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I. L’hépatite C

1. Il était une fois : de la description de la jaunisse a la découverte des virus

des hépatites

La jaunisse est un mal facilement identifiable par le changement de couleur de la peau et
des yeux. Depuis des milliers d’années, 'Homme a cherché a déterminer les causes de ces
modifications physiologiques qui peuvent étre soignées chez I'adulte mais qui sont souvent fatales
chez le nouveau-né et I’'homme agé. Ainsi on retrouve des descriptions de la coloration jaune de la
peau et des yeux, provenant de I'accumulation dans les tissus de bilirubine, sur des tablettes d’argile
écrites par des médecins sumériens et datant de 3000 ans avant J-C (Payen, 2009). Le Professeur
Labat traduisit difficilement les textes de ces tablettes et parvint a retrouver la description de
plusieurs maladies : « La jaunisse : si son corps est jaune, son visage jaune, ses yeux jaunes, si ses
chairs deviennent flasques, c’est la jaunisse » (Thorwald, 1962). En ce temps-la, ’homme malade
était considéré comme soumis aux forces occultes d’un démon. Dans le cas de la jaunisse, le démon
en cause était Ahhazu. En 400 avant J-C, Hyppocrate révolutionna la médecine moderne en excluant
I"origine divine des maladies. Il décrivit la théorie des quatre humeurs, le sang, la bile (bile jaune),
I’atrabile (bile noire) et la pituite (ou phlegme). Les humeurs circuleraient dans le corps et le
déséquilibre de ces humeurs provoquerait la maladie.

C'est au XIX®™Me siécle que deux types d’hépatites furent différenciés. L’hépatite
épidémique, ou hépatite des camps, qui fut décrite pour la premiere fois par le Dr Martin Lang en
1791, était attribuée aux mauvaises conditions d’hygiéne, a la malnutrition, ainsi qu’a la tristesse.
L’hépatite sérique quant a elle fut décrite en 1883 et faisait suite a des vaccinations contre la variole.
En effet, un lot particulier de vaccin composé de lymphe humaine glycérinée provoquait la jaunisse
chez les patients vaccinés. Avec le recul, nous savons aujourd’hui que les virus responsables des
hépatites pouvaient se trouver dans le vaccin ou dans le sang pendant la vaccination bras a bras. En
1947, 'existence d’un virus était supposée. Le Dr Mac Callum proposa alors de différencier I'hépatite
A, hépatite épidémique a incubation courte transmise par voie oro-fécale, de I’'hépatite B qui se

caractérise par une incubation longue transmise par le sang (hépatite des 100 jours) (Payen, 2002).
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C’est en 1966 que le premier virus causant des hépatites fut décrit. En effet, I'équipe du Dr
Baruch Blumberg découvrit un antigéne spécifique dans le sérum d’un aborigéne australien,
également retrouvé chez les patients souffrant d’hépatite ayant regu un grand nombre de
transfusions ou sous dialyse (Alter and Blumberg, 1966). Cet antigéne, appelé antigéne australien,
fut décrit quelques années plus tard comme I'antigéne HBs correspondant a la protéine de surface
du virus de I'hépatite B (HBV). Par la suite, d’autres antigénes furent déterminés par microscopie
électronique sur des échantillons de sang de malades. Ainsi, des particules « en cocarde » de 42 nm
de diametre (les particules de Dane) furent observées avec une région plus dense de 28 nm de
diametre correspondant a la capside, I'antigéne HBc (Almeida et al., 1971). Enfin, en 1972, le 3éme
antigéne (HBe) fut décrit par les Drs Mac Magnius et Epsmark (Magnius and Espmark, 1972).

L’étude approfondie du virus de I'hépatite B par le Dr Mario Rizzetto permit de mettre en
évidence un tout nouvel antigene observé dans les noyaux des hépatocytes de certains patients,
I"antigéne delta. En fait, il s’agit de I'antigéne d'un petit virus défectif qui utilise I’enveloppe du HBV.
Il fut appelé virus de I'hépatite D (Rizzetto, 1983).

Suite a la découverte d’un virus responsable des hépatites, d’autres équipes se sont
focalisées sur I'identification d’autres virus qui ciblent le foie. Ainsi, en 1973, le Dr Stephen Feinstone
observa le virus de I’'hépatite A par microscopie électronique en présence d’anticorps de malades.
Il observa quelque chose de semblable a un virus détecté dans la matiere fécale de patients en phase
aigué d’hépatite. En 1975, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) reconnut I'appellation HAV

(Hepatitis A virus, HAV) pour ces particules virales (Payen, 2003a).

° De I’hépatite non A non B a la découverte de I'hépatite Cet E

Durant la deuxiéme partie du XX®™e siécle, avec le développement des transfusions
sanguines et de la toxicomanie par voie intraveineuse, une nouvelle épidémie d’hépatite fit son
apparition. Aucun des marqueurs viraux connus a ce moment-la ne permettait de déterminer le
virus responsable de ces épidémies d’ou son appellation jusqu’en 1989 d’hépatite non A non B. C'est
seulement a la fin des années 1980 que les Drs Houghton, Choo et Kuo en collaboration avec le Dr
Bradley développérent une nouvelle technique de clonage moléculaire pour identifier le pathogéne
inconnu. L’existence du virus fut confirmée en 1988 par le Dr Alter dans le sérum de patients atteints

d’hépatite non A non B (Choo et al., 1989) et le virus fut appelé virus de I'hépatite C (HCV).
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L'hépatite E quant a elle fut étudiée a partir d’échantillons de sérum prélevés sur des
patients durant une épidémie d’hépatite aigué en Inde en 1955. En effet, des inondations dues a la
saison des pluies on fait déborder les égouts de New Delhi, ce qui contamina I'eau potable de la
ville. L'épidémie ressemblait aux épidémies d’hépatite A, mais semblait plus dangereuse chez les
femmes enceintes qui développaient des hépatites fulminantes. Cependant, la prévalence des
anticorps anti-HA étant tres élevée, il paraissait peu probable que I'épidémie soit due au HAV. Le
virus ne fut identifié qu’en 1989, grace au développement de modeéle animal. L’hépatite non A non

B endémique fut attribuée a un nouveau virus, le virus de I’hépatite E (HEV) (Payen, 2003b).

2. Prévalence

Le HCV possede une grande diversité génétique, caractérisée par une variation de la
prévalence génotypique dans les différentes régions du monde. Aujourd’hui, on compte plus de
185 millions de personnes infectées par le HCV. Le génotype 1 est le plus répandu dans le monde
avec 83,4 millions de personnes infectées représentant 46,2 % du nombre total de patients
diagnostiqués. Le tiers de ces infections se situe en Asie de I'Est. Le génotype 3 est le deuxiéme
génotype le plus répandu au monde avec 54,3 millions de personnes diagnostiquées ce qui
représente 30,1 % du nombre total de patients infectés. Les génotypes 2, 4 et 6 sont responsables
de 22,8 % des cas alors que le génotype 5 représente moins de 1 % de la population infectée (Figure
1) (Messina et al., 2015).

On retrouve les génotypes 1 et 3 dans les pays du Nord économique, alors que les
génotypes 4 et 5 sont plus répandus dans les pays en voie de développement. Plus précisément,
deux types de virus sont différenciés : les sous-types épidémiques, qui sont présents partout dans
le monde en grande proportion tels que les génotypes 1a, 1lb, 2a, et 3a; et des sous-types
endémiques qui sont plus rares et circulent pendant une longue période dans des régions
restreintes. On retrouve ainsi les génotypes 1 et 2 en Afrique de I'Ouest ; le génotype 3 en Asie du

Sud ; le génotype 4 en Centre-Afrique et Moyen-Orient ; le génotype 5 en Afrique du Sud ; et le
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génotype 6 au Sud-Est de I’Asie. A ce jour, le génotype 7 n’a été observé qu’au Canada chez un

immigrant d’origine Centre-Africaine (Figure 1) (Messina et al., 2015).

Hm«meﬁsva Pagific
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Figure 1: Prévalence mondiale de chacun des génotypes du HCV. La taille des cercles est
proportionnelles au nombre de personnes séropositive au HCV dans la région d’intérét. (d’aprés (Messina
et alet al., 2015))

Il est important d’évoquer le cas de I'Egypte pour laquelle la prévalence du génotype 4a
a trés fortement augmenté au cours du XX®™e siécle. En effet, le taux de la population infectée est
de 20 %, avec plus de 90 % des patients atteints par le génotype 4, surpassant toutes les données
des autres pays. Ce taux de patients touchés par le HCV est dl a une campagne de vaccination
contre la bilharziose, un parasite endémique trés présent dans les régions autour du Nil. En effet,
entre 1960 et 1970, tous les enfants de 5 a 20 ans furent traités systématiquement avec 16
injections intraveineuses de sel d’antimoine, espacées d’une semaine. Les aiguilles et seringues
n‘ont pas été suffisamment stérilisées et de nombreux enfants furent contaminés par le HCV

(Frank et al., 2000).

3. Mode de transmission
Le HCV se transmet essentiellement par voie parentérale. Il ne se transmet ni par le lait
maternel, ni le partage de nourriture, ni la salive (OMS, Avril 2014). Avant les années 1980, la

majorité des contaminations étaient dues a des transfusions sanguines avec un sang contaminé
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ou a du matériel médical souillé ou mal stérilisé. En effet, avant le dépistage systématique des
poches de sang, le risque de transmettre le virus par transfusion était de 0,45 % par acte (Donahue
et al., 1992). Le risque de contamination par transfusion sanguine reste aujourd’hui de 1 pour 7,7
millions de dons (www.hepatites-info-service.org). La transmission du virus par voie sexuelle est
possible mais reste minoritaire. Elle peut étre favorisée lors de co-infection par le HIV (Virus
d’'Immunodéficience Humaine) ou des MST (Maladies Sexuellement Transmissibles).

Aujourd’hui, la majorité des nouvelles contaminations dans les pays occidentaux est due
au partage de matériel lors de |'utilisation de drogues par voie intraveineuse (partage de seringue,
cuilléres, filtre, eau, coton, tampon) ou par voie nasale (partage de la paille) (www.hepatites-info-
service.org). Cependant, les moyens de prévention contre le HIV, la meilleure prise en charge des
toxicomanes ainsi que I'ouverture de « salles de consommation a moindre risque » permettent de
limiter la propagation du HCV ainsi que de nombreux autres virus.

La contamination de la mere a I'enfant est de 5 % en France. Elle dépend de la charge
virale de la mere et le risque est accru en cas de co-infection HIV-HCV. Les nouveau-nés contaminés

arrivent a éliminer le virus dans 40 % des cas (www.hepatites-info-service.org).

4. Physiopathologie

a. Description du foie

Le foie est I'organe le plus volumineux du corps humain et fait partie du systeme digestif. Il
est composé a 80 % d’hépatocytes qui se regroupent en lobules. Les lobules de forme hexagonale
sont limités par des septa de tissu collagénique. Les hépatocytes sont des cellules polarisées qui
ont une face exposée au sang, séparées par un endothélium, et forment le canal biliaire sur leur
face opposée par accolement entre leurs membranes. Le foie est également composé de canaux
biliaires (qui transportent la bile produite par les hépatocytes) et sont composés des
cholangiocytes (des cellules stellaires responsables de la matrice extracellulaire) et des cellules de
Kupffer, les macrophages circulant dans le foie (Figure2) (Si-Tayeb et al., 2010).

Le foie assure trois fonctions : épuration, synthese et stockage. La majeure partie des
fonctions hépatiques est assurée par les hépatocytes. En effet, cet organe est capable de stocker

de nombreuses substances telles que la vitamine B12, le fer et le cuivre. De plus, il a un role
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important dans la régulation de la glycémie. En effet, le foie intervient dans le métabolisme des
glucides en dégradant l'insuline, en produisant du glucose via les voies de néoglucogeneése, de
glycogénolyse ou en stockant le glucose via la glycogénogenese. Il intervient également dans la
métabolisation (le métabolisme) des lipides en les produisant via les voies de synthése du
cholestérol, des triglycérides et des lipoprotéines, et de dégradation du cholestérol en acide
biliaire. Le foie a également un role dans ’lhoméostasie sanguine en dégradant les hématies et
leucocytes trop vieux, par la synthéese de tous les facteurs de coagulation (sauf le facteur VIII), mais
également la transformation de la bilirubine (produite par la destruction des globules rouges dans
la rate et qui est toxique) en bilirubine conjuguée (qui est non toxique). Enfin, le foie a une fonction
détoxifiante. En effet, il va éliminer les toxines présentes dans le sang ainsi que les médicaments.

Il convertit également 'ammoniac en urée.

Foie Carcinome B Foie sain
Cirrhotique hépatocellulaire

Foie sain — » Foielésé

Tissus sain - 5 Tissus fibreux

Figure 2 : Evolution des lésions tissulaires lors d’une infection chronique par le HCV aboutissant au
développement du HCC. A) Dessin représentant la comparaison du foie lors des stades sain, cirrhose et
HCC (d’aprés http://medicscientist.com). B) Schéma représentant I’évolution de I'organisation des cellules
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au sein du tissu hépatique lors du développement de la fibrose sévere (d’aprés (Friedman, 2000)). C)
Observation microscopique de I'évolution du tissu hépatique lors du développement de la fibrose et de la
cirrhose (d’aprés http://hepcbc.ca).

b. Les hépatocytes : cible des virus des hépatites

Les hépatocytes sont les cellules-cibles des virus HAV, HBV, HCV, HDV et HEV. L’hépatite
C est une maladie a évolution lente. La phase aigué de la maladie est le plus souvent
asymptomatique. Au bout de 6 mois on parle d'hépatite chronique qui peut durer plus de 25 ans.
La chronicité de I’hépatite virale peut conduire dans 10 a 20 % des cas a une fibrose qui peut
évoluer en cirrhose hépatique, puis dans 5 % des cas en carcinome hépatocellulaire (HCC) (Figure
3).

¢. Phase aigué

La phase aigué correspond aux premiers mois suivant I'infection du patient par le HCV.
Etant souvent une phase d’incubation virale asymptomatique, l'infection par le HCV reste
aujourd’hui difficile a diagnostiquer. Cependant, les premiéres semaines suivant I'infection sont
caractérisées par un taux élevé de transaminases hépatiques (ALAT ASAT). Lorsque la phase aigué
est symptomatique, on retrouve 2 a 12 semaines aprées |'infection des symptomes partagés avec
les autres hépatites virales comme une anorexie, des urines sombres, une dyspepsie, et
I'augmentation de la taille du foie (hépatomégalie), pouvant dans de rares cas aller jusqu’au
développement d’une jaunisse (Orland et al., 2001). Ces symptomes peuvent également étre dus
a la réactivation d’une hépatite C chronique. Des cas tres rares d’hépatite C fulminante ont été
décrits. Elle est mortelle dans 80 % des cas, si le patient n’est pas transplanté rapidement.

Comme évoqué précédemment, I’hépatite C peut guérir spontanément dans 50 % des cas
pour les hépatites symptomatiques et 10 % pour les hépatites asymptomatiques dans les 6 mois
suivant I'infection virale. En effet, une réponse immunitaire efficace permet de lutter contre le
HCV. Cependant, dans la majorité des cas, le HCV est capable d'échapper aux réponses

immunitaires de I'h6te et I’hépatite C évolue vers la chronicité (Zeisel et al., 2008).
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d. Phase chronique

L'hépatite C devient chronique dans 80 % des cas (Figure 3). Elle fait suite a la phase aigué
et est définie par la présence d’ARN viral détectable dans le sang 6 mois apres l'initiation de
I'infection. L’évolution de I’hépatite aigué en hépatite chronique dépend de nombreux facteurs
génétiques et environnementaux (Westbrook and Dusheiko, 2014). Par exemple, I'hépatite
chronique progresse de facon plus rapide chez ’lhomme de plus de 40 ans et chez les patients qui
consomment de I'alcool. L’hépatite chronique reste asymptomatique dans la majeure partie des
cas mais peut également s’accompagner de symptOmes extra-hépatiques tels qu’une
néphropathie, des pathologies liées a la thyroide ou encore une cryoglobulinémie.

L'inflammation du foie due a I'infection chronique par le HCV entraine la formation de tissus
cicatriciels constitués de matrice extracellulaire et conduit a I'apparition de la fibrose (Figure 2).
Différentes techniques permettent d’évaluer I'atteinte hépatique, telles que le fibroscan ou la
biopsie hépatique. Ces techniques permettent de déterminer le score METAVIR qui associe un
score qui caractérise les lésions de la fibrose (de FO pour le foie sain a F4 pour le foie gravement
atteint) a un score d’Activité (de A0 a A3) qui permet d'évaluer la gravité de I'atteinte hépatique
(Tableau 1) (Halfon et al., 2004). Le score METAVIR est utilisé pour déterminer la stratégie
thérapeutique a adopter en fonction de I'état du foie, et de I’évolution de la pathologie.

L’hépatite chronique évolue vers une cirrhose du foie chez 16 % des patients 20 ans apres
I'infection et chez 41 % des patients 30 ans aprés l'infection. Enfin, 30 ans apres l'infection, 5 %
des patients développent un HCC (Westbrook and Dusheiko, 2014). En effet, 25 % des HCC dans le
monde sont dus a I'infection par le HCV. Ce taux est de 50 % en Europe et en Amérique du Nord
et atteint 80 % au Japon. Le nombre important de HCC ainsi que de cirrhoses fait de I’hépatite C la
cause majeure de transplantation hépatique dans le monde (Perz et al., 2006). Enfin, 3 a 6 % des
patients ont un risque de développer une décompensation hépatique (hémorragie viscérale,
encéphalopathie). En cas de décompensation, le risque de décés du patient dans I'année est de 15

a 20 % (Westbrook and Dusheiko, 2014).
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Activité (Nécrose

etinflammation) Fibrose
Absente AO FO
Minime Al F1
Modérée A2 F2
Sévere A3 F3
Cirrhose F4

Tableau 1 : Le score METAVIR permet de déterminer I’état d’avancement de la fibrose chez le patient
(adapté de http://www.soshepatites.org).

[ Exposition au HCV }

l

I
+ i

B [

25-52%1 48-75%1 1 85-90% l 10-15%

[ Guérison spontanée ] [ Guérison spontanée ]

Figure 3 : Evolution de 'infection par le HCV (adapté de (Gupta et al., 2014)).



Introduction

Sans Interféron Sofosbuart plus daclataswir® Paritaprevirt
Sofoshuvirt plus simeprevir s Ombitasvir’ 7 Sofeshuvir:
#rbavinn Dasabuvir! + ribavirin G55816°
Sofosbuvirt Sofoshuwirt Asunapravirt ? Grazoprevirf
plusbavirin Ledipasvic Daclatasvir* Flbasvic*
l sribavidn | | | Beclabuvirt 4 ribavirin | plus ME36821 |
2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Juillet - Janvier — Juillet- Janvier — Juillet- Janvier — Juillet- Janvier — Juillet- Janvier — Juillet- Janvier — Juillet-
Décembre Juin  Décembre Juin  Décembre Juin  Décembre Juin  Décembre Juin  Décembre Juin  Décembre

Figure 4 : Traitements utilisés pour lutter contre le HCV en 2015 et prévisions jusqu’en 2017 pour les
traitements en voie d’étre approuvés. *Inhibiteur de NS5A tInhibiteur de NS5B FInhibiteur de protéase

(d’apres (Webster et al., 2015).

