVcc chimeras express-
ing the structural proteins of patient-derived viruses were
produced as previously described for Conl/C3-JFH1-
V2440L.*5 Briefly, the complementary DNA region en-
coding for the HCV core to the first transmembrane
domain of NS2 (C3 junction site) from variant VL was
inserted into pFK-Conl/C3-JFH1-V2440L using fusion
polymerase chain reaction with Pfu DNA polymerase
(Agilent Technologies, Massy, France) and standard cloning
procedures using appropriate restriction sites including
Bsml and Avrll. The obtained construct was designated
VL/JFH1. The VL/JFH1 encoding sequence was used as a
template to insert individual and combined mutations us-
ing the QuikChange II XL site-directed mutagenesis kit
(Agilent Technologies) as described previously.!

Galanthus nivalis Capture Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay

Binding of HMAb CBH-23 to viral envelopes was
analyzed using an enzyme-linked immunosorbent assay
with HCVpp as a capture antigen as described.® HCVpp
expressing the E1E2 glycoproteins of HCV variants or
control pseudoparticles with absent HCV envelope gly-
coprotein expression were partially purified and enriched
through ultracentrifugation as described.! Purified parti-
cles were quantified as described previously.! Partially
purified HCVpp or control pseudoparticles were captured
onto Galanthus nivalis (GNA)-coated microtiter plates as de-
scribed.® Soluble E2 (derived from strain HCV-H77 and
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expressed in 293T cells as described previously?®) was used as
a positive control for antibody binding. Neutralizing hu-
man anti-E2 antibody CBH-23 (25 ug/mL diluted in phos-
phate-buffered saline) then was added to captured HCVpp
or soluble E2 (1 h at room temperature). After washing
and removal of nonbound antibody, mAb binding to
HCV envelopes was detected using horseradish-peroxi-
dase anti-human IgG (GE Healthcare, Orsay, France) at a
concentration of 1/3000 for 1 hour at room temperature,
followed by incubation with 1-step Turbo TMB- enzyme-
linked immunosorbent assay (Thermo Fisher Scientific,
Ilkirch, France) for color development. Absorbance was
measured at 450 nm using a microplate reader Softmax
program (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Bioinformatics

Multiple sequence alignment of complete E2 pro-
teins was performed using the European HCV databases
(htep://euhcvdb.ibep.fr).” Two amino acid repertoires
were computed with all E2 sequences of provisional/
confirmed genotype 1b using the ComputeRepertoire tool
as part of the euHCVdb Extract tool (http://euhcvdb.
ibep.fr).

Results

Prevalence of the Identified Mutations in a
Large Genomic Database of Viral Isolates

Bioinformatic sequence analysis of a large panel
of 2074 HCV strains within the European HCV database
further supports the potential relevance of the identified
positions for pathogenesis of HCV infection in general.”
Residues F, S, and R are observed much more frequently
at positions 447, 458, and 478 than L, G, and C. F and S
are the most predominant residues at positions 447 and
458 in the large majority of 1b strains, respectively (F447
all, 98.4%; 1b, 96.2%; S458 all, 94%; 1b, 90.3%; Supple-
mentary Figure 5). The position 478 is variable but R (all,
2.4%; 1b, 10.8%) is more frequent than C (all, 0.2%; 1b,
0.9%) (Supplementary Figure 5). The high prevalence of
identified residues supports their functional relevance for
virus survival and selection because more structurally and
functionally relevant residues will be observed more fre-
quently. These data suggest that the epitope containing
the identified residues at positions 447, 458, and 478 is
responsible not only for viral evasion from autologous
antiviral antibodies during LT but also may contribute to
viral evasion in chronic HCV infection in general.
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Supplementary Figure 1. Actual viral infectivity of HCVpp derived from variants VL, VC, and VA shown as relative light units (RLU) of luciferase
reporter gene expression. (A and B) Comparative analysis of viral entry of HCVpp shown in Figure 1. Results are expressed in RLUs plotted in a
logarithmic scale. The threshold for a detectable infection in this system is indicated by dashed lines. The detection limit for positive luciferase reporter
protein expression was 3 X 10° RLU/assay, corresponding to the mean + 3 standard deviations of background levels (ie, luciferase activity of naive
noninfected cells or cells infected with pseudotypes without HCV envelopes).’- 2.1 Background levels of the assay were determined in each
experiment. Means = standard deviation from at least 4 independent experiments performed in triplicate are shown. Significant differences in HCVpp
entry VC, VA, and VL wild-type and mutant variants are indicated (*P = .05; **P < .001). Ctrl, control; HVR, hypervariable region; V, viral variant.
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Supplementary Figure 2. Positions 447, 458, and 478 modulate binding of envelope glycoproteins to CD81 expressed at the cell surface. Binding
of native E1E2 complexes expressed from patient-derived complementary DNAs to Huh7.5 cells with silenced CD81 expression (described in Figure
3) was detected by flow cytometry. Results are expressed as the percentage of E1E2 binding compared with shCD13-Huh7.5 control cells. Means +
standard deviation from 3 independent experiments performed in triplicate are shown. Significant differences in binding between variants are