5. Traitements

Différents traitements ont été développés au cours des dix derniéres années. Il est a noter
que les patients atteints de cirrhose développent plus souvent des complications associées aux
lésions du foie, et répondent globalement moins bien a tous les traitements mis en place (pour
revue (Webster et al., 2015). Depuis 5 ans, de nombreuses nouvelles molécules permettent de

lutter efficacement contre tous les génotypes chez la majorité des patients traités (Figure 4).

a. Les premiers traitements a base d’interféron

Le premier traitement mis en place pour lutter contre l'infection par le HCV était
I'interféron (IFN) pegylé (interféron associé une molécule de polyéthyléne glycol) associé a la
ribavirine. Linterféron permet de stimuler la réponse immunitaire antivirale du patient. La

ribavirine quant a elle est un analogue nucléosidique de la guanosine, qui porte en 3’ un
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groupement OH qui bloque la réplication virale. La ribavirine est utilisée pour lutter contre de
nombreux virus a ARN ou ADN tels que le HIV, le HBV ou encore le virus de Lassa. L'usage de
I'interféron associé a la ribavirine permet d’atteindre un taux de SVR (réponse virologique
soutenue) de 55 %. La SVR permet de caractériser |’efficacité du traitement et correspond a la non
détection de I’ARN viral pendant 6 mois apres la fin du traitement (Fried et al., 2002; McHutchison
et al., 1998). Cependant, le traitement par I'interféron cause de nombreux effets secondaires trés
contraignants pour le patient. En effet, I'interféron cause nausées, migraines, maux de téte,
anorexies, dépressions et symptomes grippaux. D’autre part, la bithérapie basée sur I'interféron
et la ribavirine n’est pas tres efficace sur les génotypes 1, 4, 5 et 6 ; alors qu’elle guérit dans 80 %

des cas les hépatites chroniques liées aux génotypes 2 et 3.

b. Le développement des molécules ciblant le virus

D’autres molécules antivirales contre le HCV ont été développées ces derniéres années. Les
DAA (direct-acting antiviral) ciblent les protéines essentielles a la réplication virale telles que la
polymérase NS5B, la protéase virale NS3/NS4A, ou encore la protéine NS5A. L'ensemble des

traitements disponibles est décrit dans le Tableau2.
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Durée du traitement

Génotype Etat du patient Traitement (semaines)
Siméprévir + IFNaPEG +Ribavirine 24 -48
Sofosbuvir + IFNaPEG + Ribavirine 12
Faldaprévir + IFNaPEG +Ribavirine 24 -48
Daclatasvirr +IFNaPEG +Ribavirine 24
Daclatasvirr + Asunaprevir + IFNaPEG +Ribavirine 24

Intoléranta I'lFN ou

1 . . Sofosbuvir + Ribavirine 24
pré-transplantation

ABT-450/r + Ombitasvir + Dasabuvir +/-Ribavirine 12
Sofosbuvir + Siméprévir +/-Ribavirine 12
Sofosbuvir + Fladaprévir +/-Ribavirine 12
Sofosbuvir + Daclatasvirr +/- Ribavirine 12-24
Sofosbuvir + Lédipasvir +/- Ribavirine 12-24
2 Sofosbuvir +Ribavirine 12-24
Sofosbuvir +IFNaPEG + Ribavirine 12
3 Sofosbuvir +Ribavirine 24
Sofosbuvir + Daclatasvirr +/-Ribavirine 12
Sofosbuvir +IFNaPEG + Ribavirine 12
Intoléranta I'lFN ou ) .
pré-transplantation Sofosbuvir +Ribavirine 24
a Siméprévir + IFNaPEG +Ribavirine 24 -48
Sofosbuvir +Siméprévir +/-Ribavirine 12
Sofosbuvir + Daclatasvirr +/- Ribavirine 12-24
Sofosbuvir + Lédipasvir +/-Ribavirine 12-24
Sofosbuvir +IFNaPEG +Ribavirine 12
5-6 Intoléranta I'IFN ou ) o
pré-transplantation Sofosbuvir +Ribavirine 24

Tableau 2 : Traitement des patients infectés chroniquement par le HCV. Les inhibiteurs de protéases sont
en bleu, les inhibiteurs de la polymérase virale sont en rose et les inhibiteurs de NS5A sont en orange. /r:

traitement accompagné de retinavir qui inhibe les inhibiteurs de protéases (d’aprés (Pawlotsky et al.,
2015)).
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Inhibiteurs de la protéase virale

Afin de lutter contre le génotype 1, des inhibiteurs de la protéase virale NS3/NS4A ont été
développés. En 2011, le télaprévir et le bocéprévir sont arrivés sur le marché. Ces deux molécules
ont permis d’augmenter de 75 % le taux de SVR. Ces molécules inhibent la maturation de la poly-
protéine virale en interagissant directement dans le site actif de la protéase virale (Pawlotsky et
al., 2015). Cependant, de nouveaux virus résistants sont rapidement apparus. Ces molécules sont
aujourd’hui utilisées dans le cadre de trithérapies en association avec l'interféron pegylé et la
ribavirine. En 2014, un nouvel inhibiteur a été approuvé par I’Agence nationale de sécurité du
médicament et des produits de santé (ANSM) ; le simepervir, qui agit efficacement contre les

génotypes 1, 2 et 4 (Rosenquist et al., 2014).

Inhibiteurs de la polymérase virale

Les premiers inhibiteurs développés ont été des analogues nucléosidiques. lls
fonctionnent comme la Ribavirine, et sont incorporés par la polymérase virale dans ’ARN néo-
synthétisé. L'incorporation de cet analogue va abroger la réplication virale et conduire a la
production d’ARN abortifs. Ainsi en 2014 a été développé le sofosbuvir. Cette molécule permet
d’atteindre un taux de SVR de 90 % pour la plupart des génotypes et chez les patients ayant

développé des fibroses séveres et des cirrhoses (Pawlotsky et al., 2015).

Les analogues non-nucléosidiques sont des molécules qui vont interagir dans un site autre
que le site actif de I'enzyme et induisent des changements conformationnels de I'enzyme

(Haudecoeur et al., 2013). Ils sont actuellement en phases d’essai clinique Il et 111

Inhibiteurs de NS5A

Les inhibiteurs de NS5A interagissent avec la protéine virale et inhibent son activité dans
la réplication, I'assemblage et la sécrétion des nouveaux virions (Pawlotsky et al., 2015).
Récemment, le daclatasvir a regu son autorisation temporaire d'utilisation (ATU) de cohorte. Il
permet de lutter efficacement contre les génotypes 1 et 4. Cependant, de nombreux virus

résistants apparaissent (Everson et al., 2014).
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Les autres cibles virales

D’autres cibles virales existent tels que les glycoprotéines E1 et E2. Ainsi, des anticorps
neutralisants ont été développés. Cependant, la grande variabilité des glycoprotéines d’enveloppe
permettant un échappement viral les rend trop inefficaces pour une potentielle application

clinique pour le moment (Zeisel et al., 2011).

c. Le développement des molécules ciblant I’hote

Le HCV est un virus soumis a un tropisme strict. En effet, il infecte principalement les
hépatocytes humains. Ce tropisme est di a des facteurs présents dans les cellules qui sont
essentielles aux différentes étapes du cycle viral. Ces facteurs de I'hote représentent des cibles

thérapeutiques intéressantes (Zeisel et al., 2013a).

Des anticorps spécifiques dirigés contre CD81 (Fofana et al., 2013; Meuleman et al., 2008),
claudine-1 (CLDN) (Fofana et al., 2010; Mailly et al., 2015) ou le scavenger receptor Bl (SR-BI)
(Meuleman et al., 2012; Zahid et al., 2013) ont été développés pour bloquer ces récepteurs
cellulaires et inhiber I'entrée du HCV. Ces molécules sont efficaces in vitro et in vivo dans un
modele de souris avec un foie chimérique, et pourraient avoir un intérét dans I'inhibition de la
réinfection du greffon qui est systématique. D’autres inhibiteurs dont I'efficacité in vitro et in vivo
a été prouvée récemment et qui pourraient étre intéressants pour lutter contre le HCV sont des
inhibiteurs de kinases (Epithelial Growth Factor-Receptor (EGFR) (Lupberger et al., 2011)). Suite a
I’étude in vitro, I’erlotinib, un inhibiteur de I'EGFR déja approuvé pour lutter contre le cancer et
caractérisé comme non-nocif pour I’homme, est actuellement en essai clinique de phase | pour la
lutte contre linfection chronique par le HCV (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/
NCT01835938).

Une autre cible cellulaire essentielle a la réplication virale est le micro-ARN (miR) cellulaire
miR-122. En effet, un antagoniste du miR-122, le miravirsen, est actuellement en phase Il d’essai
clinique. Les premiers résultats ont montré une diminution dose-dépendante du taux d’ARN viral
allant jusqu’a 3 log IU /ml. Les essais actuels testent I'efficacité du miravirsen associé a la

bithérapie interféron / ribavirine (Janssen et al., 2013; Ottosen et al., 2015).
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Participant également a la réplication de I’ARN viral, la cyclophiline A (CypA) est également
la cible de nouvelles thérapies. L'alisporivir est un agent capable d’interagir avec la poche
enzymatique hydrophobe de la CypA essentielle a la réplication virale (voir partie I1.3.e). En effet,
I'alisporivir inhibe de facon dose-répondante 'interaction entre la protéine virale NS5A (de tous
les génotypes) et le facteur cellulaire CypA. L’alisporivir est actuellement en essai clinique de phase
Il et présente une efficacité prometteuse chez les patients difficile a traiter pour un profil de

sécurité acceptable (www.debiopharm.com).

De nombreux autres facteurs de I'hote impliqués dans le cycle viral constituent des cibles
thérapeutiques potentielles et sont a différents stades de développement préclinique ou clinique

(pour revue (Zeisel et al., 2011, 2013b)).
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Il. Levirus de I'hépatite C

1. Classification

La famille des Flaviviridae se décompose en quatre genres (Figure 5). Les Flavivirus tels
que le virus de la dengue, le virus de la fievre jaune ou encore le virus du Nil occidental ; les
Pestivirus, dont les seuls spécimens décrits a ce jour infectent les mammiferes, comme le pestivirus
de I'antilope, de la girafe, le virus de la diarrhée virale bovine et les Pegivirus; et enfin les
Hepacivirus dont le représentant le plus connu est le HCV. Récemment d’autres virus appartenant
au genre des Hepacivirus ont étés décrits tel que I’"hépacivirus canin (CHV) et le virus GB-B (GBV-
B) (Burbelo et al., 2012). Les membres de la famille des Flaviviridae ont un génome a ARN simple
brin de polarité positive non-segmenté d’une taille allant de 9 a 12 Kb. lls possedent une enveloppe
sphérique de 40 a 60 nm de diamétre.

La diversité du HCV est due a sa polymérase qui ne posséde pas d’activité correctrice et qui a
une probabilité d’incorporer une erreur par nucléotide et par réplication de 10", D’autre part, des
recombinaisons intra- et inter-génotypiques sont décrites comme favorisant la variabilité des virus
(Figure 5b). De plus, le virus se présente sous forme de quasi-espéces (Jackowiak et al., 2014). Une
quasi-espéce est un ensemble de variant viraux qui sont étroitement apparentés mais
génétiquement divergents au sein d’'un méme hote. Cette population de virus contient
généralement un variant principal ou majoritaire qui est entouré par de nombreux mutants ou

variants minoritaires (Jackowiak et al., 2014).
2. Description

Le HCV est un virus enveloppé de 40 nm de diamétre. Son génome est constitué d’'une
molécule d’ARN de polarité positive (Figure 6). L'ARN génomique interagit au sein de la particule
virale avec la protéine core. Cette protéine virale est située dans la nucléocapside qui est elle-
méme enveloppée au sein d’une membrane lipidique appelée I'enveloppe. On retrouve les
glycoprotéines virales E1 et E2 ancrées dans I’enveloppe. D’autre part, des protéines de I’h6te sont
associées aux virions telles que les apolipoprotéines E, B, A1, C1, C2, ou encore C3. La composition

lipidique des virions ressemble a celle des VLDL et LDL (pour revue Dubuisson and Cosset, 2014).
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Dans le sang, les particules virales sont retrouvées associées a des lipoprotéines. Cette association
permet au virus d’échapper au systeme immunitaire, mais a également un role dans I'entrée du

virus dans les hépatocytes.

Figure 5 : Arbre phylogénétique de la famille des Flaviviridae et du HCV. A) Arbre phylogénétique de la
famille des Flaviviridae. L’analyse a été faite a partir de la comparaison des séquences codant |’hélicase
virale (Kapoor et al., 2013). B) Arbre phylogénétique des sept génotypes du HCV. Chaque génotype est
divisé en sous-types. Aujourd’hui il existe 67 sous-types épidémiologiques.

A B

Glycoprotéine E1 ) .
—— Glycoprotéine E2 ‘ ‘ﬁ%i ApoE
Capside virale '

ARN viral p . , ApoB

Enveloppe lipidique

Figure 6: Représentation schématique du HCV. A) L'ARN du HCV est inséré au sein de la capside virale
composé d’une association de protéines core. La capside virale est insérée au sein d’une enveloppe
lipidique qui exprime a sa surface les glycoprotéines E1 et E2. B) Les particules virales circulantes dans le
sang sont associées a des lipoprotéines de I’hote et sont appelées lipo-viro-particules (LVP).
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a. Legénome

Le génome du HCV est un ARN simple brin de polarité positive. L'ARN génomique a une
taille de 9,6 Kb (Choo et al., 1989) et contient une ORF (open reading frame ou région codante)
codant une poly-protéine d’environ 3010 aa, encadrée par deux régions non-codantes, la région
5’UTR et la région 3’UTR.

Les régions 5’ et 3’ UTR du génome viral contiennent les signaux qui permettent la
réplication et la traduction de I’ARN du HCV (Figure 7). La région 5’UTR contient une structure
secondaire particuliére IRES (internal ribosome entry site) qui permet d’initier la traduction avec la
machinerie cellulaire et indépendamment de la coiffe. La région 5’UTR contient 6 structures tiges
boucles particulierement conservées chez tous les génotypes du HCV. Les tiges boucles SLI et SLII
sont impliquées dans la réplication virale (Friebe et al., 2001), alors que les tiges boucles SLII a SLIV
ainsi que quelques nucléotides de la région codant la protéine core constituent I'IRES nécessaire a
I'initiation de la traduction de I’ARN viral (Brown et al., 1992; Wang et al., 1993).

D’autre part, certain miRs cellulaires peuvent interagir avec I’ARN viral. Ainsi, miR-122 est
capable d’interagir avec la région 5’"UTR de I’ARN génomique mais aussi la région codante NS5B et
la région 3’UTR. Deux sites de fixation de miR-122 ont été identifiés dans la région 5’UTR. Le
premier site se situe a la base de la premiére tige boucle et le deuxieme site est situé juste en aval,
avant la deuxiéme tige boucle. En effet, deux séquences complémentaires a la séquence seed du
miR-122 respectivement de 6 nts (nucléotides) (CACUCC) et de 7 nts (ACACUCC) sont présentes
sur le génome viral et fortement conservées chez les différents génotypes (Conrad and Niepmann,
2014). U'interaction du miR-122 dans cette région est essentielle a la réplication et la traduction
virale. En effet, Henkel et al. ont montré que la traduction de I’ARN viral était stimulée par la
présence de miR-122 indépendamment de la réplication de I’ARN viral (Henke et al., 2008). Les
interactions miR:ARNm étaient alors peu décrites. D’autre part, ce f(t la premiére description de
la stimulation de la traduction d’'un ARN par la fixation d’un miR. L’interaction de miR-122 induit
le changement conformationnel de I'IRES, mais aussi de la sous-unité 40S du ribosome le plagant
ainsi directement sur le codon START AUG (Spahn et al., 2001). L'interaction de miR-122 permet
également de stabiliser la structure de I'IRES et d’inhiber |la dégradation de I’ARN viral, qui n’est

pas coiffé, par les exonucléases cellulaires (Li et al., 2013).
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La région 3'UTR est également importante pour la réplication virale. Elle se compose de 3
structures: une séquence uracile/pyrimidine (U/UC) de 80 nts en moyenne équivalente a la queue
poly-A des ARNm, une région variable, et une région appelée région X comprenant 3 tiges boucles
(3’SLII, 3’SLII et 3’SLIIl). Cette région est importante pour l'initiation de la synthése du brin négatif
de I’ARN viral (Kolykhalov et al., 2000). D’autre part, la région polyU/UC ainsi que la 3’SLI peuvent
interagir avec I'IRES viral augmentant ainsi I'efficacité de la traduction virale (Song et al., 2006).
L'interaction avec miR-122 dans la région 3’ UTR permet également de stabiliser I’ARN viral et de

diminuer la dégradation par les exonucléases cellulaires.

5’ NTR

=T

IRES ¢ Traduction initiée a I'IRES

W v 7 Wl ! \
(c E1 L ez P[Ns2 | Ns3_ JiINsaBll Nssa | NssB_|

¢ Maturation de la poly-protéine
p7 NS4A

= = . E[ =i w-smfimm [ nssa W nsse
Ha [ 3 ! i B i | 7 )f
Capside Glycoprotéines Auto-protéase et Cofacteur de la Régulateur de la
d’enveloppe i | |facteur d’assemblage protéase NS3 réplication et de :
v Protéase i sérine r mbl ARN ;
Pore viral et hélicase, Protéine assemblage polymérase
Facteur Facteur d’échafaudage 'f
Structurales Non Structurales

Protéines impliquées dans la réplication

Figure 7 : Description du génome viral. A) Détail des structures secondaires présentes dans les régions 5’
et 3’ UTR du génome viral. B) Description de la poly-protéine virale suite a la traduction IRES- dépendante
avec la machinerie cellulaire. Les fleches décrivent la localisation des sites de clivages par les protéases
virales. C) Description des protéines virales et de leur fonction suite a leurs maturation par les protéases
virales et cellulaires (adapté de (Dubuisson and Cosset, 2014))
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b. Les protéines virales

Une fois I’ARN génomique traduit par la machinerie cellulaire, la poly-protéine virale va
étre clivée en 10 protéines par les protéases virales NS2/3 et NS3/4A et des enzymes cellulaires
(Figure 7). Le clivage du polypeptide va permettre la libération de 3 protéines structurales situées
en N-terminal du polypeptide : la protéine de capside core et les glycoprotéines d’enveloppe E1 et
E2 ; et de 7 protéines non structurales : p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B. La majeure partie
de ces protéines a une activité enzymatique qui permet le bon déroulement du cycle viral
(Moradpour and Penin, 2013). De facon intéressante, les protéines du HCV sont
multifonctionnelles telles que le complexe NS3-NS4A qui a un role de protéase et d’hélicase. Ces
différentes fonctions enzymatiques sont permises grace a des changements conformationnels ou
encore par 'interaction avec différents partenaires cellulaires ou viraux (de Chassey et al., 2008).
D’autre part, les protéines non-structurales ont tout de méme une fonction structurale en créant
des microenvironnements nécessaires au bon déroulement de |'assemblage viral (pour revue

(Moradpour and Penin, 2013)).

c. Les protéines structurales

La protéine core

La premiere protéine structurale codée par 'ORF du HCV est la protéine core. Core est
une protéine de 177 aa et de 21 kDa. Elle est le constituant principal de la nucléocapside virale.

La forme non mature de core posséde en C-terminal un signal qui permet son adressage
dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE). Cette séquence sera clivée par une peptide
signal peptidase (SPP) cellulaire lors de la maturation (McLauchlan et al., 2002). La forme mature
de core se présente sous forme dimérique stabilisée par un pont disulfure entre les deux cystéines
128 au niveau de la membrane du RE (Kushima et al., 2010).

Le domaine N-terminal de core est riche en acides aminés basiques et peut interagir avec
la région 5’UTR de ’ARN génomique permettant ainsi de former la nucléocapside (McLauchlan et

al., 2002).
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Les glycoprotéines E1 et E2

Les glycoprotéines d’enveloppe E1-E2 ont des rdles cruciaux tout le long du cycle réplicatif
du HCV tels que I'entrée, la fusion mais aussi dans I'assemblage. Afin de répondre a ces différentes
fonctions, E1 et E2 vont adopter différentes conformations.

E1 et E2 sont des protéines transmembranaires de type | avec un ectodomaine en N-
terminal et un domaine transmembranaire en C-terminal. Durant la traduction, les ectodomaines
de E1 et E2 sont relocalisés dans le lumen du RE, et également insérés dans la membrane du RE
via le domaine C-terminal (pour revue (Moradpour and Penin, 2013)).

Le domaine transmembranaire est important pour la fonction des glycoprotéines. En
effet, ce domaine permet I'ancrage des protéines dans la membrane du RE, la rétention dans le
RE, mais aussi la formation de I'hétérodimere E1-E2 qui est |la base de I'assemblage de I'enveloppe
virale (Voisset and Dubuisson, 2004) et joue un réle important dans I'entrée du virus. Les domaines
N-terminaux contiennent jusqu’a 6 et 11 sites de glycosylation trés conservés pour E1 et E2
respectivement. La protéine E1 est impliquée dans la fusion du virus (Lavillette et al., 2007). La
protéine E2 quant a elle est la cible préférentielle du systeme immunitaire. De nombreuses régions

variables ont été identifiées sur E2 qui peuvent varier de 80 % en fonction des génotypes.

d. Les protéines non structurales

Le canal ionique p7

P7 est une petite protéine membranaire de 63 aa. Elle est composée de deux hélices alpha
connectées par une boucle cytosolique et des extrémités N- et C-terminal orientées vers le lumen
du RE. Des hexaméres ou heptameres de p7 forment un canal ionique. P7 serait donc une
viroporine et est essentielle pour I'assemblage viral ainsi que la libération des nouveaux virions
(Steinmann and Pietschmann, 2010). Son rdle précis n’est pas encore bien défini. Cependant,
I’hypothése la plus probable est que ces canaux supprimeraient I'acidification des organelles
cellulaires et protégeraient les nouveaux virions des changement conformationnels prématurés

liés a I'acidification du milieu (Wozniak et al., 2010).
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La protéase NS2

Le premier clivage de la poly-protéine virale précurseur se réalise a la jonction NS2-NS3
par la protéase a cystéine de NS2. L’activité catalytique de NS2 est portée par la moitié C-terminal
des acides aminés 94 a 217, avec I'histidine 143, 'acide glutamique 163 et la cystéine 184
représentant le trio catalytique. La partie N-terminal quant a elle comporte trois domaines
transmembranaires qui lui permettent de rester dans la membrane du RE. NS2 peut interagir avec
les glycoprotéines virales mais aussi avec les protéines p7 et NS3, afin de rassembler ces protéines
a proximité des gouttelettes lipidiques. Ainsi, NS2 joue un role important dans I'assemblage de la

particule virale (Bentham et al., 2014; Popescu et al., 2011).

Le complexe protéase — hélicase NS3/NS4A

Le complexe NS3-4A est non-covalent et est constitué de la protéine NS3 et du cofacteur
NS4A. NS3 est une enzyme de 631 aa et 70 kDa, avec une activité protéase a serine située dans la
région N-terminal (aa 1-181) et une activité NTPase-hélicase située dans la partie C-terminal (aa
181-631) (Morikawa et al., 2011). NS4A est une protéine de 54 aa.

L'activité protéase de NS3 permet de cliver la poly-protéine virale au niveau des jonctions
de NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5B (Penin et al., 2004). La protéase virale a
également des substrats cellulaires tels que les protéines MAVS5 et TRIF impliquées dans la voie de
signalisation de l'interféron, qui a une fonction importante dans I'immunité innée (Morikawa et
al., 2011). De plus, elle est la cible de certains antiviraux directs (DAA).