indicated (**P < .001).
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Supplementary Figure 3. Differences in viral entry are not caused by impaired HCVpp production. (A) Analysis of envelope glycoprotein
expression. Protein expression was analyzed by immunoblotting as described in the Materials and Methods section. Molecular markers (in
kilodaltons) are indicated on the right. (B) Transfection efficiency during HCVpp production. Transfection efficiency was analyzed for each variant and
quantified by determining luciferase expression in HEK 293T producer cells expressed as a normalized percentage compared with control
transfected cells. (C) Envelope glycoprotein expression in HCVpp. HCVpp were purified as described previously'2 and subjected to immunoblot as
described in panel A. (D) Lentiviral p24 antigen expression was analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and is indicated as optical
density (OD) values at 450 nm. (E) Cellular binding of E2 derived from patient-derived or H77 and HCV-J strains. Binding of native E1E2 complexes
to Huh7.5.1 cells was detected as described in Supplementary Materials and Methods. Results are expressed as delta mean fluorescence intensity
(AMFI) = standard deviation. One representative experiment of 3 is shown. Da, dalton; MW, molecular weight.
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Neutralization of Patient-Derived and Chimeric HCVpp by Monoclonal Anti-Envelope Antibodies

HCVpp entry, %

Epitope, amino

Antlbody Reference acid VL VC VCVLysg+47s  VLVCy4s8+478 VA VAVL447 VLVA447
AP33 8 412-423 6+3 12+ 1 3+1 11 +5 2+1 5+1 3+1
IGH461 9 436-448 58 + 4 56 + 8 51+7 53+ 3 55 + 2 56 + 6 52 +7
16A6 9 523-530 76 = 10 74+ 8 83*9 82+2 73+9 74+ 4 81+9
CBH-2 10 Domain B, 60 +5 8+5 65+ 6 9+5 39+8 61 +4 39 + 10
conformational
431, 523-540
CBH-5 10 Domain B, 71+ 2 10+ 4 73+7 8+1 36+5 59 £ 7 47 =8
conformational
523-540
CBH-23 Keck and Domain C, 97 +9 21 +6 98 + 13 14 + 3 32+7 53 +12 44 + 3

Foung,
unpublished
data

HC-1 11

conformational

Domain B, 735 31+9 81 +10 27 =9 2+1 2+1 771
conformational
523-540

NOTE. HCVpp produced from isolates shown in Figure 1 were incubated with mAbs (10 ug/mL) for 1 hour at 37°C. HCVpp-antibody complexes
then were added to Huh7.5.1 cells. Viral epitopes targeted by the respective antibody, percentage of HCV entry in the presence of antibody
(strains VL, VC, VCVLasg+a7s, VLVCasgia7s, VA, VAVL4s7, and VLVA447), and source or reference of antibody are shown. Means * standard
deviation from at least 3 experiments, each performed in triplicate, are shown.

V, viral variant.

0.7 -

© o o 9
w » O
[

0.D. 450 nm
(anti-E2 CBH-23)

© ©
o N

o

~
N~
I

Strain

©
g
®
3
o
>
.|
>

VLVA,,,

Ctrl

4 < O
> > >

Antigen pp HCVpp sE2

Supplementary Figure 4. Binding of neutralizing anti-E2 HMAb
CBH-23 to patient-derived envelope glycoproteins expressed on
HCVpp as capture antigens in an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). HCVpp expressing envelope glycoproteins of variants VL, VA,
VC, VLVA,47, and VLVCyss+ 475 Were used as capture antigens on GNA-
coated ELISA plates. Control (Ctrl) pseudoparticles with absent HCV
envelope glycoprotein expression and recombinant soluble E2 (sE2
derived from strain H77)'4 served as negative and positive controls,
respectively. Anti-E2 CBH-23 reactivity was detected as described in
the Supplementary Materials and Methods section and is indicated as
optical density (OD) values at 450 nm. Means =+ standard deviation from
1 representative experiment are shown.
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Supplementary Table 2. Characteristics of Patients and Viruses Used for Neutralization Studies

HCVpp neutralization titer,

1 /dilution

Patient number Age, y Sex Genotype Viral load, IU/mL VL VC VA
1 65 M 1b 2.29 X 10° 100 100 100
2 27 F 1b 9.7 X 104 100 3200 200
3 31 F 1b 1.53 X 10° 400 3200 400
4 47 M 3a 1.02 x 108 20 20 100
5 58 M 1b 1.15 x 106 100 3200 200
6 72 M 1b 1.50 x 108 20 200 100
7 51 M 4 4.38 X 108 20 20 20
8 69 F 1b 9.7 X 10° 20 400 100
9 36 F 1 1.29 X 10° 800 1600 100
10 46 M la 1.05 x 108 100 800 100
11 55 M la 1.54 x 106 400 3200 200
12 56 M 4c/4d 2.41 x 10% 20 800 200
13 56 F 4a 1.09 x 108 100 400 400
14 59 F 1b 3.54 X 10° 200 800 200
15 62 M la 3.37 X 108 20 20 20
16 50 M 4a 1.48 x 108 20 200 20
17 46 M 4a 4 x 105 20 200 100
18 70 F 1b 1.3 X 108 100 800 20
19 77 F 1b 6.2 X 10% 20 100 100
20 61 F 1b 2.58 X 10% 200 800 200
21 46 F 1b 2.11 X 10° 100 400 800
22 36 M la 2.04 X 108 20 200 400
23 52 F 4a 9.12 X 10° 20 3200 400
24 54 M la 9.77 X 10° 100 800 200
25 54 M 1b 1.12 X 108 20 100 200
26 54 F la 3.38 X 106 20 400 20
27 47 M 3a 6.16 X 10° 100 3200 3200
28 43 M la 5.75 X 108 20 800 200
29 51 M 4a 1.44 x 106 100 400 400
30 54 M 2c 4.67 X 10° 100 100 3200
31 51 M la 6.16 X 108 100 400 100
32 39 M 4a 1.12 x 106 20 200 800
33 62 F af 2.88 X 108 20 800 20
34 46 M 4k 3.54 X 10° 20 20 100
35 42 M la 9.54 X 10° 400 800 400
36 54 M 2c 4.67 X 10° 200 3200 100
37 34 M 3a 3.23 X 108 20 20 100
38 47 M 3a 7.94 x 104 20 400 20
39 30 F 1b 1.00 x 108 20 200 400
40 47 F 1b 2.29 X 108 100 400 200
41 52 M la 1.73 X 106 200 3200 400
42 34 M 1b 1.45 x 108 3200 3200 200
43 46 M la 4.34 X 108 200 800 400
44 66 F 1b 3.89 X 10° 200 1600 200
45 29 F la 1.08 x 10° 400 400 200
46 45 M 3a 2.78 X 10° 20 200 200
47 65 F 4f 1.46 x 106 20 3200 20
48 55 M la 8.81 X 106 20 800 100
49 53 M la 1.15 X 108 100 100 100
50 40 M 3a 2.46 X 106 100 3200 200
51 48 F la 1.00 x 10° 20 800 20
52 37 M la 5.08 X 108 20 400 200
53 47 M 3a 6.8 X 106 100 1600 400
54 37 M la 1.84 x 108 800 800 200
55 65 F 1b 2.18 X 108 100 100 800
56 45 F la 3.93 x 106 1600 1600 400
57 49 M 4a 2.06 x 108 800 3200 200
58 30 M 1b 7.21 X 10° 100 800 200
59 31 M 3a 6.66 X 106 100 200 200
60 37 M la 6.70 X 108 20 100 100
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Supplementary Table 2. Characteristics of Patients and Viruses Used for Neutralization Studies

HCVpp neutralization titer,

1 /dilution

Patient number Age, y Sex Genotype Viral load, IU/mL VL VC VA
61 49 M la 3.16 X 10° 20 800 20
62 43 M 1 6.83 X 10° 20 20 20
63 69 M 1b 4.7 X 10° 20 20 200
64 48 M la 3.28 X 108 20 3200 100
65 46 M 3a 8.55 X 10° 20 800 100
66 51 M 1b 1.07 x 108 20 200 1600
67 43 M 1b 4.27 X 10° 20 100 800
68 36 M 3a 1.14 x 106 20 800 20
69 53 F 1b 3.06 X 10° 20 400 20
70 24 F 3a 1.29 x 108 20 20 20
71 63 M 1b 3.01 X 106 100 200 100
72 44 M 1 1.10 X 10° 20 3200 200
73 28 M 3a 1.85 X 108 20 3200 20
74 54 M 1b 1.29 X 10° 20 3200 20
75 17 F 1b 2.41 X 10° 20 20 200
76 40 M 3a 1.26 X 108 20 20 100
77 35 M 1b 8.89 X 10° 20 20 800
78 36 F 6a 1.4 x 107 20 100 400
79 70 F 1b 1.13 X 10° 100 100 400
80 62 M la 2.68 X 106 100 200 20
81 70 M 1b 2.85 X 10° 20 200 3200
82 63 M 1b 1.95 X 10° 200 400 400
83 33 M la 1.76 x 106 100 200 800
84 35 M la 2.78 X 108 20 20 200
85 60 F 1 6.39 X 10° 20 200 100
86 57 M 3a 1.22 X 106 200 3200 400
87 60 M 1 3.6 X 108 100 3200 20
88 49 M 4 2.24 X 108 20 1600 20
89 37 M 4 9.35 X 10° 100 800 100
90 55 M la 3.77 X 108 20 3200 100
91 47 M la 2.36 X 108 20 1600 20
92 72 M 3a 3.83 X 10° 20 400 20
93 79 M 1b 2.81 X 10° 100 1600 100
94 58 F 1b 6.58 X 10° 100 3200 200
95 50 M 3a 6.07 X 10° 20 3200 100
96 67 F 1b 4,13 X 10° 100 800 20
97 49 M 3a 5.22 X 10° 200 400 200
98 53 F 1b 2.31 X 106 20 400 1600
99 37 M la 1.87 X 10° 100 3200 200
100 54 F 4a 9.23 X 10° 20 200 100
101 39 M la 1.76 X 10° 100 800 200
102 51 F 2b 1.10 x 108 100 3200 800