L’activité hélicase de NS3 permet de séparer les ARN double brins mais aussi de dérouler
les structures secondaires d’'un ARN simple brin grace a I’hydrolyse d’une molécule d’ATP (Pang et
al., 2002). L'activité hélicase est nécessaire a la réplication de I’ARN viral ainsi que dans
I'assemblage. En effet, NS3 intervient dans la formation des particules virales de fagon précoce.
Ainsi, elle intervient dans le recrutement de NS5A avec les gouttelettes lipidiques et dans
I’'assemblage des nouvelles particules. Le mécanisme d’action de I’hélicase n’est pas encore bien
déterminé. Cependant, il est suggéré que |’hélicase dissocie les structures secondaires de I’ARN
viral favorisant ainsi la réplication, mais sépare aussi les deux brins d’ARN suite a la réplication

(Lohmann, 2013).
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La protéine NS4B

NS4B est une protéine hydrophobe de 261 aa et 27 kDa associée intégralement a la
membrane du RE. La fonction de NS4B n’est pas bien caractérisée. Elle serait impliquée dans la
réplication virale en interagissant avec NS5B et I’ARN viral. Cette protéine possede également une
activité NTPase via I’hydrolyse du GTP, dont I’activité est essentielle a la réplication virale. NS4B a
aussi un réle dans I'assemblage de la particule virale. En effet, elle permet la formation d’un réseau
membranaire (ou « membranous web »), a partir des membranes du RE dans lesquelles on

retrouve les complexes de réplication virale (Gouttenoire et al., 2010).

La protéine régulatrice NS5A

NS5A est une phosphoprotéine de 447 aa et de 49 kDa qui joue un role important dans la
modulation de la réplication de I’ARN viral ainsi que dans la formation des nouveaux virions.

L'état de phosphorylation de NS5A module la réplication virale en régulant les
interactions avec les différents partenaires. En effet, NS5A posséde trois domaines DI, DIl et DIII.
DI permet la liaison a I’ARN viral et module la réplication virale (Tellinghuisen et al., 2005). Le
domaine Dlll est impliqué dans I’assemblage viral (Tellinghuisen et al., 2008). NS5A peut également
interagir avec des partenaires cellulaires tels que la cyclophiline A et affecter la réponse

immunitaire de I’"hote (Ciesek et al., 2009). De plus, elle est la cible de certains DAA.

La polymérase virale NS5B

NS5B est ’ARN polymérase ARN-dépendante. Elle a une taille de 591 aa et de 66 kDa.
NS5A est capable de synthétiser le brin négatif a partir de ’ARN génomique viral qui sert de matrice
a la synthése des brins positifs également réalisée par NS5B (Moradpour and Penin, 2013).

NS5B ne posséde pas d’activité correctrice, ce qui favorise la diversification du HCV. Elle
est évidemment essentielle a la réplication de I’ARN viral. Elle est donc une des cibles idéales dans

le développement de molécules antivirales (Asselah and Marcellin, 2011).
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3. Le cycle de réplication du HCV

a. LU'entrée

Interaction avec les récepteurs et facteurs d'entrée cellulaire

Apres avoir passé la barriére endothéliale des sinusoides hépatiques, les virions se
retrouvent dans I'espace de Disse et ont un contact direct avec la paroi basolatérale des
hépatocytes. Le HCV interagit avec les protéines d’attachement présentes a la surface des
hépatocytes telles que les héparanes sulfates syndécane-1 et syndécane-4 (Lefévre et al., 2014),
ou SR-BI (Dao Thi et al., 2012). Des études récentes ont montré que |'apolipoprotéine E (apoE)
jouerait un role essentiel dans I'attachement de la particule virale (Jiang et al., 2013).

Suite a I'attachement, le virus entre dans la cellule héte grace a I'action coordonnée de 4
facteurs cellulaires essentiels : SR-BI (Scarselli et al., 2002), CD81 (Pileri et al., 1998), et les
protéines de jonctions CLDN1 (Evans et al., 2007) et occludine (OCLN) (Ploss et al., 2009).
Cependant, le role de chacun des récepteurs et la chronologie du mécanisme d’entrée n’est pas
encore bien déterminé (Figure 8 et 9) (pour revue (Zeisel et al., 2013c)).

CD81 est un facteur essentiel dans I'entrée du HCV dans la cellule héte grace a son
interaction avec la glycoprotéine virale E2. CD81 interagit avec de nombreux partenaires cellulaires
qui peuvent faire partie de la famille des tétraspanines. Ces interactions multiples vont donner
naissance a des complexes multi-protéiques qui formeront sur la membrane cellulaire des
plateformes stables ou micro-domaines enrichis en tétraspanines (TEM) (Hemler, 2005). Ainsi,
CD81 interagit avec la protéine membranaire CLDN1, également impliquée comme co-facteur dans
I’entrée virale (Harris et al., 2008), et SR-BI (Zona et al., 2013). L’association de CD81 et CLDN1
semble étre régulée par EGFR, mais aussi la protéine kinase A (Farquhar et al., 2008). L'activation
d‘EGFR induit I'activation des voies de signalisation Ras/MEK/ERK, ce qui permet la diffusion de
CD81 ainsi que l'internalisation de CD81-CLDN1 associés a la particule virale (Lupberger et al.,
2011; Zona et al., 2013). CD81 est I'un des deux facteurs qui sont responsables du tropisme strict

du HCV pour les hépatocytes humains.
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Figure 8 : Cycle viral du HCV. Le HCV cible les hépatocytes. Dans un premier temps, il va interagir avec les
facteurs d’entrée présents a la surface de la cellule. Suite a I'entrée et la fusion, ’ARN génomique viral est
libéré et traduit par la machinerie moléculaire. Suite a la traduction, le complexe de réplication virale se
forme et synthétise un ARN (-) matrice et plusieurs ARN (+). Enfin, les protéines virales ainsi que I’ARN
génomique sont assemblés dans le RE et maturés puis libérés par exocytose.

Le facteur OCLN est également essentiel a I’entrée virale (Ploss et al., 2009). Cependant,

son role précis dans l'internalisation du virus reste encore mal connu. Il semblerait avoir un role
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dans la phase tardive de I'entrée (Sourisseau et al., 2013). Etant donné que CLDN1 et OCLN sont
des protéines trouvées principalement dans les jonctions serrées, il a été pendant longtemps
suggéré que la particule virale migrait vers cette zone avant son internalisation. Des études
complémentaires ont montré que CLDN1 associé a CD81 migrait dans TEM, alors que ce complexe
est rare dans les jonctions serrées (Harris et al., 2008; Mailly et al., 2015). Un échange dynamique
entre les TEM et le reste de la membrane est essentiel a I’entrée du HCV dans la cellule (Harris et
al., 2013). D’autre part, des expériences d’imagerie sur cellules vivantes ont pu confirmer que le
virus ne migre pas au niveau des jonctions serrées pour son internalisation (Coller et al., 2009).

D’autres facteurs cellulaires, que nous ne décriront pas ici, sont essentiels a I'entrée du
virus tels que le transporteur de cholestérol Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) (Sainz et al., 2012),
CD63 ou encore le récepteur de transferrine 1 (TfR1) (Martin and Uprichard, 2013; Zeisel et al.,
2011, 2013c; Zhu, 2014).

i

EphA2

Entrée

Figure 9 : Entrée du HCV dans les hépatocytes. L'étape d’entrée fait appel a de nombreux récepteurs
cellulaires, tels que CD81, CLDN, OCLN et SRB1, et active les voies de signalisation cellulaire telles que la
voie EGF/EGFR via HRas.

26



Introduction

Internalisation de la particule virale

Suite a l'interaction du virus avec les facteurs d’entrée cellulaire, la particule virale est
internalisée par endocytose dépendante de la clathrine (Blanchard et al., 2006). En effet, les
complexes CD81-CLDN sont internalisés dépendamment de la clathrine et de la dynamine
(Farquhar et al., 2012). L'association de la particule virale avec ces complexes permet son
internalisation dans la cellule hote (Coller et al., 2009). La fusion est réalisée dans les endosomes
précoces et dépend des glycoprotéines E1 et E2, qui possedent plusieurs domaines de fusion
(Lavillette et al., 2007), de la présence des facteurs cellulaires CD81, CLDN1 OCLN, EGFR et EphA2,
ainsi que d’un environnement acide (Blanchard et al., 2006; Evans et al., 2007; Lupberger et al.,
2011). Le virus est ensuite décapsidé et 'ARN est rendu disponible pour étre traduit par la
machinerie cellulaire et transcrit par la polymérase virale.

En plus de I'entrée via la membrane basolatérale des hépatocytes, un autre mode
d’entrée a été déterminé : la transmission de cellule a cellule (Timpe et al., 2008; Witteveldt et al.,
2009). Le virus peut ainsi passer directement d’une cellule a I'autre en présence des récepteurs
cellulaires CD81, SR-BI, CLDN1, OCLN et EGFR (Brimacombe et al., 2011; Lupberger et al., 2011;
Timpe et al., 2008). Ce mode de transmission du virus lui permet d’échapper a la majorité des
anticorps neutralisant mais aussi aux DAAs (Xiao et al., 2014). Chez les patients, ce mode de
transmission du virus apparait comme étant le principal (Brimacombe et al., 2011; Wieland et al.,

2014).

b. Traduction et réplication de I’ARN viral

Suite a la libération de I’ARN viral dans le cytoplasme, ce dernier va étre pris en charge
par les facteurs cellulaires (Niepmann, 2013). Comme évoqué précédemment, le génome du HCV
contient une seule ORF entourée par deux régions UTRs. L'initiation de la traduction commence
avec le recrutement de la sous-unité 40S au niveau de I'IRES virale. L'interaction de la sous-unité
ribosomique se fait de telle sorte que le site P se trouve directement a proximité du codon START
AUG échappant ainsi a I'étape du scan (Hellen and Pestova, 1999; Pestova et al., 1998). Suite a
I'interaction du 40S a I'IRES, le complexe cellulaire elF2-GTP-Met-ARNti et le facteur elF3 sont

recrutés par la SLIII et rejoignent la sous-unité 40S formant ainsi le complexe 48S (Pestova et al.,
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1998). Ainsi, le complexe elF2 se positionne de facon a former la premiére interaction codon-
anticodon entre I’ARNti et I’AUG virale. Le facteur elF3 quant a lui va stabiliser le complexe ternaire
et augmente I'efficacité d’initiation de la traduction. Une fois le 48S bien placé et stabilisé, une
molécule de GTP va étre hydrolysée en GDP par le facteur cellulaire elF5 (aidé par la présence de
la SLII virale), et libérer le facteur elF2-GDP. Une autre hydrolyse du GTP en GDP par elF5 sera
nécessaire pour libérer elF3 au moment du recrutement de la sous-unité 60S (pour revue
(Niepmann, 2013)). Le ribosome 80S complet peut ainsi procéder a la traduction de I’ARN viral
selon le méme schéma que pour un ARNm cellulaire avec les étapes d’élongation et de terminaison
de la traduction (Hoffman and Liu, 2011).

La traduction du peptide signal en C-terminal de la polyprotéine virale permet d’adresser
cette derniére vers le RE. La poly-protéine ainsi relocalisée est maturée par les protéases virales
(NS2 et NS3/4A) et cellulaires, permettant ainsi la libération des 10 protéines virales (Figure 10).
Les protéines virales se retrouvent alors associées a la membrane du RE (Morikawa et al., 2011).

Les protéines NS3/4A, NS4B, NS5A et NS5B ainsi maturées forment le complexe de
réplication viral et synthétisent le brin d’ARN génomique (+) en ARN matrice (-) mais sont
également capable de réaliser la réaction inverse. Cependant, ce mécanisme produit 10 fois plus
d’ARN (+) que d’ARN (-) (Lohmann, 2013). Les néo-ARN génomiques transcrits a partir de I’ARN
matrice sont a leur tour traduits, et produisent de nouvelles protéines virales qui en s’"accumulant
au niveau du RE initient la formation de nouveau virion.

De nombreux facteurs cellulaires interviennent dans les étapes de traduction mais surtout
de réplication virale. Dans un premier temps, le miR-122 interagit dans la région 5’UTR du génome
du HCV. Cette interaction, permet de stabiliser la structure secondaire de I'IRES, favorisant
I'initiation de la traduction. La fixation du miR-122 permet également de protéger I’ARN viral
contre les exonucléases cellulaires. Le réle du miR-122 dans le cycle viral du HCV est décrit dans le
paragraphe lll.4.b. D’autre part, de nombreux facteurs cellulaires sont recrutés lors de la
réplication virale. En effet, la « vesicle-associated membrane protein-associated protein A» hVAP
(Gao et al., 2004), hnRNPA1 (Kim et al., 2007), la CypA et la cyclophiline B (CypB) favorisent la
réplication de I’ARN viral. L’utilisation de la cyclosporine A (CsA) inhibe I'infection par le HCV de
facon indépendante du systéme immunitaire et de la voie de I'interféron. La CsA est connue pour

s’associer a la CypA et inhiber 'activité phosphatase de la calcineurine connue pour son réle dans
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I’activation des cellules Lymphocytes T (LT). De facon intéressante, I'inhibition de CypA par ARN
interférant résulte en une diminution de I'infection du HCV. CypA fut alors identifiée comme étant
un facteur interagissant avec la polymérase virale NS5B. Le recrutement de CypA dans le complexe
de réplication est essentiel a la synthése des ARN viraux. De plus, le domaine catalytique protyl-
peptidyl isomérase, est important pour la réplication du HCV (Liu et al., 2009; Ma et al., 2006). Le
facteur cellulaire VAPA, qui interagit avec NS5A et NS5B, est important pour la formation du
complexe de réplication et sa localisation au sein de radeau lipidique présent dans la membrane

du RE (Gao et al., 2004) (Figure 8 et 10).
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Figure 10 : Traduction et maturation de la poly-protéine virale. La poly-protéine virale est traduite au sein
de la membrane du RE par la machinerie de traduction cellulaire. Suite a la traduction, la poly-protéine est
clivée par les protéases virale et cellulaire en 10 protéines virales.

c. L’assemblage et la sécrétion

Les étapes d’assemblage et de sécrétion des nouveaux virions sont les étapes les moins
décrites du cycle réplicatif. L’assemblage de la particule virale nécessite I'accumulation de
protéines virales au sein de la membrane du RE avec une organisation spatio-temporelle stricte
(Lindenbach, 2013). D’autre part, I'assemblage et la sécrétion des particules virales sont
intimement liés au métabolisme des lipides (Figure 8 et 11).

Un des composants principaux de la protéine virale est la protéine core. La capside est
composée d’homodimeres de la protéine core qui peuvent interagir avec I’ARN viral et avec la
membrane du RE grace a son domaine hydrophobe. Ces homodiméres de core sont rapidement
transférés sur les gouttelettes lipidiques cytosoliques (Boulant et al., 2007).

Les glycoprotéines E1 et E2 forment un hétérodimere non-covalent qui est maintenu au

niveau de la membrane du RE. Cependant, ce complexe va tout de méme migrer pres des
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gouttelettes lipidiques ou I'assemblage a lieu grace a l'interaction avec NS2 et p7 (Lindenbach,
2013). D’autre part, il est important de noter que toutes les protéines non-structurales ont un réle
dans I'assemblage. Ainsi, NS5A posséde un domaine d’interaction avec la protéine core associée
aux gouttelettes lipidiques qui ameénerait I’ARN viral a proximité de core (Bartenschlager et al.,
2011). NS5A interagit également avec la protéine cellulaire apoE, qui est un facteur essentiel
intervenant dans I'attachement et I’entrée, mais aussi I'assemblage et la sécrétion (Benga et al.,
2010).

La biogeneése virale est liée a la biogenése des VLDL. En effet, I'utilisation d’un inhibiteur de
la voie de synthése des VLDL inhibe également la production de nouveaux virions (Gastaminza et
al., 2008). D’autre part, apoE, apoB, apoAl, apoCl, apoC2 et apoC3 sont également retrouvées
associées a la particule virale. La composition lipidique ressemble a la composition lipidique des
VLDL et des LDL avec des esters de cholestérol qui représentent plus de la moitié des lipides
présents dans la particule virale (Gastaminza et al., 2008; Lindenbach, 2013) (Figure 11).

La libération des virions requiert la voie de transport des endosomes ESC-RT (endosome
sorting complex required for transport). La libération des virions formés dans le RE se fait via la
voie de sécrétion cellulaire. Durant cette étape, les virions acquiérent leur caractéristique
biophysique de faible densité. C’est également durant cette étape que les glycanes présents sur

les glycoprotéines d'enveloppe sont modifiés (pour revue (Lindenbach, 2013)).
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Figure 11 : Description de I’assemblage et de la maturation des particules virales. L'assemblage viral du
HCV fait appel a la voie de synthese et de sécrétion de VLDL. Ainsi, suite a la traduction au niveau de la
membrane du RE, les protéines virales vont recruter de nombreux partenaires cellulaires au sein des
gouttelettes lipidiques (GL). Une fois le virus assemblé, sa maturation lui apportera une molécule ApoB et
plusieurs protéines ApoE, nécessaires a I'infection de nouvelles cellules.

31



Introduction

4. Les modeles d’étude

a. Les modeéles in vivo

Pendant plus de 20 ans, I’étude de I'infection du HCV a pu étre réalisée chez le chimpanzé
(Pan troglodytes). Les données obtenues ont permis de comprendre la pathogenése du HCV (Alter
et al., 1978; Tabor et al., 1978). En effet, les premiéres études sur le chimpanzé ont permis
I'identification du HCV comme le virus responsable des hépatites non A non B, la création d’un
clone ADNc du HCV, I'étude de la réponse immunitaire (Farci et al., 1992; Prince et al., 1992) et
I’évaluation de I'efficacité de vaccins (Choo et al., 1994; Folgori et al., 2006). Cependant, son
utilisation a des fins biomédicales, qui a toujours été rare en raison de contraintes éthiques et
financiéres, a été arrétée en 2013 en Europe et aux Etats-Unis.

Le tupaia (Tupaia belangeri) est également susceptible a une infection par le HCV (Xie et
al., 1998). En effet, le HCV peut utiliser les protéines orthologues CD81, OCLN, SR-BIl et CLDN1
exprimés chez le tupaia pour infecter les hépatocytes de I'animal. Cependant, I'infection conduit
a une expression du virus transitoire durant la phase aigué de I'infection (Xu et al., 2007), le tupaia
ne pouvant pas reproduire la phase chronique de l'infection observée chez ’'Homme. De plus,
I'absence de réactif spécifique et des difficultés d’élevage en captivité ont limité son utilisation
pour la recherche.

Les souris sont naturellement résistantes a I'infection par le HCV. En effet, I'entrée du HCV
est inhibée dans les cellules murine alors que les étapes d’assemblage et de libération des
nouveaux virions ne semblent pas étre limitées (Long et al., 2011; Vogt et al., 2013). Différents
modeéles murins ont été développés afin d’étudier la relation hote-protéines virales mais
également les différentes étapes du cycle viral du HCV.

Dans un premier temps, afin d’étudier les interactions entre les protéines virales et la
cellule héte in vivo, des souris immunocompétentes ont été génétiquement modifiées pour
exprimer diverses combinaison de protéines virales (Figure 12). Les souris exprimant les protéines
virales E1 et/ou E2, la protéine core, et/ou NS3/4A n’ont développé aucune lésion du foie (Frelin
et al., 2006; Kawamura et al., 1997; Koike et al., 1995; Pasquinelli et al., 1997). Cependant, des

souris exprimant la poly-protéine virale dans son intégralité et a des niveaux plus physiologiques
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ont développé des fibroses du foie et présentent une augmentation du risque de développer un
HCC HCC(Lerat et al., 2002).

Par la suite, le développement de souris exprimant les facteurs cellulaires humains CD81
et OCLN nécessaires a I'entrée virale a permis de valider le réle essentiel de ces facteurs au bon
déroulement du cycle viral (Figure 12). De plus, ces modéles murins exprimant les facteurs
d’entrée permettent d’évaluer l'efficacité antivirale des inhibiteurs d’entrée ainsi que de
différentes approches vaccinales (Catanese and Dorner, 2015; Dorner et al., 2011, 2013). Ce
modeéle a par la suite été amélioré. En effet, des modeéles de souris dont le systeme immunitaire
inné est invalidé ont été développées (pour revue (Mailly et al., 2013). L'inhibition des géenes
stimulés par l'interféron ou des cellules NK (natural killer) qui participent a I'immunité innée
permet de limiter la dégradation des hépatocytes exprimant les protéines humaines. Ces modeéles
permettraient alors d’étudier une réplication virale transitoire chez la souris. Cependant, une
étude réalisée par I'’équipe du Dr Miura dans laquelle des souris transgéniques exprimant les 4
récepteurs humain CD81, CLDN, OCLN et SR-Bl a montré que les souris n’étaient malgré tout pas
susceptibles a I'entrée du HCV (Hikosaka et al., 2011).