NOTE. HCVpp were incubated with anti-HCV-positive sera from 102 patients with chronic HCV infection (ClinicalTrial.gov identifier
NCT00638144). Patient number, age, sex, viral genotype, and load in serum are indicated. HCVpp-antibody complexes were added to Huh7.5.1
cells and infection was analyzed as described in Figure 4. Calculation of neutralization and determination of background and thresholds for
neutralization were performed as described in Figure 6. Neutralization titers obtained by end point dilution are indicated for each variant. Means
from at least 3 independent experiments, each performed in triplicate, are shown.

V, viral variant.
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Supplementary Table 3. HCVcc Neutralization Titers

HCVcc neutralization titer, 1/dilution

Patient

number VL VLVC458+478 VLVA447
11 400 1600 800
28 20 1600 800
33 20 400 400
35 400 1600 1600
36 200 1600 3200
45 800 1600 800
65 20 1600 1600
66 20 3200 800
68 20 1600 1600
94 100 3200 800
98 100 800 3200
99 100 3200 1600

NOTE. Results were confirmed using chimeric HCVcc expressing the
HCV envelope glycoproteins depicted in Figure 7 and using 12 repre-
sentative sera from patients. Neutralization assays were performed
using a similar protocol as described in Supplementary Tables 2 and
3. Means from at least 3 independent experiments, each performed
in triplicate, are shown.

V, viral variant.
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Supplementary Figure 5. Distribution of residues at positions 447, 458, and 478 of HCV E2 sequences in the European HCV databases.
Distribution of residues at positions 447, 458, and 478 for HCV complete E2 sequences from all subtypes (black) and from subtype 1b only (white)
within the European Hepatitis C Virus databases’ (available: http://euhcvdb.ibcp.fr). F and S are the predominant residue at positions 447 and 458
(F447,98.4%; 1b, 96.2%; S458 all, 94%; 1b, 90.3%). The position 478 is variable (it belongs to HVR2) but R (all, 2.4%; 1b, 10.8%) is more frequent
than C (all, 0.2%; 1b, 0.9%).
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ABSTRACT

The development of hepatitis C virus (HCV) vaccines and immunopreventive
approaches has been hindered by viral adaptations that evade host immunity. A
hallmark feature of HCV is that virions associate with triglyceride-rich lipoproteins (TRL),
which appear to contribute to virus-host interactions during viral entry. In this study, we
investigate the role of lipoproteins in viral evasion from B cell responses using acute
liver graft infection as a clinical model to demonstrate that HCV utilizes not only TRL,
but specifically the host factor apolipoprotein E (apoE) to efficiently escape neutralizing
antibodies (nAbs). Using functional studies that modulate host apolipoprotein
expression, we identify apoE as a key component mediating immune evasion of HCV
lipoviral particles. We further identify a residue within the viral envelope glycoprotein E2
that determines apoE-dependency by modulating HCV-apoE interactions. Collectively,
our results identify a functional role of host apoE in viral evasion and persistence,
suggesting that this mechanism acts as an adaptive factor shaping HCV evolution
during infection. These virus-lipoprotein interactions that facilitate viral evasion indicate
that critical lipoprotein components should be considered to augment the design of next-

generation of HCV vaccine candidates.
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SIGNIFICANCE STATEMENT

Hepatitis C virus (HCV) infection is a leading cause of liver disease worldwide, in part
because the development of an effective vaccine has been elusive. HCV vaccine
candidates have failed to overcome the viral adaptations to host immunity that enable
HCV to establish chronic infection. This study shows that through interaction with host
lipoprotein component apolipoprotein E (apoE), HCV escapes host neutralizing
antibodies. Furthermore, a key mutation in a viral envelope glycoprotein determines
apoE association, and apoE dependence for infection. Future vaccines may be more
effective by finding unique epitopes that integrate both viral and apoE elements to more

precisely mimic HCV/lipoprotein hybrid particles.
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INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) is a major health problem infecting approximately 130 million
individuals worldwide. Unlike other viruses of the Flaviviridae family, HCV infection
typically results in chronic infection that over time can lead to liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (1). Recently developed direct-acting antivirals (DAAs) have
improved the efficacy of treatment, but limitations due to resistance, adverse effects,
and access to therapy persist, highlighting the need for an effective vaccine and
immunologically based approaches to prevent liver graft infection. A consistent hallmark
of vaccines against pathogens has been their reliance on immunogens that elicit
neutralizing antibodies (nAbs) (2). HCV vaccine development has been impeded by the
viral adaptations to host immunity that enable chronic infection. The host immune
system lags behind the continuous evolution and adaptation of HCV, allowing the virus
to escape humoral immunity (3, 4). However, the escape mechanisms from nAbs during
chronic HCV infection are only partially understood. Clearly, the development of an
effective vaccine requires a detailed understanding of viral evasion from host immune
responses, including nAbs (5).