Une avancée majeure dans la recherche sur le HCV a été le développement de la xénogreffe
d'hépatocytes primaires humains (PHH) sur des souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency)
(Mercer et al., 2001). En effet, les PHH sont injectés dans la rate puis migrent via la veine portale
dans le foie malade de la souris ou la greffe et la repopulation du foie par les PHH va étre initiée.
Les souris chimériques ainsi produites permettent d’étudier I'infection par le HCV en I'absence
d'un systeme immunitaire fonctionnel. C'est actuellement le modele in vivo le plus couramment
utilisé pour confirmer le réle de facteurs cellulaires dans le cycle viral in vivo et de déterminer

I'efficacité d'antiviraux (Kamiya et al., 2010; Mailly et al., 2015; Ohara et al., 2011) (Figure 12).
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Figure 12 : Les différents modéles murins utilisés dans I’étude du HCV. A gauche, |'expression transitoire
ou stable des genes viraux permettent d’obtenir des informations sur I'interaction entre les protéines
virales et cellulaires. Les souris peuvent également exprimer les facteurs humains essentiels a I'entrée
virale. A droite, la xéno-transplantation des souris consiste en la repopulation du foie de la souris avec des
hepatocytes humains (Mercer et alet al., 2001a). Figure adaptée de (Vercauteren et alet al., 2014)
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Plus récemment, le modeéle de souris déficiente pour les génes Fah Rag2 et y-c (FRG) a été
développé. Les souris FRG n’expriment pas la recombinase Rag2 et la chaine y des récepteurs de
I'interleukine causant une immunodéficience plus importante que pour les souris SCID. D’autre
part, la déplétion du gene Fah, codant I'enzyme hydrolase fumaryl-acetoacetate, conduit a la
dégradation du foie. Un traitement permet de prévenir cette dégradation c’est pourquoi ce
modele peut subir la transplantation des hépatocytes humain chez la souris adulte dés I'arrét du
traitement. Les souris FRG supportent |'infection par le HCV (Bissig et al., 2010). Ce modeéle murin
est encore peu utilisé, cependant il peut étre tres intéressant pour I’étude des nouvelles molécules
permettant de lutter contre le HCV (pour revue (Malilly et al., 2013)).

D’autre modeles de souris SCID greffées avec des cellules hépatiques et
hématopoiétiques d’'un méme donneur ont été développées. La double greffe permet d’une part
la repopulation du foie de la souris par les PHH, mais aussi la production des lymphocytes T et B
ainsi que des cellules NK d’origine humaine. Ces modeéles ont permis I'étude de la réponse des
lymphocytes T suite a l'infection par le HCV. Les lymphocytes B ont une faible réponse chez les
souris en présence du HCV, empéchant I'analyse de ces cellules lors de I'infection virale (Washburn

etal., 2011).

b. Les modéles in vitro

i. Les hépatocytes et lignées hépatocytaires

Le HCV possede un tropisme strict et se réplique principalement dans les hépatocytes
humains. Cependant, le virus dérivé du sang de patient n'infecte pas efficacement les PHH et les
lignées hépatocytaires. Ainsi, le développement d’un modeéle cellulaire capable de reproduire
efficacement I'ensemble du cycle viral a pris du temps.

A ce jour, les cellules les plus permissives a la réplication du HCV sont les Huh7 et ses
dérivées. Ainsi, les cellules Huh7.5 et Huh7.5.1 correspondant a des clones sélectionnés pour leur
capacité a répliquer plus efficacement le HCV sont les plus utilisées pour étudier le HCV (Blight et
al., 2000). Ces cellules sont défectives pour I’expression de la protéine Retinoic Acid-Inducible Gene
I (RIG-I), résultant en une diminution de la voie de signalisation antivirale (Sumpter et al., 2005).

Cependant, ces cellules ne sont pas polarisées, la localisation des récepteurs a la surface des
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cellules n’est pas représentative des hépatocytes dans le foie. Des approches permettant I'étude
du HCV dans des cellules polarisées ont été développées par I'ajout de 1 % de DMSO dans le milieu
de culture (Bauhofer et al., 2012; Sainz and Chisari, 2006). En effet, la différenciation des cellules
dérivées de cellules Huh7 avec le DMSO permet aux cellules d’acquérir un phénotype et une
expression génique se rapprochant fortement des hépatocytes. D’autre part, elles restent
hautement permissives a l'infection par le HCV. De facon intéressante, les cellules Huh7.5
différenciées en présence de DMSO pendant 14 jours retrouvent une expression physiologique de
marqueurs spécifiques des hépatocytes incluant I'albumine, le facteur hépatique nucléaire 4a et
I'a1-antitrypsine (Bauhofer et al., 2012). D’autre part, la différenciation des cellules Huh7.5 arréte
également leur prolifération. Elles récupérent aussi une morphologie proche des hépatocytes,
avec la présence de un ou deux noyaux par cellule, mais aussi un ratio noyau/cytoplasme bas, et
contiennent plusieurs nucléoli (Sainz and Chisari, 2006).

Une approche plus physiologique de I'étude du HCV en culture cellulaire consiste en
I"utilisation de PHH (Hépatocyte Humain primaire) (Ploss et al., 2010). Les PHH représentent la
cible naturelle du HCV et proviennent de plusieurs donneurs. En effet, ils sont isolés suite a des
résections chirurgicales du foie de patients. Cependant, ce systéme est limité par la disponibilité
des résections, mais aussi par le colt élevé de la procédure d’isolement, la perte de la
différenciation de ces cellules, ainsi que la difficulté a réaliser des expériences complexes (Krieger
et al., 2010). De plus, les PHH sont peu permissives a l'infection par le HCV comparé aux lignées

hépatocytaires (Ploss et al., 2010).

ii. Glycoprotéines d'enveloppe recombinantes, particules virus-like et réplicons

A cause de la difficulté de réaliser des expériences d'infection in vitro, les glycoprotéines
d'enveloppe E1 et E2 recombinantes ont été utilisées pour étudier leur interaction avec les cellules
de I'n6te. La forme soluble de la glycoprotéine de surface E2 (Michalak et al., 1997) a permis
I'identification des récepteurs CD81 et SR-BI, ainsi que des héparanes sulfates. Cependant, ce
systeme ne permet pas d’obtenir I’hétérodimére E1-E2 présent lors de I'entrée virale, limitant ainsi
ce systéme a I’étude de l'interaction de E2 ou E1 avec les récepteurs cellulaires.

Les particules virus-like (VLPs) formés par auto-assemblage des protéines core, E1 et E2

du HCV ont ensuite permis de réaliser des expériences d'attachement et d'entrée (Baumert et al.,
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1998) et d'étudier le réle des héparanes sulfates, CD81 et SR-BI dans ces processus (pour revue
(Barth et al., 2006)). Ce modele a également montré son utilité dans I'étude des anticorps
neutralisants (Steinmann et al., 2004).

Le développement du systéme de réplicon subgénomique du HCV a permis quant a lui
d’étudier la réplication virale mais aussi les interactions entre les protéines virales et cellulaires
(Lohmann et al., 1999). Le réplicon est un ARN bicistronique contenant un géne de résistance a la
néomycine dont la traduction est permise par la présence en 5’ de I'lRES du HCV, et en 3’ des genes
codant les protéines non structurales du HCV sous linfluence de I'IRES du virus de

I’encephalomyocardite (VEMC). ette séquence est entouré par les 5’et 3' UTR du HCV.

iii. Les pseudos particules du HCV (HCVpp)

L’étude de I'entrée virale a ensuite été réalisée plus en détail grace au développement
des HCVpp. Les HCVpp sont des particules rétrovirales défectives qui expriment les glycoprotéines
de surface E1 et E2 du HCV. Les HCVpp sont produits suite a la co-transfection dans des cellules
HEK293-T, les génes codant les glycoprotéines E1 et E2, les protéines Gag-Pol provenant du HIV ou
du MLV, et un génome rétroviral exprimant un gene rapporteur luciférase, B-galactosidase ou GFP
qui permet de mesurer 'efficacité de I'étape d’entrée des HCVpp dans la cellule cible (Bartosch et
al., 2003; Hsu et al., 2003). Ce systéme a été utilisé pour étudier le réle des glycoprotéines E1 et
E2 mais aussi pour identifier des récepteurs et autres facteurs nécessaires a I'attachement et
I'internalisation du HCV (Blanchard et al., 2006; Evans et al., 2007; Lupberger et al., 2011; Ploss et
al., 2009). Enfin les HCVpp exprimant les glycoprotéines d'enveloppe dérivés de patients ont
permis de tester les propriétés des anticorps neutralisants dirigés contre E1 et E2 (pour revue

(Zeisel et al., 2013c)).

iv. Le HVC dérivé de la culture cellulaire (HCVcc)

Les réplicons génomiques ne permettaient pas de générer des particules infectieuses en
culture cellulaire. Cependant, un réplicon génomique de génotype 2a, cloné a partir d'un virus
responsable d’une hépatite fulminante chez un patient japonais (JFH1), a permis pour la premiére

fois d’obtenir une infection productive sur des cellules Huh7 (Wakita et al., 2005).
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Le développement des HCVcc a permis d’étudier le cycle viral dans son intégralité (pour
revue (Catanese and Dorner, 2015)). lls ont d’une part permis de confirmer le role de nouveaux
facteurs impliqués dans I’entrée tels que CLDN1, OCLN, EGRF et EphA2 (Colpitts et al., 2015), mais
aussi d’étudier I’'assemblage et la libération des virions (pour revue (Paul et al., 2014)), ou encore
de caractériser les propriétés structurales et biophysiques des particules virales (Catanese et al.,
2013).Enfin, les HCVcc permettent d’infecter les chimpanzés mais aussi les modeles murins,
facilitant ainsi I’évaluation des nouveaux vaccins et molécules antivirales (Jong et al., 2014).

Par la suite, des virions de HCVcc chimériques entre plusieurs génotypes ont été mis au
point (Catanese and Dorner, 2015). Ces virus chimériques ont une meilleure efficacité de
réplication et de propagation dans les pHH et en lignée cellulaire. Plusieurs mutations au sein du
génome viral peuvent augmenter I'efficacité de la propagation virale en favorisant chacune des
étapes clefs du cycle virale tel que I'entrée, la réplication de I’ARN ou encore le relargage des
particules virales. Ainsi différents virus chimére ont été développés tels que J6/JFH1 comprenant
la région Core-NS2 provenant du virus J6 (génotype 2a) et la région NS3-NS5B provenant du clone
JFH1 (Lindenbach et al., 2006).

D’autre part, de nombreux génomes rapporteurs ont été développés permettant de
faciliter et de pouvoir suivre la réplication virale grace a un signal fluorescent ou luminescent. Ces
signaux sont dus a la présence d’une protéine rapportrice du type GFP ou luciférase. Le géne
codant la protéine rapportrice est incorporé dans le génome viral et est traduit au sein de la poly
protéine virale. Des sites de clivages incorporés de part et d’autre de la protéine lui permettent
d’étre cliver par NS3/4A comme les autres protéines virales (Horwitz et al., 2013; Koutsoudakis et
al., 2006; Liu et al., 2014). Une autre construction permet d’exprimer la protéine rapportrice
fusionnée avec une des protéines virales comme NS5A par exemple (Gottwein et al., 2011). Le
modele JcR2a, par exemple, est un virus rapporteur monocistronique dérivé du virus chimere Jcl
(génotype 2a). La luciférase Renilla est fusionnée en N-terminal a la région N-terminal de core et
en C-terminal avec la séquence du peptide 2A provenant du virus de la fievre aphteuse (FMDV) qui
permettra la libération par auto-clivage de la luciférase du reste de la poly-protéine virale (Schmitt

etal. 2011).
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Ill. Les micro-ARNs

1. Découverte des micro-ARNs

Au début des années 1990, I'équipe du Dr Jorgensen fait des recherches sur les
mécanismes de coloration des Pétunias. Afin d’assombrir la couleur des fleurs, ils ajoutent des
exemplaires supplémentaires d’'un gene codant une enzyme productrice de pigment DFR
(dihydroflavonol reductase). De facon surprenante, ils observent une perte de la production des
pigments, et décrivent le mécanisme SPTG (silence post transcriptionnel des génes). En effet, les
génes ajoutés sont transcrits cependant les ARNm endogéenes et exogenes produits sont dégradés
(Napoli et al., 1990).

Parallelement, I'étude du développement du nématode Caenorhabditis elegans met en
évidence I'existence de petites séquences d’ARN non codant (ARNNc) transcrit a partir du génome :
les miRs (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). En effet, les équipes des Drs Ambros et Ruvkun
décrivent au cours de la méme année le petit ARN lin-4 et son réle-clé pour le développement du
nématode. L'équipe du Dr Ambros identifie que le géne lin-4 ne code pour aucune protéine, mais
permet la production de deux petits ARNs de 60 et 22 nucléotides (Lee et al., 1993). L’équipe du
Dr Ruvkun détermine que la protéine lin-14, qui est indispensable au développement de la larve,
subit une régulation post-transcriptionnelle. De plus, ils démontrent que cette régulation est
inversement proportionnelle a I'expression du micro-ARN lin-4. Enfin, I'analyse des séquences a
permis d’identifier des régions complémentaires entre lin-4 et la région 3’UTR de I’ARNm de lin-
14 (Wightman et al., 1993).

Par la suite, c’est en 1998 que les Drs Fire et Mello décrivent pour la premiére fois les
mécanismes moléculaires de linterférence a ARN. En effet, ils observent l'inhibition de
I'expression des gene unc-22 et mex-3 chez C. elegans suite a l'injection d’'un ARN bicaténaire
spécifique (Fire et al., 1998). Depuis, le phénomeéne d’interférence a été observé chez les insectes,
la grenouille, la souris mais aussi chez I’'Homme.

Les miRs furent classés comme étant une catégorie distincte de régulateur de I'expression
génique non-protéique au début des années 2000. Aujourd’hui, on compte plus de 2000 miRs dans

le génome humain (www.miRbase.org).
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2. Biogeneése des micro-ARNs

Les miRs sont des petits ARNs régulateurs qui sont présents dans le cytoplasme sous
forme de duplex d’une taille moyenne de 21 nucléotides. De nombreux travaux ont mis en
évidence leurs rdles dans linhibition de I'expression de génes via la dégradation ou la
séquestration de I’ARNm cible, mais aussi via l'inhibition traductionnelle. Plus récemment, des
études ont montré que les miRs peuvent également augmenter |'expression des génes par
activation des étapes d’initiation de la transcription et de la traduction (Majid et al., 2010). Les
miRs interviennent dans la régulation de nombreux processus biologiques tels que le
développement embryonnaire-larvaire, I'oncogenése, la suppression de tumeur, I'apoptose, la
régulation du cycle cellulaire, la différentiation cellulaire ou encore I'interaction héte-pathogene.
lIs sont exprimés de maniere différentielle selon le tissu ou le stade de développement de
I'individu. Ainsi, miR-122 s’exprime spécifiquement dans le foie, miR-124a dans le systeme nerveux
et miR-206 dans le muscle squelettique, au cours du développement embryonnaire du poisson
zebre (Wienholds et al., 2005).

Les miRs sont produits a partir d’'un long transcrit précurseur structuré en tige-boucle. Le
processus de maturation de ces ARNs se déroule en plusieurs étapes et fait intervenir de nombreux
complexes moléculaires. Des processus de maturation canonique et non-canonique ont été bien
caractérisés. Dans les paragraphes suivants, nous allons uniquement décrire le processus de
maturation canonique.

La majeure partie des miRs sont transcrits par la polymérase Il ; ils sont donc coiffés en 5’
(7-methylguanosine) et poly-adénylés en 3’ (Cai et al., 2004). Cependant, certains miRs associés a
des séquences répétées Alu peuvent étre transcrits par la polymérase Ill. Certains miRs sont donc
soumis aux modulations de I'expression transcriptionnelle en association avec la polymérase Il, et
peuvent ainsi étre spécifiquement synthétisés en fonction du type cellulaire ou encore des
conditions de stress ou de |'état physiologique de la cellule. Selon la classification, on distingue
deux grandes classes de structures de gene codant les miRs (Figure 13). Les miRs « autonomes »
ont un transcrit qui leur est propre. Il peut y avoir un seul miR sur le transcrit primaire ou plusieurs
miRs en cluster sur le méme transcrit. Les miRs « passagers » quant a eux sont présents sur des

transcrits codants pour un ARNm ou un ARNnc. lIs peuvent se présenter en cluster au sein d’un
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intron d’un ARNnc ou d’un préARNm, mais également seul sur un ARNnc ou encore en 3’UTR d’un

pré-ARNm (Krol et al., 2010).

miR-21 1
L AAAA

miR autonomes miR-17 miR-18a miR-19a miR-20a miR-19b-1 miR-92a-1

“,_._‘L‘)__‘_':_AAAAA

miR-15a, miR16-1 dans ARNnc DLEU2

\v‘/ \/.i \‘/ \ / \__‘J AARA
miR-106b miR-93 miR-25 dans pre-ARNm MCM7

: | mom
miR passagers AV VARVARINIR]Y
miR-155 dans ARNnc BIC

V'V

miR-198 en 3'UTR de 'ARNm FSTL1
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/Jﬁimm
(

ABAR

Figure 13: Localisation génique des miRs. Les miRs « autonomes » ont un transcrit qui leur est propre. Il
peut y avoir un seul miR sur le transcrit primaire comme pour miR-21, ou plusieurs miRs en cluster sur le
méme transcrit comme dans le cas des miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 et miR-92a-1. On
peut également trouver des miRs « passagers ». Ces miRs sont présents sur des transcrits codants pour
un ARNm ou un ARN non -codant. Les miRs peuvent se présenter en cluster au sein d’un intron d’'un ARNnc
comme le cluster miR-15a et miR16-1 dans DLEU2, au sein de I'intron d’un pre-ARNm comme le cluster
miR-106b, miR-93, miR-25 dans MCM7 ou seul comme le miR-155 en 3’ du transcrit de I’ARNnc BIC ou
enfin en 3’UTR d’un ARNm comme miR-198 dans FSTL1.

Une fois le pri-miR transcrit, il se structure en une longue tige de 33 nucléotides
comportant des mésappariements, une boucle et des parties simple brin. Cette premiére étape
est réalisée dans le noyau par le micro-processeur composé principalement de Drosha et DGCR8
(Di George Critical Region 8). Dans un premier temps, DGCR8 va reconnaitre la taille de la boucle,
se fixer dans la région de la tige-boucle la moins stable puis diriger le clivage réalisé par Drosha
(Figure 15). Drosha porte deux domaines RNAse lll en tandem (Han et alet al., 2006; Lee et alet al.,
2003) ce qui lui permet de réaliser un clivage asymétrique du pri-miR de 11 paires de base (Zeng
et alet al., 2005). Ainsi, le pri-miR subit une premiére maturation en pré-miR qui se structure en
une tige boucle de 60-70 nts, une extrémité 5’ avec un groupement phosphate et 2 nucléotides

non-appareillés en 3’.
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Le pré-miR ainsi obtenu va étre exporté du noyau vers le cytoplasme par transport actif GTP-

dépendant médié par I'Exportine 5 (Exp5) (Zeng and Cullen, 2004) (Figure 14).

Figure 14 Reconnaissance et exportation du pré-miR par I’exportine 5 (adapté de (Wang et alet al., 2011)

L'exp5 est produite dans le cytoplasme puis est importée dans le noyau ou elle interagit
avec la protéine Ran-GTP. Cette interaction permet de restructurer I’'exp5 et de former ainsi une
cavité dans laquelle sera accueilli le pré-miR. L’exportation commence par la reconnaissance de la
structure tige-boucle inférieure a 14 paires de bases possédant deux nucléotides non-appareillés
en 3’. Le complexe ainsi formé prévient la dégradation du pré-miR dans le noyau, et I’hydrolyse du
GTP en GDP permet quant a elle de libérer le pré-miR dans le cytoplasme. L'exp5 libre est redirigée
de nouveau dans le noyau (Wang et al., 2011).

Une fois dans le cytoplasme, le pré-miR va étre reconnu et pris en charge par Dicer, une
protéine cytoplasmique possédant de nombreux domaines fonctionnels (Figure 15). Dicer est
composée d’'un domaine hélicase, deux domaines RNase Ill en tandem, un domaine de fixation a
I’ARN double brin et une signature PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille). Le domaine PAZ va permettre la
reconnaissance des deux nucléotides du pré-miR en 3’, et le domaine de liaison a ’ARN double
brin (ARNdb) permet la reconnaissance de la tige du pré-miR. Pour pouvoir cliver le pré-miR, Dicer

s’associe avec d’autres partenaires sur I’ARN : TRBP (HIV-1 transactivating response RNA-binding
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protein) et PACT (protein activator of PKR) qui possédent chacun un domaine de liaison a I’ARN,
formant ainsi le complexe Dicer/TRBP, Dicer/PACT ou Dicer/TRBP/PACT (Chendrimada et al., 2005;
Lee et al., 2006). L'interaction de ces protéines avec Dicer permet de faciliter la fixation de la
protéine au miR dirigeant le clivage et favorise |'activité catalytique de cette derniére. Cependant,
elles ont également un réle important dans le recrutement des différentes protéines du RISC (RNA-
induced silencing complex) (Chendrimada et al., 2005; Fukunaga et al., 2012). Le complexe ainsi
formé va permettre le clivage et I'élimination de la boucle du pré-miR conduisant a I'obtention
d’un duplex imparfait comprenant un miR-3p et un miR-5p d’une longueur variant entre 18 et 22
paires de base avec deux extrémités 3’ sortantes (Filipowicz et al., 2005).