A hallmark of HCV is its association with triglyceride-rich lipoproteins (TRL) and low-
density lipoprotein (LDL), resulting in HCV being highly heterogenous in buoyant density
(6-8). The functional impact of this association is relevant for viral attachment and entry
(9). Although it has been hypothesized that lipoprotein association may contribute to
viral evasion (6), the functional proof has not yet been demonstrated.

An in vivo scenario that allows the study of viral evasion is the acute infection of the

liver graft that occurs after patients with HCV infection undergo liver transplantation. We
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previously reported that viral entry and escape from host nAbs are key determinants of
HCV infection during liver transplantation (10, 11). Using liver graft infection as a clinical
model, we aimed to determine the functional role of lipoprotein components in viral
evasion. Our findings reveal a highly adapted mechanism of escape defining a novel

challenge for the development of vaccines and immunopreventive approaches.

RESULTS

To understand the importance of TRL-association in immune evasion, we used the
genotype 1b escape variant L (VL) (10). This variant was isolated from a patient during
liver transplantation and is characterized by enhanced viral entry and broad escape
from patient-derived autologous and heterologous cross-neutralizing antibodies (11).
VL:JFH1 is a chimera containing the structural genes of the VL strain (11) and the
nonstructural genes of JFH1 allowing study of the mechanisms of viral evasion in a
state-of-the-art cell culture model without sufficient time to allow genetic cell culture
adaptation (12). Virus association with lipoproteins of different size and lipid composition
can be distinguished by their density gradient profile (13). Initial fractionation on
isopycnic density gradients revealed that the distribution of infectious particles of
VL:JFH1 has a significantly distinct buoyant density profile relative to the intensively
studied highly virion assembly-competent J6:JFH1 genotype 2 chimera, Jcl1 (Fig. 1A,B).
More than 70% of VL:JFH1 distribute to densities lower than the LDL density of 1.05
g/ml, while only approximately 30% of Jcl are low density (Fig. 1B). The profile of
VL:JFH1 also differs from the distribution of non-infectious HCV RNA, which

predominantly distributes to higher density fractions (Fig. S1A). Since the VL variant is
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the dominant variant post liver transplantation, exhibiting fithess in vivo, this distinct
buoyant density profile allowed the study of TRL association in escaping host adaptive
immunity (10, 11). After fractionating VL:JFH1 by density, we added heterologous
serum from a patient with chronic genotype 1b HCV infection to each fraction, prior to
infection of Huh7.5.1 cells. Interestingly, we observed variable neutralization efficacy
based on virus particle density, with those of low density (1.03 g/ml, fraction 2) being the
most capable of escape (Fig. 1C). Consistent with the hypothesis that lipoproteins
mediate escape, this fraction is the most enriched in apolipoproteins apoB, apoAl, and
low-density apoE (Fig. S1B). To address if this escape mechanism is also observed
using nAbs elicited by HCV infection of a different genotype, we pre-incubated the
fractions with patient serum with genotype 3a infection. We confirmed the same pattern
of escape using both genotype 1b and 3a sera, definitively indicating the general nature
of TRL-association in mediating escape (Fig. 1C). Interestingly, the virus associated
with the very lowest density fraction was significantly less capable of escape than the
adjacent fraction (Fig. 1C). Our results are concrete data indicating that lipoprotein
association is a key strategy for escape from cross-nAbs.

To investigate mechanisms by which HCV-TRL associations mediate HCV evasion,
we investigated the role of apoE. ApoE has previously been demonstrated to be
associated with both HCV and TRL, and is involved in HCV infection (7). Furthermore,
apoE adopts different conformations based on the lipoproteins or lipids it binds, and has
distinct functions in differing contexts (14). To determine if apoE is specifically involved
in escape, cells were simultaneously electroporated with VL:JFH1 RNA and siRNA that

knocks down apoE expression, confirmed by immunoblot, or a control oligonucleotide
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(Fig. 2). Diminishing apoE expression decreased the quantity of infectious particles
generated by approximately 2-fold, but the resulting viruses were over 10-fold more
sensitive to cross-neutralization (Fig. 2). This data is the first to indicate that apoE is not
only important for virus production and infection, but also plays a key role in nAb
escape.