Le duplex obtenu est ensuite incorporé dans le RISC. On retrouve alors associé au miR
mature une protéine Argonaute (Agol a 4), mais aussi des hélicases comme Gemin3 ou RCK/p54.
Les quatre protéines Argonautes ont été trouvées associées a un miR ou siARN chez 'Homme. La
protéine Agol est le plus souvent associée a une accumulation des miRs alors que Ago2 est
associée a la dégradation d’ARNm médiée par les miRs (Meister and Tuschl, 2004). Les protéines
Argonautes sont composées de trois domaines. Le domaine PAZ en N-terminal permet la
reconnaissance des deux nucléotides non-appareillés en 3’, le domaine Mid reconnait le
5’phosphate du miR mais aussi la coiffe m7G de 'ARNm. Enfin, le domaine PIWI est structuré
comme une RNase H permettant I'activité endonucléase du RISC (Graves and Zeng, 2012).

D’autres protéines sont incorporées au complexe, telles que la famille des GW182. Ces
protéines interagissent directement avec les protéines Argonautes et sont essentielles a I'activité
des miRs. Ces protéines ont un poids moléculaire de 182 kDa et sont composées de nombreuses
répétitions du motif glycine tryptophane (GW) impliqué dans I'interaction avec la protéine Ago. Il
existe trois protéines de la famille des GW182 chez les vertébrés (trinucleotid repeat-containing
6A ou TNRC6A/GW182, TNRC6B et TNRC6C).

Suite a I'incorporation du duplex miR mature dans le RISC, un seul brin (guide) déterminé
selon la stabilité thermodynamique des extrémités de chacun des brins va étre conservé au sein
du complexe. Le brin passager quant a lui est dissocié du brin guide et exclu du RISC pour étre
dégradé. Cependant, chacun des brins peut étre incorporé dans le RISC de fagon tissu-spécifique.
Par exemple, miR-30e-3p est retrouvé accumulé dans les cellules de I'estomac, alors que son brin

complémentaire, le miR-30e-5p, est spécifique a la rate (Tétreault and De Guire, 2013). Le brin
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restant est alors composé de deux régions bien distinctes : la région « seed » ou téte en 5’ des
nucléotides 2 a 7 impliqués dans l'appariement et la région en 3’ importante dans la
reconnaissance de la cible.

Le complexe RISC mature va étre guidé par le miR incorporé vers I’ARNm cible et réaliser
le mécanisme de l'interférence a ARN (ARNi).

Il existe aussi des voies de biogenése non-canonique qui ne suivent pas le processus décrit

précédemment, permettant la maturation des mirtrons, simtrons, snomiRs, ARNt-miR.

Reconnaissance
» o

du pré-miR Maturation
S PACT ——»

@ Q )trep )

Figure 15: Représentation schématique de la biogénése canonique des miRs. Suite a la transcription par

miR

la polll, le pri-miR va étre pris en charge par Drosha et DGCR8 et maturé en pré-miR. Le pré-miR est alors
exporté par I'exp5 puis pris en charge par Dicer dans le cytoplasme qui relarguera un miR mature double

brin d’environ 21 nts.
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3. Meécanisme d’action des miRs

a. Appariement du miR a sa cible

Le RISC inhibe I'expression d’un ARNm spécifique grace a l'interaction du miR guide
présent au sein du complexe avec son ARNm cible. Le complexe interagit spécifiquement entre la
région 3’UTR de sa cible au niveau du MRE (miRNA response element) et la région « seed » du miR.
Des régles d’appariement ont été identifiées graces a des analyses expérimentales et bio-

informatiques (pour revue (Filipowicz et al., 2008) (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique de I'interaction spécifique entre un miR et sa cible (adapté de
(Filipowicz et al., 2008)).

L’appariement parfait et continu de type Watson-Crick des nucléotides 2 a 8, de la région
5" du miR « seed », long en moyenne de 6 pb, est indispensable a I'activité du miR. Cependant, il
peut exister des appariements GU ou des mésappariements au sein de cette région entre la cible
et le miR qui diminuent grandement |’efficacité de I'inhibition. D’autre part, la présence d’une base
A en position 1 du miRNA et A ou U en position 9 augmente I'efficacité du site méme si ils ne sont
pas appareillés avec I’ARNm cible.

La présence d’'un mésappariement dans la région centrale de l'interaction miR-ARNm
empéche le clivage de la cible par la protéine Ago.

Enfin, il doit y avoir suffisamment d’appariements dans la région 3 du miR afin de
permettre de stabiliser I'interaction. Les mésappariements et les boucles internes sont tolérés,
cependant un bon appariement est nécessaire des résidus 13 a 16 du miR lorsque celui de la
région « seed » n’est pas optimal (Filipowicz et al., 2008). Ainsi, on retrouve les sites 3’

supplémentaires qui se caractérisent par la présence d’un appariement de 3 a 4 paires de bases
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des nts 12 a 17 en complément de I'appariement de la région « seed ». Les sites 3’ compensatoires
guant a eux vont compenser un appariement imparfait de la région « seed ». On retrouve alors un
appariement d’au moins 9 nucléotides consécutifs a partir du 12 nt (Bartel, 2009).

Il a été également montré que les miRs peuvent se fixer sur la région 5’UTR ou sur la
région codante de ’ARNm cible. Ces interactions peuvent induire une activation ou une inhibition
de la traduction. En effet, I'’équipe du Dr Hentze a montré chez la drosophile que miR-2 peut
inhiber la traduction d’un ARN cible en se fixant en 5" UTR mais aussi dans la région codante. Le
mécanisme privilégié pour expliquer cette inhibition est I'encombrement stérique généré par le
RISC, empéchant le passage du ribosome lors de l'initiation (Moretti et al., 2010). D’autre part, les
miRs peuvent activer la traduction de leurs ARNs cibles comme dans le cas du miR-122 et de ’ARN
génomique du HCV (Jopling et al., 2005a), ou du miR-10a ciblant les ARNm des protéines
ribosomales (@rom et al., 2008). En effet, I'équipe du Dr Lund a montré que le miR-10a favorisait
la traduction des ARNm codant les protéines ribosomales en se fixant dans la région 5’UTR. Ainsi,
le miR-10a contrecarre I'inhibition induite par les facteurs associés au motif 5 TOP présent sur ces
ARNm. Le miR-10a augmente alors la production de protéines ribosomales et de fagon indirecte
mais signifiante la production globale des protéines cellulaires de facon tissu-spécifique (@rom et
al., 2008).

Une fois que le RISC mature est associé a I’ARN cible, on observe une modulation de
I’expression de cet ARNm d’intérét. Deux mécanismes sont a ce jour décrits : I'inhibition de la

traduction ou la dégradation de ’ARNm cible.

b. Inhibition de la traduction

La fonction principale des miRs est I'inhibition de la traduction. Cette inhibition peut avoir
lieu pendant I’étape d’initiation, de I’élongation ou de terminaison. Il existe différents mécanismes
d’inhibition par les miRs mettant en scéne de nombreuses protéines cellulaires. Cependant, ces

mécanismes sont complexes et restent encore mal connus malgré de nombreuses études.
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A ce jour, deux mécanismes non exclusifs ont été décrits pour expliquer I'inhibition de
I'initiation de la traduction pas les miRs (Figure 17).

Le modéle le plus connus décrit le mRISC (contenant le miR mature) comme entrant en
compétition avec le complexe eiF4F, en particulier au niveau de I'interaction entre eiF4E et la coiffe
5’. LUinhibition de cette étape empéche alors l'initiation de la traduction coiffe-dépendante. En
effet une étude in vitro trés compléete a montré que les ARNm ayant une coiffe artificielle ne sont
pas touchés par la régulation induite par les miRs. D’autre part, les miRs ayant un effet sur
I'initiation de la traduction n’ont pas d’effet lorsque les ARNm cible ont en 5" UTR une séquence
IRES leur permettant une initiation de la traduction coiffe-indépendante. Enfin, I'ajout en excés
des éléments composant le complexe eiF4F dans la réaction a permis de supprimer I'inhibition de
la traduction par les miRs (Mathonnet et al., 2007). D’autres études ont démontré que la protéine
Ago?2 présente dans le RISC peut se fixer sur la coiffe m7G grace a son domaine Mid. Cependant,
cette compétition entre Ago2 et eiF4E reste encore aujourd’hui controversée. En effet, d’autres
travaux ont mis en évidence que les résidus du domaine Mid d’Ago2 seraient impliqués dans une
interaction avec son partenaire GW182. Une autre étude bio-informatique a montré qu’on ne
retrouvait aucune similitude de motifs entre Ago2 et eiFAE (décrit dans (Chekulaeva and Filipowicz,
2009)).

Une autre hypothése décrit I'inhibition de la traduction par les miRs au moment de
I"'assemblage des sous-unités 40S et 60S plus tardivement au cours de l'initiation de la traduction.
En effet, il a été montré in vitro que Ago2 était retrouvée associée avec le facteur eiF6 et la sous-
unité ribosomique 60S. eiF6 reste associé a cette sous-unité durant l'initiation de la traduction
évitant ainsi une association trop précoce des deux sous-unités 40S et 60S. Il semblerait que le
RISC recrute via Ago2 eiF6 inhibant ainsi I'assemblage du ribosome au niveau du codon START.
Cette méme étude a montré que la déplétion de eiF6 dans des cellules HELA permettait de lever

I'inhibition d’un miR sur sa cible via ce mécanisme (Chendrimada et al., 2007).
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Différents mécanismes ont été décrits pour expliquer I'inhibition de la traduction par les
miRs durant les étapes post-initiation.

Des études réalisées sur C. elegans ont montrés que le miR lin-4 inhibait la traduction de
lin-14 et lin-28 sans avoir de conséquence sur I'abondance des ARNm. De plus, une sédimentation
sur gradient de sucrose a permis de déterminer que ces deux ARNm étaient présents dans les
fractions contenant les polysomes. Des expériences incluant des inhibiteurs de la traduction
(puromycine, hippuristanol) ont permis de confirmer que les polysomes étaient actifs. En effet, en
présence de ces inhibiteurs, les polysomes étaient dissociés en monosomes ou sous-unité
ribosomique. Des observations similaires ont été réalisées chez le mammifére. En effet, Maronay
et al. ont observé la co-sédimentation du messager de KRAS associé au miR let-7 avec les
polysomes (Maroney et al., 2006). Ces résultats permettent de conclure que l'inhibition de la
traduction de ’ARNm de KRAS par let-7 se situe a un stade post-initiation (pour revue (Filipowicz
et al., 2008; Huntzinger and Izaurralde, 2011)). Les mécanismes d’inhibition de I'élongation restent
cependant trés peu connus.

Le devenir des protéines néo-synthétisées reste aussi sans réponse. Les polypeptides
naissant de génes rapporteurs n‘ont pas pu étre détectés suite a des expériences d’'immuno-
précipitation ou de « pulse chase ». La dégradation des néo-peptides n’est prouvée que par
résultats négatifs (absence du néo-peptide au sein des polysomes réprimés). D’autre part, des
inhibiteurs du protéasome n’ont aucun effet sur I'inhibition médiée par les miRs, et aucune autre

protéase n’a été identifiée a ce jour (pour revue (Filipowicz et al., 2008)).

c. Dégradation de ’ARNm

La dégradation de la cible du miR est a ce jour le mécanisme le plus connus et le plus
décrit. La dégradation de ’ARNm cible est le mécanisme retrouvé principalement chez les plantes
(Figure 17).

Les premiéres études sur 'inhibition de I’expression des genes par les miRs ne semblaient
pas étre associées a la dégradation de la cible chez I'animal. Cependant, des études réalisées plus
tard ont permis de déterminer que des interactions ARNm-miR causaient une diminution
importante de la quantité de ces ARNm cible en lien avec une dégradation. D’autres études sur le

transcriptome ont pu mettre en évidence la corrélation inverse entre le taux de miR et I'abondance
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des cibles de ces miRs (Guo et al., 2010; Lim et al., 2005). En effet, des études ont montré que
I'ajout de miR a des cultures cellulaires cause la dégradation de la cible contenant la séquence
complémentaire au « seed ». A l'inverse, I'inhibition en culture cellulaire des facteurs essentiels a
I’action des miRs (Dicer, les protéines Agos, ou GW182) permet d’observer une augmentation de
la quantité des cibles connus de certains miRs (Rehwinkel et al., 2005).

Le RISC associé a 'ARNm cible peut générer un clivage endonucléolitique a la condition
d’avoir un appariement parfait entre le miR et sa cible. Or, I'appariement parfait entre un miR et
sa cible est trés rarement retrouvé chez les animaux mais beaucoup plus fréquemment chez les
plantes. Chez 'lhomme, dans le cas d’un appariement parfait, la protéine Ago2 va cliver '’ARNm
entre les positions 10 et 11 de I'appariement avec le miR. Suite a ce clivage, '’ARNm va étre dégradé
a partir du point de clivage par I'exosome de 3’ en 5’ et par des RNases de 5’en 3’(pour revue (
(Huntzinger and lzaurralde, 2011)).

Dans le cas d’'un appariement imparfait, les miRs vont diriger leurs cibles vers les voies de
dégradations des ARNs présents dans la cellule. De fagon intéressante, les ARNm qui sont ciblés
par les miRs sont retrouvés séquestrés au sein de foci cytoplasmiques : les P-Bodies (Processing
Bodies). Ce sont des éléments mobiles qui sont décrits dans la littérature comme les usines a
dégradation de I’ARN. On retrouve co-localisés dans les P-Bodies les miRs associés a leur cible ainsi
que des protéines impliquées dans le décoiffage des ARNs (DCP1/DCP2) ou la dé-adénylation
(CCR4, CAF1, NOT), des protéines activatrices du décoiffage (EDC3, Ge-1), des hélicases (RKC/p54)
mais aussi les protéines de la famille des GW182 (pour revue (Kulkarni et al., 2010)). Toutes ces
protéines sont impliquées dans le mécanisme d’inhibition de I'expression génique médié par les
miRs (Eulalio et al., 2007a; Parker and Sheth, 2007). La relocalisation des ARNm ciblés par les miRs
dans les P-Bodies permet d’une part de les éloigner de la machinerie de traduction et d'autre part
de rapprocher spatialement tous les intervenants nécessaires a la dégradation d’un ARN.
Cependant, les P-Bodies ne sont pas nécessaires a 'activité des miRs. Leur formation est une
conséquence de I'inhibition médiée par les miRs et non une cause (Eulalio et al., 2007b).

Suite a I"'appariement du mRISC a sa cible, 'TARNm va dans un premier temps étre dé-
adénylé par le complexe cellulaire CAF1-CCR4-NOT, puis décoiffé par DCP2 associée a ses
cofacteurs. Le décoiffage de 'ARNm est instantanément suivi par sa dégradation par XRN1, une

exonucléase 5’-3 (Huntzinger and lzaurralde, 2011).
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Figure 17 Inhibition de I’expression génique par un miR. (A) Inhibition de I"élongation de la traduction.
L'interaction du miR associé au RISC avec le messager bloque I'élongation de la traduction et favorise la
dissociation des ribosomes. (B) Dégradation co-traductionelle des peptides naissants. Ce modéle suggére
que la traduction n’est pas inhibée mais que le mRISC recrute des protéases cellulaires qui dégradent le
néo-peptide. Les protéases impliquées dans ce mécanisme restent a déterminer. (C-E) Inhibition de
I'initiation de la traduction. (C) Les protéines impliquées dans le RISC, les Argonautes principalement,
entrent en compétition avec le facteur eiF4E pour l'interaction avec la coiffe 5’ du messager cible. (D) Le
RISC recrute le facteur eiF6 qui inhibe l'interaction précoce entre les deux sous-unités ribosomiques.
L'association des deux sous-unités est donc plus difficile. (E) Le RISC recrute des composants de |'exosome
cellulaire afin de déadenyler le messager cible. De plus, il va inhiber le recrutement des PABP essentiels a
I'interaction avec eiF4G et la circularisation de I’ARN messager. (F) Mécanisme d’action des miRs conduisant
a la dégradation de I’ARN messager cible. Le RISC va recruter des protéines impliquées dans le décoiffage
et dans la déadenylation du messager cible. Le messager, une fois décoiffé et sans queue polyA, sera
rapidement dégradé par I'exosome cellulaire. (G) Observation des P Bodies. Image de microscopie
confocale de cellules de drosophile non transfectées (en haut) ou transfectées avec des vecteurs exprimant
la GFP couplée aux enzymes de décoiffages DCP1 et DCP2 et les marqueurs de P-Bodies GW182 et GE-1.
Image tirée de (Eulalio et al., 2007a) (adaptée de (Eulalio et al., 2008)).

4. Outils computationnels permettant I’analyse des miRs et de leurs cibles

Depuis la compréhension des mécanismes d’action des miRs, de nombreux outils
informatiques ont été mis en place afin de prédire les cibles potentielles de ces miRs. Le
mécanisme d’action des miRs est basé sur l'interaction de séquences complémentaires entre le
miR et son ARNm cible (Tableau 3). De ce fait, de nombreux ARNm sont des cibles potentielles
pour un seul miR. De nombreux algorithmes permettant la prédiction des cibles ont été mis au
point. Ces algorithmes prennent en compte les connaissances actuelles sur le mode d’action des
miRs dont la complémentarité des bases entre le miR et sa cible permet d’évaluer un score en lien
avec la force d’interaction. Les nombreuses régles d’interaction ne sont pas encore toutes connues
et maitrisées c’est pourquoi chaque outil utilise sa propre combinaison de criteres pour définir les

cibles potentielles d’'un miR d’intérét. Cependant, certains critéres sont communément utilisés.
° La séquence « seed »

Tous les programmes de prédiction de cibles pour les miRs prennent en compte les
connaissances sur les lois d’appariement entre la localisation de I'interaction sur 'ARNm mais aussi
la séquence « seed » du miR. Trois catégories peuvent étre reconnues par le logiciel : 1- les sites

canoniques des 7 ou 8 nucléotides appareillés qui sont présents dans la majorité des cas
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biologiques connus; 2- les sites supplémentaires en 3’ en position 13 a 16 qui permettent
d’apporter une efficacité plus accrue a I'effet du miR; 3- la présence de sites compensatoires qui
permettront de compenser un mésappariement de la séquence « seed ». Chaque logiciel a ses
propres exigences. Par exemple, TargetScan requiert des séquences strictement complémentaires,
alors que miRanda autorise un appariement de type « wobble » (interaction G-U) dans la région
« seed » s’il y a un site compensatoire en 3’. DIANA-micro-T, quant a lui, considére I'intégralité de

la topologie du miR dans sa prédiction de cible (Tarang and Weston, 2014).

° La conservation du site cible

La conservation du site d’interaction du miR sur la région 3’UTR des différents génes
orthologues est un élément significatif dans la prédiction des cibles des miRs. En effet, une
sélection naturelle positive est attendue pour des effets miR-ARNm important (Tarang and

Weston, 2014).

. La stabilité thermodynamique

Les logiciels calculent également I'énergie thermodynamique nécessaire a l'interaction
entre le miR et sa cible. En effet, la stabilité du complexe miR-ARNm est trés importante pour

I'activité enzymatique du complexe RISC (Tarang and Weston, 2014).

° Les sites multiples

Les programmes prennent aussi en compte le nombre de sites de fixation d’'un méme miR
ou de plusieurs miRs sur un ARNm cible chez différentes especes. Cependant, une identification
de cible a I'aide de cette technique nécessite de nombreuses confirmations expérimentales. Le

logiciel qui considére le plus ce parametre est PicTar (Tarang and Weston, 2014).
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Méthode de L. . e
Lo Caractéristiques de I'outil Référence
prédiction
Diana Micro-T | Prédiction de cible basée surles séquences de miR et d'ARNm http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/
Détermination des procédés biologiques affectés parles miRs.
FAME Les miRs impliqués dans des voies de signalisation sontvalidés http://acgt.cs.tau.ac.il/fame/
expérimentalement
Information surles génes codantun miR ainsi que leurs
Hoctar g ) R q http://hoctar.tigem.it/
régulations
Recherche les prédictions de cible des miRs, les analyses de leur . L )
Magia P v http://gencomp.bio.unipd.it/magia/start/

expression, et de réseaux de régulations post-traductionnels

Prédiction de cible de miR basé surl'énergie d'hybridation ainsi
Ma Mi que surles structures secondaires du duplex miR-ARNm. Les http://mami.med.harvard.edu/
parameétres peuvent étre modifiés par|'utilisateur
Identification de site de fixation de miR surdes séquences
Microinspector| soumises parl'utilisateur, utilisation des bases de données

regroupant les sites de fixation de miR connus

http://bioinfo.uni-
plovdiv.bg/microinspector/

miR2disease Information surles miRs impliqués dans des pathologies http://www.mir2disease.org/
miRBase Répertoire complet des séquences des miRs etde leurs cibles http://www.mirbase.org/
mirDIP mirDIP contient 12 ensembles de données de cible prédite
I

http: hid.ut to. irDIP/index.j
provenantde 6 bases de données de prédiction de miR. p://ophid.utoronto.ca/mirDIP/indexjsp

Regroupe les cibles validées des miRs, et les informations sur | http://mirecords.umn.edu/miRecords/ind
ces cibles provenantde 11 logiciels de prédiction. ex.php
Compare I'expression des miRs avec|'expression des ARNm et
miRGator des protéines pourinterpréterles fonctions biologiques de ces
miRs
Information surles statistiques des séquences de miR et de

miRecords

http://genome.ewha.ac.kr/miRGator/miRG
ator.html

miRNAmap N ) http://mirnamap.mbec.nctu.edu.tw/
leurs génes cible
MirPath Identification des voies de signalisation modifiées par http://83.212.96.7/DianaToolsNew/index.p
I'expression d'un miR spécifique hp?r=mirpath
miRTar Informatlon.surles f?ncFlons bloI?glque des cou.ples m|R-C|.bIe http://mirtar.mbc.nctu.edu.tw/human/
etsurles sites de fixation des miRs des transcrits alternatifs
MiRTarBase Information s.ur des cibles Sie miRs valifjés expérimentalement, http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/
et comparaison avecles études fonctionnelles surles miRs
Information surles cibles des miRs, tenant compte de la http://www.umm.uni-
miRWalk séquence compléte (promoteur, 5'UTR, région codante, et 3'UTR), [heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.h
information surles cibles validées expérimentalement tml
Patrocles Polymorphisme surles séquences des miRs et des génes cibles http://www.patrocles.org/
PITA Structure secondaire des hybrides miR-ARNm, pour la prédiction |[http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/i
des génes cible ndex.html
Tarbase Base de données surles cibles validées expérimentalement http://diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase/
Targetscan Logiciel de prédiction de cible d'un miR d'intérét http://www.targetscan.org/

Tableau 3 : Liste non-exhaustive des logiciels et bases de données permettant I’analyse des miRs, de leurs

cibles et de leur role au sein d’une cellule (adapté de (Tarang and Weston, 2014).)

5. miRs et infections virales

Comme nous I'avons vu précédemment, les miRs ont un réle majeur dans la régulation
de I'expression des génes. D’autre part, les miRs semblent avoir un réle important dans l'infection
virale mais aussi dans la réponse a l'infection. En effet, la cellule en réponse a l'infection exprime

des miRs impliqués dans I'immunité. D’autre part, certains virus utilisent les miRs cellulaires a leur
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avantage afin d’achever leur cycle de réplication. C’'est alors tout un jeu de régulation qui se met
en place pour la survie de la cellule et/ou du virus. Par ailleurs, certains virus codent leurs propres

miRs.

a. Les miRs viraux

En 2004, il a été suggéré que certain virus pourraient exprimer leurs propre miRs. En effet,
4 % des petits ARNs purifiés a partir de cellules infectées de facon latente par le virus d’Epstein-
Barr (EBV) étaient d’origine virale. L'analyse des séquences de ces petits ARNs a révélé qu'ils
présentent des caractéristiques structurales de pré-miRs. Cinqg miRs ont été identifiés chez I'EBV,
localisés sur deux loci différents. Trois d’entre eux, nommés miR-BHRF1-1,2 et 3, sont localisés
dans les régions non-codantes du gene viral BHFR1, alors que les deux autres, miR-BART1 et 2,
sont localisés dans les introns du géne BART (Pfeffer et al., 2004). Les miRs viraux sont capables de
réguler d’une part les genes viraux (en cis) et les génes cellulaires (en trans).

Le mode d’action en cis a été décrit chez 'EBV. En effet, le miR-BART-1 est capable de cibler
etd’induire la dégradation du géne viral BALF5. Ce mode d’action permet aussi au virus d’échapper
au systeme immunitaire. En effet, durant la phase de latence le virus n’exprime qu’un faible
nombre de genes, dont ceux codant les miRs. Le maintien de la phase de latence nécessite la
suppression de composants viraux et cellulaires qui peuvent déclencher la réactivation du cycle.
Les miRs viraux sont impossibles a distinguer des miRs cellulaires et sont donc non-immunogenes.
Ces mécanismes ont été décrits chez le HCMV (cytomegalovirus humain) (Grey et al., 2007).
D’autre part, I’équipe du Dr Ganem a montré que le polyomavirus SV40 (virus simien 40) exprime
un miR qui cible le transcrit de I'antigene T durant l'infection. L'utilisation d’un virus muté, qui
n’exprime pas ce miR, a montré une augmentation significative de I'expression de I'antigene T. Des
expériences réalisées en culture cellulaire ont montré que ce SV40 muté était plus susceptible a la
lyse par les lymphocytes T cytotoxiques comparé au virus sauvage (Sullivan et al., 2005).

Les régulations en trans quant a elles permettent d’une part d’augmenter la durée de vie
des cellules infectées. En effet, les virus dont le cycle comprend des phases de latence et des
phases lytiques ont besoin de controler et de prévenir I'apoptose. Dans les cas du KSHV (Kaposi
Sarcoma-associated Herpesvirus), le miR viral miR-K12-10a cible le récepteur TWEAKR (tumor

necrosis factor like weak inducer of apoptosis receptor) impliqué dans |'apoptose. En inhibant le
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TWEARK, le virus diminue 'activation de caspases et empéche donc I'apoptose. D’autres miRs
exprimés par le KSHV, miR-K12-1, 3 et 4-3p, ciblent la caspase 3, un effecteur direct de I'apoptose
(Suffert et al., 2011).

D’autre part, les régulations en trans permettent également I'’échappement a la réponse
immunitaire par le virus. En effet, le HCMV exprime le miR-UL112-1, qui cible MICB (major
histocompatibility complex class I-related chain B), un ligand induit par le stress cellulaire reconnu
par le récepteur NKG2D exprimé par les lymphocytes T CD8+ et les cellules NK. L'utilisation d’un
virus ne codant pas ce miR a permis de montrer que 'inhibition du MICB par ce miR viral permet

au virus d’échapper aux cellules NK (pour revue (Boss and Renne, 2011)).

b. Les miRs de I’hote

Les miRs cellulaires peuvent avoir un effet positif ou négatif sur la réplication virale.
D’autre part, ces effets peuvent étre directs, c'est-a-dire le(s) miR(s) cible(nt) I’ARN viral, ou
indirects, c'est-a-dire le(s) miR(s) module(nt) une voie de signalisation importante dans le cycle

réplicatif du virus.

i. Régulation positive du HCV par le miR-122

° Réle physiopathologique de miR-122 dans les hépatocytes

Le miR-122 est spécifiquement exprimé dans les hépatocytes, en trés grande quantité. En
effet, il représente respectivement 70 % et 52 % du miRNome chez la souris et 'Homme adulte. Il
est un facteur-clé dans le développement du foie, mais aussi dans la différentiation, ’'homéostasie
et les fonctions métaboliques des hépatocytes. L'expression de miR-122 dans le foie est régulée
par les « liver-enriched transcription factors » (LEFTs) (pour revue (Bandiera et al., 2015)). La
régulation de l'expression de miR-122 est trés importante, car elle permet d’une part la
ségrégation hépatobiliaire, mais aussi d’acquérir et de conserver le phénotype hépato-spécifique.
Ces observations semblent confirmées par le fait que la répression de miR-122 dans des cellules
hépatocytaires primaires dérivées de HCC de mauvais pronostic est associée a la suppression du
phénotype hépatique (Coulouarn et al., 2009).

D’une part, miR-122 joue un réle important dans le métabolisme du foie. Il intervient dans

le métabolisme des lipides et du cholestérol. En effet, des études ont montré que l'inhibition de
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miR-122 par un ARN anti-sens diminue significativement le taux de cholestérol dans le plasma a la
fois chez la souris et chez le primate non-humain (EImén et al., 2008; Esau et al., 2006).

D’autre part, comme évoqué précédemment, miR-122 est trés important pour le maintien
de 'homéostasie des hépatocytes ainsi que de leur état de cellules différenciées. Dans le foie, il a
une fonction de suppresseur de tumeur, étant donné qu'il a été récemment décrit que la
diminution de I'expression de miR-122 dans les hépatocytes est associée a des lésions du foie
(Bandiera et al., 2015; Hsu et al., 2012; Tsai et al., 2012; Zeisel et al., 2013a). En effet, de
nombreuses cibles ont été validées pour le miR-122 incluant ADAM10, Cyclin G1, IGF1R, SRF et
Wntl. Toutes ces cibles sont connues pour étre impliquées dans le développement du cancer du

foie, la transition epithelio-mésenchymateuse mais aussi I’'angiogenéese (Nakao et al., 2014).

° Role de miR-122 dans l'infection par le HCV

En 2005, Jopling et al. décrivent pour la premiére fois que I'inhibition du miR-122, diminue
drastiquement la réplication de ’ARN du HCV. En effet, le miR-122 est capable de se fixer dans la
région 5’UTR de I’ARN viral. L'utilisation d’'un mutant du miR-122 incapable d’interagir avec la
région 5 UTR de ’ARN génomique induisait une diminution de la réplication virale. Cette inhibition
pouvait étre annulée par l'introduction d’une mutation complémentaire sur I’ARN viral indiquant
que l'interaction direct entre le miR-122 et I’ARN génomique est essentielle pour la réplication du
HCV (Jopling et al., 2005a). Par la suite, un deuxiéme site en 5" UTR de I’ARN génomique fut
identifié (Jopling et al., 2008) (Figure 18a). L'interaction du miR-122 au niveau de ces deux sites
semble importante pour assurer une bonne réplication virale. D’autres études ont montré que la
séquence « seed » ainsi que les nucléotides 15 et 16 sont essentiels pour une bonne réplication.
Ces nucléotides n’étant pas impliqués dans les mécanismes classiques d’action des miRs, ces
résultats suggerent que I'effet du miR-122 sur la réplication du HCV ne fait pas intervenir les voies
conventionnelles d’action des miRs cellulaires (Machlin et al., 2011).

L'alignement des séquences de la région 5’UTR de I’ARN viral a partir de la seconde tige
boucle des différents génotypes montre que les 7 nucléotides de la séquence « seed » sont
conservés au niveau du premier site de fixation du miR-122 (Figure 18b). Dans le cas du deuxieme
site de fixation, on retrouve 6 nucléotides interagissant avec la séquence « seed » du miR-122 et

conservés pour tous les génotypes. La séquence entre les deux sites de fixation du miR-122 a
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probablement évolué de telle facon que le miR n’ait pas un appariement complet et évite ainsi le
clivage de I’ARN génomique par Ago2 (pour revue (Conrad and Niepmann, 2014)).

De nombreuses études ont été réalisées afin de comprendre le mécanisme moléculaire
du miR-122 sur le HCV. L'équipe de Niepmann a étudié le role du miR-122 dans la traduction de
I’ARN viral a I'aide d’un gene rapporteur monocistronique portant I'IRES viral en 5’UTR. lls ont alors
démontré que le miR-122 avait un effet positif sur la traduction de I’ARN génomique. D’autre part,
la traduction de I’ARN viral est favorisée par la présence des deux sites cible du miR-122 et est
indépendante de la synthése de I’ARN viral (Henke et al., 2008). La fixation du miR-122 permet de
modifier la structure tertiaire de I'IRES viral favorise un changement dans la structure du ribosome
40S et aide a trouver le codon START (pour revue (Conrad and Niepmann, 2014)) (Figure 18c).

Cependant, la stimulation de la traduction seule n’explique pas I'effet du miR-122 sur le
cycle réplicatif du HCV. L'interaction du miR-122 en 5’UTR de I’ARN viral permet d’avoir une longue
séquence d’ARN double brin qui permet de protéger I'’ARN génomique de la dégradation
nucléosidique (Shimakami et al., 2012). En effet, la stabilisation est dépendante de la région 5’"UTR
de I’ARN viral, mais pas des séquences en aval indiquant que les deux sites de fixation du miR-122
conferent la protection contre la dégradation a partir de I'extrémité 5’. D’autre part, le miR-122
interagit avec la région 3’ UTR de I’ARN viral permettant également de stabiliser 'ARN et de
diminuer la dégradation par les exonucléases cellulaires. Enfin, les protéines virales NS5B, miR-122
et Ago2 sont co-localisées dans les complexes de réplication. Ces résultats permettent de penser
que le complexe mir-122 associé a d’autres protéines cellulaires telles qu’Ago2, associé a la région
5’UTR de I'ARN du HCV, peut augmenter la stabilité de I’ARN génomique durant la réplication de
I’ARN (pour revue (Conrad and Niepmann, 2014)).
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Figure 18: Représentation de I’hybridation du miR-122 avec I’ARN viral du HCV et de sa fonction dans le
cycle viral. A) miR-122 possede 2 sites de fixation dans la région 5’UTR du génome virale. Le premier au
niveau de la premiere SLC et le deuxiéme juste en aval de cette premiére tige boucle. B) Les site
d’hybridation avec le miR 122 sont tres conservé dans tous les génotypes du HCV. C) Role du miR-122 dans
la protection de I’ARN viral contre les exonucléases, ainsi que dans le repliement de I'IRES permettant le
recrutement du la sous unité 40S du ribosome initiant ainsi I'initiation coiffe indépendante. Adapté de
(Conrad and Niepmann, 2014).

D’autre part, une étude récente a montré que miR-122 stimule la réplication de I'ARN
viral en altérant I’équilibre entre ’ARN impliqué dans un complexe réplicatif ou dans un complexe
traductionnel. En effet, dans cette étude I'équipe du Dr Lemon s’est libéré de la dégradation de
I’ARN viral en utilisant un modele cellulaire n’exprimant pas I'exonucléase cellulaire Xrn1, acteur
majeur de la dégradation de I'ARN virale. Ainsi, miR-122 est apparu comme favorisant la
réplication plutét que la traduction de I’ARN viral. En effet, miR-122 va déplacer le facteur cellulaire
PCBP2 qui permet de circulariser ’ARN viral impliqué dans les polysomes. De ce fait, I’ARN se dé-

circularise, et n’est plus impliqué que dans des monosomes limitant ainsi la production de
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protéines virale. Ce mécanisme permet de régulariser les mécanismes de réplication et traduction
nécessitant pour les deux I’ARN viral. L'interaction de PCBP2 dans la région 5’UTR favorisera la
traduction alors que I'interaction avec miR-122 dans cette méme région favorisera la réplication
virale (Li et al., 2015; Masaki et al., 2015).

Le role essentiel de miR-122 dans la réplication virale du HCV a été confirmé dans une étude
menée au laboratoire dans lequel I'équipe du Dr Zeisel a montré que I'intégralité du cycle réplicatif
du HCV peut étre réalisée dans des cellules non-hépatocytaires en présence de certains facteurs
essentiels. Ainsi, des cellules rénales embryonnaires, les HEK-293T, ont été modifiées afin
d’exprimer de facon stable les récepteurs d’entrée CD81, CLDN, OCLN et SR-B1, ainsi que miR-122.
Cette étude a montré que la présence de ces 5 facteurs cellulaires est suffisante mais essentielle

pour assurer I'intégralité du cycle réplicatif du HCV (Da Costa et al., 2012).

ii. Régulation négative de I'infection virale

. Interaction directe avec le génome viral

D’autres miRs cellulaires que le miR-122 peuvent se fixer sur ’ARN génomique du HCV.
En effet, il a été rapporté que les miR-199a-3p, let-7b, miR-196 et miR-448 sont capables
d’interagir avec I’ARN viral.

Le miR-199a-3p contribue au tropisme du HCV pour les hépatocytes dans lesquels il est
peu exprimé. En effet, ce miR est capable d’inhiber la réplication du HCV (Murakami et al., 2009;
Niepmann, 2013). Son expression dans les autres tissus peut contribuer de facon indirecte au
tropisme strict du HCV pour le hépatocytes. Le miR-199a-3p se fixe en aval du deuxieme site
d'interaction entre le miR-122 et la région 5" UTR de I'ARN génomique. Cette interaction semble
altérer la structure secondaire de la seconde tige boucle, ce qui inhiberait a la fois la réplication et
la traduction virale. Cependant, I'effet sur la traduction reste a déterminer (Conrad and Niepmann,
2014).

Le let-7b est exprimé dans de nombreux tissus dont le foie. Ce miR est capable d’interagir
avec I’ARN génomique du HCV dans plusieurs régions dont la région initiatrice de la traduction
(Cheng et al., 2012). D’autres interactions semblent avoir un impact négatif sur la traduction de

I’ARN viral en interagissant dans la région du NS5B (pour revue (Conrad and Niepmann, 2014)).
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Deux autres miRs, miR-448 et le miR-196, peuvent interagir avec I’ARN du HCV. En effet, miR-448
peut se fixer dans la région codant core alors que le miR-196 est complémentaire a une partie de
la séquence codant NS5A. Il a été montré que leurs sur-expressions diminuent la réplication du
HCV (Pedersen et al., 2007). De facon intéressante, I'interféron augmente I’expression du miR-196,
suggérant qu’il intervient dans la réponse immunitaire médiée par I'interféron. Enfin, les cellules
infectées par le HCV ont une expression plus faible du miR-196. Le mécanisme expliquant le lien
entre l'infection et la régulation de I'expression du miR-196 n’a pas encore été déterminé
(Pedersen et al., 2007).

Une étude a montré que l'inhibition du miR-29a dans des cellules HEK 293T et des
lymphocytes H9 augmentait I'infectiosité du HIV-1. Des études complémentaires a 'aide de
séqguences imitant le miR-29a dans des cellules HEK 293T ont permis de montrer que le miR-29a
inhibe I'efficacité de I'infection du HIV-1 en se fixant dans la région 3’UTR de ’ARNm génomique

(Nathans et al., 2009).

. Action indirecte des miRs sur le cycle viral

Les miRs cellulaires peuvent également réguler des facteurs cellulaires de I'hbte
nécessaires a l'infection virale. Dans le cas du HCV, ce type de régulation a été observé pour le
miR-196. Comme déja vu précédemment, le miR-196 peut interagir avec le génome viral et inhiber
sa réplication. D’autre part, le miR-196 inhibe I'infection par le HCV in vitro, en augmentant les
réponses anti-inflammatoires et anti-oxydantes. En effet, le miR-196 est trés rapidement sur-
exprimé suite a une stimulation de la cellule par l'interféron-p (Bandiera et al., 2015; Pedersen et
al., 2007).

On retrouve également ce type de régulation pour le HBV. L'équipe du Dr Wang a
démontré que le miR-141 est capable d’inhiber la réplication du HBV en diminuant I'expression du
facteur nucléaire PPARA (peroxisome proliferator-activated receptor a), un co-facteur activant la

transcription au niveau du promoteur viral (Hu et al., 2012).

¢. Modulation des miRs cellulaires par I'infection virale

Comme décrit ci-dessus, les miRs cellulaires sont capables d’affecter de fagon importante

le cycle réplicatif d’un virus en étant associés a la réponse immunitaire innée de la cellule cible, en
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régulant des facteurs de transcription nécessaires a la réplication virale, ou en étant eux-mémes
des structures qui stabilisent I’ARN viral afin de faciliter |la réplication virale. D’une fagcon générale,
ils font partie des facteurs de restriction antiviraux présents au sein de la cellule. Leur présence ou
absence peut étre vitale pour le cycle réplicatif de virus. En réponse a ces différents mécanismes,
les virus sont capables de moduler I'expression des miRs cellulaires. Cette modulation va
permettre au virus de perdurer au sein de la cellule en diminuant les réponses immunitaires ou
encore en inhibant I'apoptose cellulaire en réponse a une infection virale. Cependant, la
modification du miRNome au sein de la cellule améne inévitablement a la modification du
protéome, ce qui peut conduire a la transformation de la cellule ainsi qu’a I'oncogenése.
Récemment, les équipes des Drs Rice et Darnell ont pu montrer que le HCV séquestrait
de fagon fonctionnelle le miR-122. En effet, comme nous I'avons vu précédemment, le miR-122
est essentiel au bon déroulement du cycle réplicatif du HCV. L'interaction entre le miR-122 et I’ARN
génomique du HCV réduit la fixation du miR-122 a ses cibles cellulaires naturelles. Ce mécanisme
conduit alors a une dé-répression des cibles cellulaires lors de lI'infection par le HCV. Afin de
prouver que I’ARN viral agit comme une éponge envers le miR-122 et le séquestre des cibles
cellulaires, la séquence complémentaire du miR-122 sur I’ARN viral a été remplacée par la
ségquence complémentaire du miR-15. En présence du virus muté, les cibles cellulaires du miR-15
avaient alors perdu leur répression par le miR-15, alors que les cibles cellulaires du miR-122
n'étaient pas affectées. Le HCV modifie donc le profil des ARNm présents dans les hépatocytes en
séquestrant un miR essentiel au fonctionnement des hépatocytes (Luna et al., 2015). La
modification du profil des miRs peut alors induire des dérégulations majeures au sein de la cellule
conduisant au développement de nombreuses pathologies telles que la cirrhose ou le HCC.
Comme décrit précédemment, le miR-122 est important dans ’lhoméostasie cellulaire,
ainsi que le maintien des cellules au stade différencié. La délétion ou la séquestration de miR-122
a un impact important sur le métabolisme des lipides et conduit a la formation de micro-stéatoses,
des inflammations qui progressent en stéatose hépatique et fibrose (Tsai et al., 2012). D’autre
part, la diminution du taux de miR-122 dans les hépatocytes est associée au carcinome
hépatocellulaire de mauvais pronostic ainsi qu’a la formation de métastases. Plus précisément,

dans les hépatocytes le miR-122 posséde des cibles telles que la cyclinecycline G1, ADAM10, IGF1R,
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SRF et Wnt1, qui sont impliquées dans la carcinogenése hépatiques, les transitions epithelio-
mésenchimateuses, ainsi que I'angiogenése (Nakao et al., 2014).