Cell-to-cell transmission has been proposed as a mechanism to avoid nAbs through
propagation of the virus without entering the intravascular compartment (15); (16). To
investigate whether apoE association is relevant in cell-to-cell transmission, we used an
anti-apoE antibody (1D7) that binds the low-density lipoprotein receptor (LDLr)-binding
domain of apoE (17), and compared cell-to-cell transmission of VL:JFH1 and Jc1, since
these variants have different TRL association (Fig.1A). Cell-to-cell transmission of Jcl
demonstrated an approximately 3-fold higher capacity than that of VL:JFH1 in this
assay (Fig. 3A). While the anti-apoE antibody (1D7), did not affect cell-to-cell spread,
antibodies recognizing HCV entry factor CD81 (18) dramatically inhibited 70-80% of
cell-to-cell transmission of both Jc1 and VL:JFH1 (Fig. 3A,B). We observed the lack of
effect of 1D7 in cell-to-cell transmission despite its capacity to highly inhibit extracellular
transmission (Fig. 3C). These data indicate that antibody-mediated interference of apoE
predominantly plays a role in extracellular transmission. However, we cannot exclude
that other apoE epitopes, domains or other apolipoproteins not targeted by anti-apoE
1D7 may be involved cell-to-cell transmission.

To determine if apoE association is an aspect of quasispecies evolution, we
investigated the role of a previously identified residue from a variant that alters nAb

sensitivity (11). Our previous studies identified residue 447 as important in the escape
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phenotype due to altered CD81 usage (11). This residue maps to a putative linking
region between domain | and domain Il of E2 (Supplementary Figure 2) (19). Indeed, a
prominent pre-transplantation variant absent in the post-transplantation infection, variant
A (VA), has leucine rather than phenylalanine at position 447, rendering it both sensitive
to neutralization and less dependent on CD81 for cell entry (11). Introducing this
mutation into VL:JFH1 with 447L revealed To determine if these mutants utilize apoE
differently, we tested the modulating effect of the 1D7 anti-apoE antibody in infection.
Interestingly, the VL:JFH1 strain was efficiently neutralized by 1D7, while the 447L and
447A mutants were at least 3-fold less sensitive to neutralization by this antibody (Fig.
4A). In contrast, antibodies 3H1 and 6C5 that bind the N- and C-terminal regions of
apoE, respectively (17), did not inhibit HCV infection (data not shown). These data
indicate that apoE utilization is more extensive in the VL variant as compared to the 447
mutants.

To determine if this observation might be due to altered apoE association of the
virus particles, we immunoprecipitated HCVcc with either non-specific mouse IgG or
with each of the three anti-apoE antibodies 1D7, 3H1, or 6C5. Interestingly, all three
apoE recognizing antibodies were at least 2.5-fold more effective at precipitating the
VL:JFH1 than the 447 mutants (Fig. 4B), quantitatively indicating a more robust
association of the escape variant with apoE. Taken together, our data indicate that
apokE utilization for infection is a virus-associated factor that, along with altered host cell
receptor usage (11), shapes the evolution of HCV quasispecies for transmission. While

previous studies have suggested a role of HVR1 (20), and E2 residue 451 in HCV-TRL
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interactions (21), our results identify a previously undiscovered E2 determinant that links
nAb escape and apoE dependency with apoE association of HCV particles.
DISCUSSION

Collectively, our results identify a new paradigm for viral evasion and persistence.
We provide arresting conclusions that TRL and apoE specifically are key mediators of
nAb escape, an important consideration since effective vaccine design is based on
eliciting nAbs (2). It has long been known that HCV associates with TRL in patient
serum and relies on elements of very-low density lipoprotein (VLDL) assembly,
including apoE in production of infectious particles (6, 7, 22). Evidence indicates that
apoE, along with apoAl and apoB are part of HCV particles (7, 23). While it has been
postulated that this virus-host interaction may play a role in immune evasion (6), only
preliminary evidence has been obtained to support this hypothesis (21, 24). Here, by
using functional proof-of-concept studies, multiple techniques, and patient-derived HCV
strains and antibodies, we define that apoE contributes to viral evasion and thus,
persistent infection. More than 90% of circulating apoE is hepatically derived; it stands
to reason that HCV has adapted this host factor to conceal its epitopes (25). Similar to a
very recently published study that demonstrated that hepatitis A virus uses membrane
components to generate an alternate form to evade antibody responses (26), our data
indicate that HCV has evolved distinct mechanisms to exploit host cell-derived
components to establish persistent infection.

The discovery of virus-apoE interactions as a unique mechanism of viral evasion has
important implications both for viral pathogenesis and for the development of

immunotherapies and vaccines. Indeed, our data give rise to renewed hope by

10



suggesting that the next generation of immunopreventive approaches and vaccine
candidates based on identifying novel epitopes that integrate both viral and lipoprotein
components and render HCV detectable by the humoral response. While this new
approach may prove effective, caution to avoid eliciting self-recognizing antibodies

against apoE is necessary.
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MATERIALS AND METHODS

Patient samples

Serum samples from patients with chronic HCV infection were obtained with informed
consent and approval from the Strasbourg University Hospital Institutional Review

Board (ClinicalTrial.gov Identifiers NCT00638144 and NCT00213707).