Par ailleurs, le HCV favorise I'expression de miRs qui inhibent la réponse immunitaire
innée de la cellule, conduisant ainsi a 'augmentation de la réplication virale. Un cas trés décrit est
celui du miR-21 dans la réponse a l'infection par le HCV. En effet, il a été montré que I'infection
par le HCV stimule particulierement deux voies de signalisation, la voie NS5A/PKCe/JNK/c-Jun ainsi
que la voie NS3/NS4A/PKCa/ERK/c-Fos. Suite a I'infection, c-Jun et c-Fos interagissent avec le site
AP-1 présent sur le promoteur du miR-21 et induit I'expression de miR-21 par AP-1. miR-21 va alors
cibler MyD88 and IRAK1, qui ont un role dans l'initiation de la réponse antivirale conduisant a
I'augmentation de la réplication virale (Chen et al., 2013). D’autre part, le HCV augmente
I’expression du miR-130a qui cible 'ARNm d’IFITM1 qui est également impliqué dans la réponse
immunitaire innée. L’inhibition de IFITM1 permet ainsi d’établir une infection persistante
(Chowdhury et al., 2012).

D’autre part, certaines protéines virales peuvent intervenir dans I'abondance des miRs au
sein de la cellule en agissant sur leur durée de demie-vie ainsi que sur leur biogenése (pour revue
(Bandiera et al., 2015)). En effet, 'ARN de I'adénovirus VA1 inhibe la biogenése des miRs en
empéchant I'export du pré-miR dans le cytoplasme et diminue aussi I’activité de Dicer en s’y fixant
(Lu and Cullen, 2004). Le HBV quant a lui exprime la protéine X qui module I'expression de plusieurs

miRs cellulaires conduisant aux lésions du foie.

6. miRs dans les pathologies: cibles thérapeutiques

De nombreux miRs sont actuellement étudiés comme cibles thérapeutiques en réponse
a diverses pathologies. Ainsi les molécules qui alterent la modulation de I'expression des miRs
représentent une nouvelle stratégie pour le traitement de pathologies humaines (Broderick and
Zamore, 2011). Ces molécules peuvent augmenter ou diminuer |'expression du miR d'intérét grace
a l'utilisation de molécule mimant I’effet du miR (miR-mimic) ou des molécules qui vont inhiber ou
séquestré le miR (type antago-miR).

Fait marquant, une des premiéres approches de modulation des miRs dans le cadre
thérapeutique concerne l'inhibition de miR-122 lors de l'infection par HCV. La molécule utilisée est

un oligonucléotide LNA (locked nucleic acid) modifié, anti-sens du miR-122 appelé miRavirsen. Les
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modifications présente sur la molécule permettent d’augmenter I’affinité pour la cible (le mir-122)
et permet de limiter la dégradation par les nucléases cellulaires. Le miRavirsen est capable de
s’hybrider au miR-122 mature, le séquestre et bloque son interaction avec I’ARN viral du HCV.
D’autre part, ce LNA est également capable d’interagir directement avec les précurseurs du miR-
122 (Gebert et al., 2014). Des premiers essais avaient été réalisés sur la souris et le singe vert
Africain, auxquels des séquences complémentaire du miR-122 avaient été administrées (Esau et
al., 2006; Hildebrandt-Eriksen et al., 2012). L'utilisation d’anti-miR-122 ne semble pas toxique pour
le foie dans ces modeéles. De plus, ce traitement diminue le taux de cholestérol dans le plasma
durant plusieurs semaines et reste réversible a I'arrét du traitement, ce qui pourrait conduire a de
nouvelle thérapie contre I'hyper-cholestérolémie. L'effet de cet inhibiteur a ensuite été confirmé
chez ’lhomme dans un essai clinique de phase Il. En effet, I'utilisation d’un anti-miR-122 durant 5
semaines résulte en la diminution du taux d’ARN viral d’environ 3 logs pour une dose de 7 mg/kg
(Janssen et al., 2013).

A I'heure actuelle, seul le miR-122 a été montré comme étant une cible potentielle pour
lutter contre l'infection virale du HCV. Cependant les miRs restent des cibles intéressantes pour
lutter contre d’autres pathologies telles que le cancer, la fibrose, I'inflammation ou encore des
problemes métaboliques (Figure 19).

D’autres miRs sont actuellement en cours de développement afin de lutter contre de
nombreuses pathologies (Tableau 4). En ce sens, I'entreprise Mirna Therapeutics met en place des
essais cliniques basés sur des thérapies utilisant les miRs. Ainsi ils ont développé un traitement
ciblant le miR-34 : MRX34. Cette molécule est un ARN double brin, mimant le miR-34 encapsulé
dans une particule liposomale, et est le premier miR en essai clinique de phase 1 permettant du
lutter contre le cancer. En effet, le miR-34 est un miR suppresseur de tumeur qui cible de nombreux
oncogenes tel que c-Met, CDK4 qui favorise la réactivation du cycle cellulaire, BCL2 qui bloque
I'apoptose et qui est souvent sur-exprimé dans de nombreux cancers (Okusaka et al., 2015;
Roberts et al., 2015; Turner et al., 2015) De fagon intéressante, une grande partie de ces genes
sont déja ciblé dans des thérapies permettant de lutter contre le cancer (Okusaka et al., 2015;
Roberts et al., 2015; Turner et al., 2015). De ce fait, ciblé le miR-34 semble étre une approche
intéressante et rationnelle dans la lutte contre le cancer (pour revue Andreas G Bader et Paul,

Lammers Discovery Technology).
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Figure 19 : Modulation de I’expression des miRs dans le développement de pathologies : (A) Modulation
de I'expression des miRs dans les hépatocytes provenant de HCC causé par une infection par le HCV. (B)
miR spécifiquement ciblé cliniquement dans la lutte de différentes pathologies. L'inhibition des miRs
indiqué est une avancé thérapeutique pour de nombreuses pathologies. DFM : dysplasie fibromusculaire
artérielle (adapté de (van Rooij et al., 2012; Sidhu et al., 2015)).

miR Indication Développement
Antago-miR

miR-122 Hépatite C Essai clinique phase Il
miR-208/499 Probléme cardiaque chronique Développement préclinique
miR-195 Remodelage cardiaque post infarctus Développement préclinique
miR-mimic

miR-34 Cancer Développement préclinique
let-7 Cancer Développement préclinique

Tableau 4 : miRs actuellement étudiés dans le développement de nouvelles thérapies.
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Les miRs sont des éléments indispensables a la régulation de I'expression des génes. lls
interviennent dans I’"homéostasie cellulaire et leur dérégulation est souvent en lien avec la
cancérogenese. Les miRs ont également un réle essentiel dans la réponse cellulaire a un stress
mais aussi a une infection bactérienne ou virale. La relation entre les miRs de I’'h6te et le HCV est
particuliere. En effet, le mécanisme de traduction et de réplication virale en présence du miR-
122 humain fut la premiére régulation positive par un miR décrite.

Les relations entre les miRs et le HCV semblent complexes et encore mal caractérisés.
Notre travail s’est basé sur les liens importants existant entre le HCV, les miRs et le
développement du HCC. Ainsi les objectifs de ma these étaient d'une part de mieux caractériser
le réle des miRs dans l'infection virale, et d'autre part de déterminer I'effet de I'infection virale
sur l'expression des miRs hépatocytaires ainsi que le role de ces modulations dans le
développement des Iésions du foie associées au HCV.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons dans un premier temps caractérisé de fagon
systématique I'effet de la modulation des miRs sur le cycle réplicatif du HCV. Le manuscrit en lien
avec ce travail est en préparation et porte le titre « Systematic identification of microRNAs
functionally involved in the HCV life cycle ».

Nous avons dans un deuxieme temps déterminé par séquencage des miRs I'effet de
I'infection par le HCV sur I'expression des miRs de la cellule héte. L'identification systématique
de la modulation des miRs suite a I'infection virale nous permet de comprendre les mécanismes
mis en place par le virus qui conduisent a la pathogenése de I'hépatite C et au développement
du HCC. Ce travail intitulé « HCV-induced up-regulation of miR-146a-5p in hepatocytes
promotes viral infection and liver disease pathogenesis » a été soumis a Journal of Virology et a
recu des commentaires encourageant a la re-soumission d'un manuscrit tenant compte des
suggestions des rapporteurs.

Ces deux études nous ont permis de mieux comprendre la relation virus-hote au travers
de I'expression des miRs. A terme, I'identification de miRs impliqués dans la réplication virale
permettra peut-étre de développer de nouvelles thérapies antivirales (telles que l'inhibiteur de
miR-122), ou encore d'identifier de nouvelles cibles pour prévenir le développement du HCC

suite a I'infection virale.
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Identification des miRs impliqués
dans la régulation du cycle réplicatif
du HCV






Résultats - Partie 1

La relation virus-miR peut avoir plusieurs aspects. D’une part, un miR peut avoir un effet
direct sur la réplication virale comme le miR-122 qui, en interagissant avec I’ARN viral, permet Ia
traduction et la réplication de ce dernier. D’autres miRs interagissent avec I’ARN viral pour inhiber
sa traduction comme certains membres de la famille des let-7 qui se fixent au niveau de la région
codant NS5B. Par ailleurs, il existe également des miRs qui peuvent affecter la réplication virale
de facon indirecte. En effet, le miR va cibler une protéine cellulaire et induire une modification
des voies de signalisation sous-jacentes. Ainsi, le miR-27 cible les protéines peroxisome
proliferator-activated receptor (PPAR)-a et angiopoietin-like protein 3 (ANGPTL3), qui sont des
régulateurs de la biosynthese des triglycérides, et miR-27 a un impact négatif sur le cycle réplicatif
du HCV. D’autres miRs vont étre utilisés par le virus afin de se protéger de I'immunité innée de la
cellule. En effet, le miR-21 cible des protéines essentielles a I'immunité cellulaire telles que le
facteur de différenciation de la myéloide 88 (MyD88) et la kinase associée au récepteur de
I'interleukine 1 (IRAK1), facteur-clef de la voie de signalisation des récepteurs Toll-like (TLR). Ainsi,
en inhibant la voie des TLR, miR-21 favorise la réplication virale en bloquant la réponse immune
de I'hépatocyte.

Si ces études montrent qu'un certain nombre de miRs ont été identifiés comme
influengant I'infection par le HCV au cours des derniéres années, aucune étude n'a a ce jour
analysé de maniere systématique les interactions entre les miRs de I'h6te et le HCV. Pour cette
raison que nous avons voulu, dans un premier temps, déterminer de maniére systématique les

miRs ayant un impact sur le cycle réplicatif du HCV par une approche de criblage.

1. Matériel et méthodes

Culture cellulaire. L’entretien des cellules Huh7.5.1 a été décrit (Zhong et al., 2005).

Production des HCVcc. Le virus produit a partir de culture cellulaire HCVcc JcR2a est un virus
chimérique composé de deux isolats de génotype 2a (désigné Jc1) associé au géne rapporteur de
la luciférase Renilla. Ces HCVcc ont été produits comme décrit dans la littérature (Figure 20) (Da

Costa et al., 2012; Reiss et al., 2011).
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Figure 20 : Représentation schématique de la construction de JcR2a. JcR2a est dérivé de la construction
Jcl associé au géne rapporteur de la luciférase Rénilla fusionné en partie N terminale a 16 codons de la
protéine core (boite blanche) et en partie C terminale a la protéase 2A provenant du virus de la fievre
aphteuse (boite rayé grise). Le virus chimérique Jcl est composé de la région codant les protéines
structurales provenant de J6CF et de la région codant les protéines non structurales de JFH1
(respectivement les boites grise et blanches) (adapté de (Vassilaki et al., 2013))

Criblage fonctionnel des miR mimics : 5000 cellules Huh7.5.1 ont été transfectées avec 20 uM
de miR mimics provenant de la banque de mimic-miRs humains produite par Dharmacon
(miRBase version v19.0 (2012) http://mirbase.org) suivant le protocole de transfection inverse
fourni avec I'agent de transfection Interferin HTS (Polyplus) dans des plaques 96 puits, dans des
conditions similaires a celles utilisées pour les criblages utilisant des siARNs réalisés auparavant
au laboratoire (Lupberger et al., 2011; Zona et al., 2013). Deux jours apres la transfection, un test
de viabilité a été réalisé suivi par un protocole d’infection en deux étapes décrit précédemment
(Li et al., 2009; Poenisch et al., 2015). Brievement, la premiére partie du protocole consiste a
infecter les cellules transfectées avec 50 pl de HCVcc JcR2a pendant 4h. Les HCVcc ont ensuite
été retirés et les cellules incubées en présence de 150 ul de milieu complet pendant 2 jours. Dans
la deuxieme partie du protocole, le surnageant des cellules provenant de la premiére partie est
transféré sur des cellules Huh7.5.1 naives afin d'en évaluer l'infectiosité, et les cellules de la partie
1 sont lysées et le signal luminescent détecté afin de déterminer I'efficacité des étapes d’entrée,
traduction et réplication de I’ARN viral. Soixante-douze heures suivant |'infection des cellules
Huh7.5.1 naives avec les surnageants de la partie 1, ces dernieres sont lysées et le signal
luminescent détecté afin de déterminer 'efficacité des étapes tardives du cycle viral, comprenant
I"'assemblage et la libération des nouveaux virions (Figure 21). Les contréles siCD81, antago-miR-
122 et siApoE sont utilisés comme contréles inhibant I'infection du HCV respectivement au cours
des étapes d’entrée, de réplication et d’assemblage (Jopling et al., 2005a; Li et al., 2009;
Lupberger et al., 2011)
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Figure 21: Schéma expérimental suivit lors du criblage fonctionnel permettant lidentification
systématique des miRs impliqués dans le cycle réplicatif du HCV

Analyse bio-informatique. Les données d’absorbance de I'expérience de viabilité et de
luminescence de la luciférase Renilla des deux parties ont été analysées. Au total, 26 groupes de
plaques (réalisé en triplicat) avec 2468 miRs ont été testés. L'intégralité des analyses a été
réalisée avec le logiciel R (www.r-project.org). La présence de nombreux puits controles positifs
et controles négatifs répartis sur les plaques ont permis en plusieurs étapes de normaliser les
données au sein de la plaque mais également entre les plaques. Dans un premier temps, le biais
intra-zonal des plaques a été analysé et un modele de I'effet médian au sein de I'intégralité du
criblage a été déterminé grace a I'algorithme permettant le polissage des médianes (Mosteller,
1977) et toutes les plaques ont été corrigées en fonction. Dans un deuxiéme temps, les données
ont été analysées pour éliminer les plaques ayant un signal aberrant tel qu’une plaque dont la
totalité des mesures individuelles ne corréle que faiblement avec les autres réplicats. Ainsi, 3
plaques correspondant a la partie 1 et 9 plaques correspondant a la partie 2 ont été éliminées di
a la faible corrélation de leurs médianes (r < 0.7) afin que celle des plaques restantes augmente
considérablement (> 40%). Par la suite, les plaques ont été normalisées au sein des réplicats selon
la méthode robuste de la normalisation quantile-quantile (Amaratunga and Cabrera, 2001).
Enfin, les données ont été testées selon un test-t modéré (Smyth, 2004) pour I’hypothése nulle,
c’est a dire 'absence de modulation de l'infection virale par un miR donné comparé au contréle
négatif. Les valeurs p résultantes pour les tests indépendants de chacun des miRs furent corrigées
pour le test de situation multiple et exprimé en local false discovery rate (Ifdr, outil R pour fdr,

Strimmer 2008).
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Les tests ont été réalisés de fagcon indépendante pour I'analyse de la partie 1 et de la partie
2, ainsi que la sélection des miRs qui en découle. Dans le cas de la partie 1, le seuil de Ifdr
sélectionné est de 0.0027, alors que pour la partie 2, le seuil est de 0.15 a cause d’un bruit de
fond élevé. Pour cette raison, le minimum acceptable de faux positifs est a 15% pour chacun des

miRs sélectionnés.

Identification des cibles des miRs sélectionnés. Les cibles validées et prédites des miRs
sélectionnés ont été identifiées grace aux bases de données DIANA, Target scan et miRDB (Witkos
et al., 2011). L'expression de l'intégralité des génes cibles fut vérifiée dans les cellules Huh7.5.1
par comparaison avec une banque de données interne au laboratoire obtenue par analyse de
I’expression génique des cellules grace a la technique de puce a ADN. Ainsi, les génes exprimés
de facon significative dans les cellules Huh7.5.1 ont été sélectionnés pour d’autres analyses plus
approfondies sur leurs fonctions au sein de la cellule ainsi que sur I'impact de leur modulation

sur les voies de signalisation impliquées dans le cycle réplicatif du HCV.

2. Mise en place du criblage permettant l'identification systématique des

miRs impliqués dans le cycle réplicatif du HCV.

Afin de déterminer quels miRs peuvent avoir un effet sur le cycle viral du HCV, nous avons
réalisé un criblage avec une banque de miR mimics. Les "mimics" sont des molécules d’ARN qui
miment les miRs matures et qui peuvent étre transfectées dans les cellules comme un siARN.
Les mimics nous ont permis de sur-exprimer temporairement un miR au sein des cellules
transfectées.

Nous avons souhaité étudier I'impact des miRs sur la totalité du cycle viral incluant les
phases précoces - comprenant I'entrée, la traduction des protéines virales et la réplication de
I’ARN viral - et les phases tardives - comprenant |'assemblage et la libération des nouveaux
virions. Afin d’étudier I'ensemble du cycle viral, nous avons suivi un protocole expérimental
similaire a celui précédemment décrit pour un criblage siARN (Figure 21) (Li et al., 2009). Dans la
premiere partie du protocole, nous avons transfecté la banque miR mimic dans des cellules

Huh7.5.1. Apres transfection, les cellules ont étés infectées avec des HCVcc JcR2a pendant 4
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heures (partie 1). Quarante-huit heures aprés l'infection, des Huh7.5.1 naives (partie 2) ont été
infectées avec le surnageant provenant des cellules infectées pendant la premiére partie. Ainsi,
la détection du taux d’infection par lecture du signal luminescent de la luciférase Rénilla nous
permet de connaitre I'efficacité des étapes d’entrée, de traduction et de réplication (partie 1), et
les étapes d’assemblage et de libération des nouveaux virions (partie 2).

Des contrdles positifs permettant de juger de I'efficacité de la transfection pour chacune
des deux étapes du criblage ont été inclus. Ainsi, un ARN interférant ciblant la protéine cellulaire
CD81 essentielle a I’entrée virale a été utilisé pour valider la transfection au cours de la partie 1
du criblage. En effet, on observe une diminution drastique du signal luciférase correspondant a
I'efficacité de l'infection virale aprés transfection du siCD81 (partie 1) et cette inhibition de
I'entrée virale dans la partie 1 du protocole a un impact important sur la partie 2 (Figure 22A et
22B). Etant donné que seul une fraction minoritaire de HCV entre dans la cellule lorsque
I'expression de CD81 est diminuée, peu de virus se répliquent et une faible quantité de virus est
présente dans le surnageant servant a l'infection de cellules Huh7.5.1 naives dans la partie 2. Afin
de déterminer I'efficacité de transfection et son impact sur les étapes d'assemblage et de
relargage (partie 2), nous avons utilisé comme contréle un ARN interférant ciblant la protéine
cellulaire ApoE nécessaire a I'assemblage viral. Ainsi, nous observons lors du criblage que la
condition siApoE n’a pas d’effet significatif sur la partie 1 alors qu’elle diminue drastiquement la
partie 2 (Figure 22A et 22B). Ces controles confirment I'approche et valident les étapes de
transfection ainsi que les deux parties du protocole d’infection.

L'intégralité des miRs a été normalisée par rapport aux contréles négatifs présents sur les
plaques. Ainsi, nous avons identifié des miRs qui modulent significativement I’efficacité du cycle
viral du HCV soit lors des phases précoces (Figure 23A) ou lors des phases tardives (Figure 23B)
comparé au controle négatif. Le seuil de significativité (en pointillés noirs) a été déterminé en
accord avec le bio-statisticien associé a I'étude. En effet, lors de la partie 1 du criblage nous avons

pu déterminer un seuil assez strict de Ifdr = 0.00027.
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Partie 1: entrée et réplication Partie 2: assemblage et libération

3.0e+07

i 1e+06 —

2.5e+07

8e+05

2.0e+07 —

6e+05 —
1.5e+07

————————————————-————-————«{0 @ o

4e+05 —

1.0e+07 — | |

Infection du HCV (RLU normalisé)
Infection du HCV (RLU normalisé)

2e+05

5.0e+06

'
H '

R S
'

'
—_—

Oe+00 —

ctriNeg CDg1 ApoE ctriNeg CDg1 ApcE
n=477 n=480 n=154 n=403 n=354 n=107

Figure 22 : Analyse des contrdles utilisés lors du criblage. Le controle siCD81 diminue drastiquement
I’entrée du HCV et donc l'intégralité des phases précoces du cycle viral. Cette inhibition de I'entrée a
également un impact sur les étapes tardives du cycle réplicatif et la génération de nouveaux virions. Le
controdle siApoE inhibe I'assemblage des nouveaux virions. La diminution de I'expression de ApoE n'a pas
d'effet significatif sur les phases précoces de l'infection virale, mais conduit a une diminution significative
des phases tardives de l'infection virale. L’analyse des contrdles au sein des plaques nous permet de
valider I'efficacité du protocole et d’initier I'analyse des miRs.