Cells and reagents

Huh7.5.1 and Huh7.5 GFP cells were cultured as described (27). Mouse monoclonal
anti-apoE (ab8226) and anti-beta actin (ab1906) for immunoblot were obtained from
Abcam. Mouse monoclonal anti-apoE (1D7, 3H1, 6C5), rat monoclonal anti-CD81 (QV-
6A8-F2-C4), and mouse monoclonal anti-E2 antibody (AP33) have been described (10,
17, 18). Sheep anti-NS5A was provided by M. Harris (28). Human anti-E2 AR3B was

provided by M. Law (29).

HCVcc production, infection and neutralization

Plasmids for cell culture derived HCV (HCVcc) production of VL:JFH1 (genotype 1b/2a),
Jcl (2a/2a), JFH1 (2a) have been described (11, 12, 30). HCVcc were produced as
described (12) and infectivity was measured by determining the tissue culture infectious
dose 50% (TCIDsp) (31). HCVcc neutralization using patient-derived serum and
antibodies was performed as described (11). Silencing of apoE expression and

immunoblotting in HCV producer cells were performed as described (22).

Quantification of HCV particle buoyant density distribution

12
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HCVcc virus was concentrated 10-fold using a Vivaspin column (GE Healthcare).
Density distributions of infectious HCVcc were determined by overlaying 0.5 ml of
culture media on a 5 ml, 4-40% iodixanol step gradient, and ultracentrifuging samples
for 16h at 40,000 rpm on a SW-55 rotor (Beckman Coulter). 625 pl fractions were
carefully harvested from the top of each tube, and density was determined by weighing
0.5 ml of each fraction. Each fraction was assayed for infectivity by TCIDs, by detecting

NS5A as described (31) or for RNA distribution by gRT-PCR as described (22, 27).

HCV cell-to-cell transmission

HCV cell-to-cell transmission was assessed as described (Lupberger et al., 2011; (32).
Producer Huh7.5.1 cells were electroporated with Jc1 RNA or VL:JFH RNA. Medium
was changed 4h post-electroporation. 24h post-electroporation, medium was again
changed and naive target Huh7.5-GFP cells were added concomitantly with neutralizing
antibody AP33 (10 pg/mL) to block cell-free transmission. For analysis of the role of
virus and host cell factors, cells were incubated with 10 pg/ml of either control I1gG, anti-
CD81 (QV-6A8-F2-C4), or anti-apoE (1D7). 72h post-electroporation, cells were fixed
with paraformaldehyde, stained with an anti-E2 (AR3B) antibody and analyzed via flow

cytometry.

Immunoprecipitation, RNA extraction and qRT-PCR
HCVcc virus was concentrated 10-fold from cell supernatants using a Vivaspin column
(GE Healthcare). Immunoprecipitation was performed using 5 pug of normal mouse IgG

(Invitrogen, Saint Aubin, France), anti-E2 (AP33) and anti-apoE (1D7, 3H1, 6C5)

13
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antibodies as described (10, 17). After 30 min incubation, 5 pg rabbit anti-mouse was
added for an additional 30 min, followed by addition of 20 pl Protein A/G PLUS-agarose
beads (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). HCV RNA was extracted
using the RNeasy Qiagen kit (Courtaboeuf, France) and gRT-PCR was performed as

described (22, 27).

Statistics

Data sets were determined to be by paired t test.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. VL:JFH1 in low-density fractions is capable of escaping neutralizing
antibodies. HCVcc produced from cells transfected with either Jc1 or VL:JFH1 HCV
RNA was fractionated using iodixanol density gradient ultracentrifugation. Each fraction
was assayed for infectivity by end point dilution assay (TCIDso/mL). (A) The mean
percentage of infectivity of viruses for each fraction from three independent experiments
is represented by blue lines with circles (VL:JFH1), black lines with squares (Jcl) and
error bars represent + SEM. (B) Summarized data of percentage of infectivity below
1.05 g/ml £ SEM is shown for three independent experiments. (C) VL:JFH1 HCVcc in
different density gradient fractions were tested for neutralization by incubating with
either serum from a patient with genotype 1b or 3a HCV infection or with serum from a
non-infected patient as a control at dilution 1/400. Results are expressed as the mean
percentage of infectivity relative to the fraction incubated with control serum for three
independent experiments + SEM. Significant differences between fractions are noted by

brackets. * P<0.05

Figure 2. Genetic knockdown of apoE sensitizes HCV to neutralization. Huh7.5.1
cells were either electroporated with VL:JFH1 RNA alone (VL), or VL:JFH1 RNA co-
electroporated with either scrambled siRNA (siCTRL) or siRNA targeting apoE mRNA
(siapoE). Cell culture media were replaced 4h and 24h post electroporation and media
were collected 72h post electroporation. ApoE knockdown was confirmed 72h post
electroporation by immunoblotting (lower panel); actin was detected as loading control.

Results of neutralization assay of viruses produced from these cells using indicated
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dilutions of serum from a patient infected with a genotype 1 virus is shown in the top
panel. Results are expressed as logip (TCIDso/ml). Means + SEM from three

experiments are shown.

Figure 3. ApoE and cell-to-cell transmission of HCV. (A) Interference of cell-to-cell
transmission of Jcl and VL:JFH1 by anti-apoE antibody 1D7, non-specific IgG as a
negative control (Ctrl), or anti-CD81 as a positive control was tested (18). For cell-to-cell
transmission, GFP-expressing naive target cells were co-cultured with cells containing
HCV with neutralizing antibody AP33. Representative results of FACS analysis are
shown. The quantity of positively stained cells for HCV E2 (y axis), and GFP labeled
target cells (x axis) are represented. (B) Histogram of cell-to-cell transmission for Jcl
and VL:JFH1 summarized from three independent experiments performed in duplicate
is shown. Values represent percentage of cell-to-cell transmission relative to control. *
P<0.01 (C) The capacity of antibodies to inhibit infection was tested by inoculation of
naive Huh7.5.1 cells with HCV in the presence of antibodies specified below the plot.
Values were normalized to those obtained with non-specific 1IgG (Ctrl). Means = SD

from three experiments are shown. * P<0.01

Figure 4. Envelope glycoprotein E2 residue 447 alters escape from nAbs through
modulation of apoE-HCV interactions. (A) F447L or F447A was introduced into
VL:JFH1 HCVcc by site-directed mutagenesis. HCVcc were incubated with 1D7, which
targets the LDLr-binding domain of apoE, at serial dilutions or with control IgG (Ctrl)
prior to infection of Huh7.5.1 cells. Infectivity was assessed by TCIDs,. Results are

expressed as percentage infectivity relative to Ctrl. Means + SEM from three
21



experiments are shown. * P<0.05 (D) HCVcc derived from strain VL; F447L from strain
VA, or F447A were immunoprecipitated using IgG control (Ctrl), or three different anti-
apoE Abs (1D7, 3H1, 6C5). HCV RNA was extracted from precipitates and quantified by
gRT-PCR. Results are expressed as fold of increase relative to HCV RNA

immunoprecipitated with IgG control antibody from two independent experiments.
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. S1. Distribution of HCV RNA and apolipoproteins by density gradient.
Fractions from supernatants of Jc1 and VL:JFH transfected cells from Fig. 1
were analyzed for HCV RNA (S1A) by gRT-PCR, and for apolipoprotein
content (S1B) by immunoblotting with antibodies recognizing apoB, apoE, and

apoAl, respectively.
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(green); E2 domains according to (Krey et al., 2010) are depicted in red (Dl),
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H77(GenBank#: AAB67038.1). Analyzed mutations are shown.
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Etude des facteurs viraux et cellulaires impliqués dans I'échappement du virus de

I'hépatite C au cours de la transplantation hépatique

La cirrhose et le carcinome hépatocellulaire liés au virus de I'hépatite C (HCV) sont des
indications majeures de transplantation hépatique. La réinfection du greffon par le HCV est
systématique et sans moyen de prévention. Les mécanismes par lesquels le virus échappe au
systéme immunitaire afin de réinfecter le greffon sont mal connus. Ce travail de thése a permis
d’identifier de nouveaux mécanismes et des déterminants clés impliqués dans la persistance
virale. Nous avons identifié que I'utilisation des facteurs d’entrée cellulaires par le HCV évolue
simultanément avec ses capacités d’échappement aux nAbs, et démontré qu’apoE est un
composant clé des lipoparticules virales intervenant dans la persistance du HCV.
L’identification de nouveaux facteurs viraux et cellulaires impliqués dans I'échappement viral,
apporte de nouvelles perspectives dans le développement de nouvelles stratégies de
prévention de la réinfection ainsi que dans le développement d’un vaccin prophylactique.

Mots-clés : Hépatite C, transplantation, persistance, lipoprotéine

Hepatitis C virus (HCV)-cirrhosis and HCC are leading indications for liver transplantation.
Reinfection of the liver graft is universal and no way of prevention exists. Mechanisms
employed by HCV to evade the immune system and reinfect the liver graft are unknown. This
thesis work identified new mechanisms and key determinants involved in viral persistence. We
identified a novel clinically and therapeutically important mechanism of viral evasion, where
coevolution simultaneously occurs between cellular entry factor use and escape from
neutralization. We also discovered that virus-apoE interaction is unique mechanism of viral
evasion from neutralizing antibodies. Identification of new viral and host factors involved in
viral escape paves the way in the development of new prevention strategies and prophylactic
vaccine.

Keywords: Hepatitis C, transplantation, persistence, lipoprotein
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