La partie 2 du criblage avait un bruit de fond plus important, en lien avec le nombre de
manipulations des plaques. Le seuil fixé était donc de Ifdr = 0,12. Ainsi, nous avons identifié 495
miRs qui, lorsqu’ils sont sur-exprimés, modulent de fagon significative I'infection virale. En effet,
186 miRs ont un effet sur les phases précoces de |'infection virale (partie 1), alors que 309 miRs
ont un effet sur les phases tardives du cycle viral (partie 2). Enfin, 68 miRs ont un effet significatif
sur les phases précoces et les phases tardives. Il est intéressant de remarquer que, pour la partie
1 et la partie 2, la sur-expression des miRs entraine globalement une diminution de I'infection
par le HCV. Plus précisément, parmi les 495 miRs qui modulent de fagon significative I'infection
virale, 186 miRs diminuent les phases précoces du cycle réplicatif et 298 miRs diminuent de fagon
significative les phases tardives du cycle viral du HCV. D’autre part, nous avons identifié des miRs
qui étaient déja connus comme ayant un rble dans l'infection par le HCV. Ainsi, nous avons

identifié la famille des let-7, la famille des miR-29 et miR-21, qui sont connus pour moduler
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I'infection du HCV lors des phases précoces du cycle viral (Figure 23A et Figure 24B). D’autre part,
la partie 2 du criblage a identifié des membres de la famille des miR-27 qui a été décrite comme
régulant le métabolisme des lipides dans les hépatocytes, et inhibant la phase tardive du cycle
réplicatif de HCV (Figure 23B et Figure 24C).

L'ensemble de ces résultats nous permet de valider notre approche expérimentale.
D’autre part nous pouvons déterminer de nouveaux miRs ayant un role direct ou indirect dans

I'infection par le HCV.
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Figure 23 : Analyse de I'effet de la surexpression des miRs sur les phases précoces (A) et les phases
tardives (B) du cycle viral. Les miRs situés sous la lighe pointillée sont considérés comme ayant un
impact statistiquement significatif sur I'infection par le HCV. Les seuils ont été fixés en accord avec le
bio-statisticien associé a I'étude afin de limiter le nombre de faux positifs mais également d’avoir un
nombre suffisant de miRs a analyser. Les miRs apparaissant en bleu sont des miRs au sein de la banque
qui avaient précédemment été décrits dans la littérature comme ayant un impact sur le cycle réplicatif
du HCQV, tels que la famille des let-7 connus pour I'inhibition de la phase précoce (A) et la famille des
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Figure 24 : Analyse des miRs qui modulent I‘efficacité de I'infection par le HCV. (A) 15% des miRs
modulant I'efficacité du cycle viral du HCV sont exprimés de facon endogéne dans les cellules Huh7.5.1.
(B-C) Liste des 30 premiers miRs identifiés lors de la premiére partie (B) ou deuxieme partie (C) du criblage
miR mimic. Les miRs en vert diminuent I’efficacité de I'infection virale et les miRs en rouge la favorisent.
Les fleches rouges indiquent les miRs précédemment associés au cycle viral du HCV.

3. Les miR-619 et miR-501-3p jouent un réle dans I’assemblage et la
libération des nouveaux virions.

Nous avons dans un premier temps analysé I'ensemble des miRs ayant un impact significatif
sur l'intégralité du cycle viral du HCV. L’analyse globale nous a permis d’identifier que sur les 495
miRs qui ont un effet sur le cycle viral, seulement 72 sont exprimés de facon endogene dans les
cellules Huh7.5.1 (figure 24A). Etant donné que les étapes les moins bien caractérisées du cycle
réplicatif du HCV sont I'assemblage et la libération des nouveaux virions, nous avons décidé de
nous concentrer sur les 309 miRs qui modulent les phases tardives du cycle viral. Parmi eux, nous

avons sélectionné pour des analyses plus approfondies 4 miRs incluant le miR-140-3p, miR-501-
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3p, miR-619 et le miR-4778-5p, qui semblent augmenter drastiquement l'infection par le HCV en

I'absence d'impact sur les phases précoces de l'infection.

Dans un premier temps, nous avons validé avec des expériences indépendantes |'effet de
la sur-expression de ces 4 miRs sur l'infection virale (Figure 25). Ainsi, nous avons confirmé I'effet
des miRs 501 et miR-619 sur les phases tardives du cycle viral. En effet, la sur-expression des miR-
619 et miR-501-3p ne module pas l'infection par le HCV dans les cellules transfectées (partie 1),
correspondant aux étapes d’entrée, de traduction et de réplication de I’ARN viral. En revanche,
ces deux miRs augmentent de facon significative I'infection par le HCV des cellules Huh7.5.1
incubées avec le surnageant des cellules de la partie 1.

Ces résultats suggérent que les miRs 619 et 501-3p ont un impact sur les étapes
d’assemblage et de libération des nouveaux virions ou encore sur l'infectiosité des nouveaux

virions produits.
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Figure 25 : Validation de I'effet des 4 miRs sélectionnés sur les phases tardives du cycle réplicatif du
HCV. Les miR-501-3p et miR-619 stimulent significativement les phases tardives du cycle viral du HCV
(en gris) sans avoir d'effet sur les phases précoces du cycle viral (en noir). P< 0.05, test Mann Whitney
(n=12).
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4. ldentification des cibles des miR-619 et miR-501-3p en lien avec les
phases tardives du cycle viral du HCV.

Afin de caractériser I'effet de ces miRs aux cours des étapes tardives du cycle viral, nous
avons tout d'abord cherché les cibles validées et prédites de ces miRs a I'aide des bases de
données DIANA, Target scan et miRDB. Une fois ces cibles identifiées, nous avons vérifié leur
expression dans nos cellules Huh7.5.1 grace a des données d’expression génique des cellules
Huh7.5.1 disponibles au laboratoire. Ainsi, toutes les cibles non exprimées dans nos cellules n’ont
pas été conservées pour la suite des analyses. Les genes cibles ont ensuite été analysés a l'aide
d’un logiciel d’analyse de voies de signalisation IPA (Ingenuity Pathway Analysis) (figure 26).
Chacun des génes potentiellement modulables par les miR-501-3p et miR-619 a été associé a une
ou plusieurs voies de signalisation cellulaire (pathway) ou a des réseaux de génes en relation avec
le développement de maladie ou des régulateurs en amont (network) (Tableau 5).

La fonction de chacun des génes a ensuite été analysée a I'aide de la base de données
Uniprot (Consortium, 2015). Ainsi, nous avons pu identifier des genes impliqués dans la
biosynthese du cholestérol (HMGCS1), la voie d’export ESCRT (CHMP1B), la maturation des
protéines au sein du RE (SEC63, SLC35D1, OGT), ou encore la biogenése des adipocytes (et
SMAD3). Enfin, nous avons sélectionné les génes ayant un impact dans la maturation des
protéines au sein du RE, I'export, les protéines interagissant avec I’ARN et la lipogenése (Tableau
5). Le role des génes cibles que nous avons sélectionnés au cours des phases tardives de
I'infection par le HCV est en cours d’étude. En effet, nous avons mis en place un criblage par ARN
interférant pour diminuer I'expression de chacun de ces génes afin d'analyser I'effet sur

I'infection par le HCV en utilisant le méme protocole que pour le criblage des miRs.
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Résultats - Partie 1

Tableau 5 : Voie de signalisation et réseau dans lesquels sont impliqués les génes prédits des miR-501
et miR-619.

L I Analyse en profondeur
l'___________________________________:l_'l
. — J
Geéne par gene
F ' I
<~
’ N — )

Annotation

A\ Analyse fonctionnelle :
fonctionnelle globale

globale / locale

Cible prédites Liste des !

et modulés des genes d'intérét
miR-501-3p et miR-619

Algorithme pour la [
génération des réseaux

globale

%Z{;O %@ ceoeocasseccaneeaad
Analyse en profondeur

Figure 26 : Les étapes d’analyses par IPA. Le logiciel analyse une liste de génes et les redistribue dans
leurs réseaux respectifs sur la base des informations contenues dans la base de données d’Ingenuity
(IPKB). Le réseau moléculaire global est composé de milliers de genes interagissant les uns avec les autres
et permet de calculer un algorithme de génération de réseaux entre les génes d’intéréts et les autres
génes du réseau. (Source Ingenuity.com)

D’autre part, le logiciel IPA nous a permis de déterminer les Iésions et maladies associés
a la modulation des cibles potentielles des miR-501-3p et miR-619 (Tableau 6 et 7
respectivement). Le miR-501-3p ciblerait des produits d'expression de genes impliqués dans la
biosynthese du cholestérol et l'inflammation, mais également dans le développement de
maladies telles que l'inflammation du foie en lien avec linfection chronique par le HCV,
I’"hyperplasie et I'hypoplasie du foie, mais aussi le développement du HCC. Le miR-619 quant a lui
a des cibles prédites impliquées dans I'adhésion des hépatocytes, les lésions du foie, I’hyperplasie

du foie ainsi que la fibrose et la cirrhose du foie.
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Résultats - Partie 1

Ces résultats suggérent que ces miRs modulent des produits d'expression de génes
impliqués dans des voies de signalisation importantes pour les étapes tardives du cycle viral du
HCV. De fagon intéressante, ces miRs peuvent également jouer un réle dans le développement

des maladies hépatiques.
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Résultats - Partie 1

Categories Diseases or Functions Annotation p-Value genes
Nephrosis minimal change nephrotic syndrome 7,63E-04 PPP3CA,PPP3CC
Cardiac Arteriopathy autosomal dominant coronary artery disease 3,46£-03 MEE2A
type 1
Liver Hyperplasia/Hyperproliferation autosomal dominant polycystic liver disease 3,46E-03 SEC63
Cardiac Dilation dilation of right ventricle 1,04E-02 MEF2A
Liver Hypoplasia hypoplasia of liver 1,06E-02 CDK6,MYCN
Liver Damage, Liver Inflammation/Hepatitis chronic hepatitis C 1,16E-02 PPP3CA,PPP3CC
Renal Necrosis/Cell Death survival of mesangial cells 1,38E-02 PPP3CA
Kidney Failure acute renal failure 1,45E-02 PPP3CA,PPP3CC
ADCY2,AFF4,ATP11A,CIT,COL10A1,CPEB2,CSDE1
,CUX1,DCC,DCLK1,GAN,GLI2,HERC1,HMGCS1,KB
Liver Hyperplasia/Hyperproliferation liver tumor 2,04E-02 TBD2,LSM5,MEF2A,0GT,PTBP2,SBNO1,SCN2A,S
EC63,SEMA3C,TET3,TFDP2,TSHZ3,USP37,ZBTB4
3,ZFHX4,ZMYM4
Renal Dilation dilation of collecting tubule 2,06E-02 SEC63
Cardiac Enlargement enlargement of cardiomyocytes 2,06E-02 PPP3CA
Cardiac Infarction acute myocardial infarction 2,59E-02 PPP3CA,PPP3CC
Renal Dilation dilation of kidney 3,07E-02 SEC63
ADCY2,AFF4,ATP11A,CIT,COL10A1,CPEB2,CSDEL
,CUX1,DCC,DCLK1,GAN,GLI2,HERC1,HMGCS1,KB
Liver Hyperplasia/Hyperproliferation liver cancer 3,35E-02 TBD2,LSM5,MEF2A,0GT,PTBP2,SBNO1,SCN2A,S
EMA3C,TET3,TFDP2,TSHZ3,USP37,ZBTB43,ZFHX
4,ZMYM4
Cardiac Hypertrophy hypertrophy of myocardium 3,41E-02 PPP3CA
Cardiac Hypoplasia hypoplasia of myocardium 4,08E-02 MYCN
Renal Inflammation, Renal Nephritis lupus nephritis 4,54E-02 PPP3CA,PPP3CC
Increased Levels of Creatinine increased clearance of creatinine 5,07E-02 PPP3CA
Renal Necrosis/Cell Death apoptosis of podocytes 6,06E-02 PPP3CA
Liver Proliferation quantity of hepatocytes 6,06E-02 CIT
Liver Necrosis/Cell Death apoptosis of hepatocytes 6,79E-02 CIT,MYCN
Renal Dysfunction dysfunction of kidney 7,35E-02 PPP3CA
Kidney Failure chronic renal failure 8,59E-02 PPP3CA,PPP3CC
Increased Levels of Creatinine increased quantity of creatinine 1,11E-01 PPP3CA
Cardiac Hypoplasia hypoplasia of trabeculae carne 1,21E-01 MYCN
Renal Proliferation proliferation of mesangial cells 1,24E-01 PPP3CA
Cardiac Proliferation proliferation of cardiomyocytes 1,94E-01 MYCN
Heart Failure failure of heart 2,38E-01 MYCN,PPP2R5E
Liver Hepatomegaly hepatomegaly 2,40E-01 CUX1
Cardiac Hypertrophy hypertrophy of cardiomyocytes 2,71E-01 PPP3CA
Cardiac Arteriopathy coronary artery disease 2,83E-01 MEF2A,SAMD12
Increased Levels of Red Blood Cells increased quantity of red blood cells 2,91E-01 CDK6
Cardiac Congestive Cardiac Failure, Heart Failure congestive heart failure 3,13E-01 MYCN
Renal Necrosis/Cell Death cell death of kidney cells 3,59E-01 DCC,PPP3CA
Cardiac Fibrosis fibrosis of heart 4,62E-01 PPP3CA
Renal Necrosis/Cell Death apoptosis of kidney cell lines 5,57E-01 DCC
Hepatocellular Carcinoma, Liver hepatocellular carcinoma 1,00E+00 CPEB2,ZBTB43

Hyperplasia/Hyperproliferation

Tableau 6 : Role des genes prédits du miR-501-3p dans le développement de maladies d’apres le logiciel
IPA. De facon intéressante, de nombreuses maladies sont liées au foie et aux hépatocytes. Les genes dont
les produits d'expression sont impliqués dans le développement des Iésions sont cités a droite. Les valeurs
p sont indicatives et calculées par le logiciel IPA.
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Résultats - Partie 1

Categories Diseases or Functions Annotation p-Value genes
Cardiac Arrythmia, Congenital Heart Anomaly familial arrhythmogfenuc right ventricular 1,81E-03 TGFB3
dysplasia type 1
Liver Adhesion adhesion of hepatocytes 5,41E-03 SMAD3
Congenital Heart Anomaly congenital heart disease 5,58E-03 ACVR2B,MKL2,TGFB3
Increased Levels of Alkaline Phosphatase increased activation of alkaline phosphatase 6,15E-03 SMAD3,TGFB3
Glutathione Depletion In Liver, Liver Fibrosis generation of reactive oxygen species in liver 7,21E-03 SMAD3
Congenital Heart Anomaly mesocardia 7,21E-03 ACVR2B
Congenital Heart Anomaly conotruncal heart malformations 8,75E-03 ACVR2B,MKL2
Liver Fibrosis chemotaxis of hepatic stellate cells 9,00E-03 SMAD3
Increased Levels of ALT increased release of ALT 1,08E-02 MAPK9
DCX,ESRRG,FOXG1,GAL3ST3,MAPK9,MDGA2,MK
Liver Hyperplasia/Hyperproliferation liver cancer 1,30E-02 L2,NUFIP2,0GT,PAPOLA,PCBP2,PDE3B,RUNX1T1
,SH3PXD2A,TGFB3,UBN2,WDFY3,ZNF507
Liver D g repair of liver 1,44E-02 MAPK9
Congenital Heart Anomaly ventricular septal defect 1,63E-02 ACVR2B,MKL2
Kidney Failure end stage renal disease 1,74E-02 PDE3B,SMAD3
Cardiac Damage reperfusion injury of heart 1,79E-02 MAPK9
Liver Necrosis/Cell Death apoptosis of hepatocytes 2,08E-02 MAPK9,SMAD3
Liver Proliferation proliferation of hepatocytes 2,44E-02 MAPK9,SMAD3
Increased Levels of Blood Urea Nitrogen increased quantity of blood urea nitrogen 2,68E-02 SMAD3
Renal Inflammation, Renal Nephritis interstitial nephritis 3,03E-02 SMAD3
Congenital Heart Anomaly transposition of great vessels 3,55E-02 ACVR2B
Liver Fibrosis, Liver Proliferation proliferation of hepatic stellate cells 3,73E-02 SMAD3
Hepatocel!ular Carcmor.na, Ll.ver tumorigenesis of hepatocellular carcinoma 4,08E-02 MAPK9
Hyperplasia/Hyperproliferation
Liver Inflammation/Hepatitis, Liver Steatosis nonalcoholic steatohepatitis 4,25E-02 PDE3B
Congenital Heart Anomaly perimembranous ventricular septal defect 4,25E-02 MKL2
Congenital Heart Anomaly dextrocardia 4,60E-02 ACVR2B
Renal Damage reperfusion injury of kidney 5,11E-02 SMAD3
Liver Inflammation/Hepatitis alcoholic hepatitis 5,46E-02 PDE3B
Liver Hemorrhaging bleeding of liver 5,46E-02 MKL2
Increased Levels of Creatinine increased quantity of creatinine 5,97E-02 SMAD3
Renal Necrosis/Cell Death apoptosis of renal tubule 7,49E-02 SMAD3
Congenital Heart Anomaly atrial septal defect 7,49E-02 ACVR2B
Liver Hypoplasia hypoplasia of liver 7,82E-02 SMAD3
Glomerular Injury, Kidney Failure, Renal Fibrosis interstitial fibrosis of kidney 8,16E-02 SMAD3
Congenital Heart Anomaly double outlet right ventricle 8,66E-02 MKL2
Renal Hypoplasia hypoplasia of kidney 8,66E-02 ACVR2B
Renal Necrosis/Cell Death necrosis of renal tubule 8,82E-02 SMAD3
Liver Steatosis hepatic steatosis 9,52E-02 ACVR2B,PDE3B
Liver Inflammation/Hepatitis inflammation of liver 1,02E-01 MAPK9,PDE3B
Cardiac Arteriopathy coronary artery disease 1,04E-01 PDE3B,SMAD3
Liver Cirrhosis primary biliary cirrhosis 1,58E-01 TGFB3
Liver D injury of liver 1,69E-01 MAPK9
Cardiac Congestive Cardiac Failure, Heart Failure congestive heart failure 1,78E-01 PDE3B
Liver Fibrosis fibrosis of liver 1,93E-01 SMAD3
Cardiac Fibrosis fibrosis of heart 2,76E-01 SMAD3
Cardiac Hypertrophy hypertrophy of heart 4,63E-01 SMAD3

Tableau 7 : Role des génes prédits du miR-619 dans le développement de maladies d’apres le logiciel
IPA. De facon intéressante, de nombreuses maladies sont liées au foie et aux hépatocytes. Les genes
impliqués dans le développement des Iésions sont cités a droite. Les valeurs p sont indicatives et calculées

par le logiciel IPA.
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Deuxieme partie:

Modulation de I’expression des miRs
lors de lI'infection par le HCV
conduisant a la pathogénese

hépatique






Résultats - Partie 2

L'infection par le HCV cause de nombreux changements au sein de la cellule parmi lesquels
des modifications de la signalisation cellulaire mais également de I'expression génique qui sont
a l'origine d’une transformation cellulaire menant a un phénotype cancéreux. Les miRs jouent un
role crucial dans ’lhoméostasie cellulaire et donc la modification phénotypique de la cellule. En
lien avec ces mécanismes, la deuxiéme partie de mon projet a été de déterminer quels miRs sont
responsables du passage de la cellule d’'un phénotype sain a un phénotype cancéreux apres
infection par le HCV.

Un séquencage des petits ARN non codants a été réalisé au laboratoire dans lequel le
miRNome de cellules Huh7.5.1 différenciées en cellules "hepatocyte-like" infectées par le HCV a
été comparé au miRNome des cellules non infectées. De nombreux miRs ont vu leur expression
augmenter ou diminuer apres infection par le HCV. Dans un premier temps, nous avons identifié
en utilisant des outils bioinformatiques les cibles potentielles de ces miRs ainsi que les voies de
régulation dans lesquelles elles interviennent. Nous avons entre autres identifié les voies de
signalisation cellulaire WNT et NOTCH, mais aussi des voies impliquées dans la fibrose. Nous
avons sélectionné 20 miRs et nous avons confirmé par RT gPCR la modulation de leur expression
apres infection par le HCV a différents temps post-infection. Ainsi nous avons montré que
I'infection par le HCV augmente I'expression de miR-146a non seulement dans les cellules
Huh7.5.1 mais également dans des PHH. L’'augmentation du miR-146a a également été confirmée
dans des biopsies de patients chroniquement infectés par le HCV comparées a des biopsies de
patients non infectés.

Etant donné que le HCV augmente miR-146a dans tous nos modeles d’infection et que ce
miR est connu pour jouer un réle important dans I'inflammation et le cancer, nous avons effectué
une analyse sur puce a ADN (micro array) pour comparer |’expression de génes entre des cellules
Huh7.5.1 dans lesquelles nous avions surexprimé miR-146a et des cellules Huh7.5.1 contrédles
afin de déterminer son réle fonctionnel dans les cellules hépatocytaires. L’analyse différentielle
des ARNm a permis d’identifier une modulation de I'expression de génes impliqués dans
'immunité, l'inflammation et le métabolisme cellulaire. Nous confirmons actuellement la
modulation de I'expression de certains génes d’intérét et étudions leur réle fonctionnel dans

I'infection par le HCV.
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Ce travail a fait I'objet d'un manuscrit qui a été soumis a Journal of Virology et qui a recu
des commentaires encourageant a la re-soumission d'un manuscrit tenant compte des

suggestions des rapporteurs.
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Abstract

Hepatitis C virus (HCV)-induced chronic liver disease is one of the leading causes of hepatocellular
carcinoma (HCC). However, the molecular mechanisms underlying HCC development following
chronic HCV infection remain poorly understood. MicroRNAs (miRNAs) play an important role in
cellular homeostasis within the liver and deregulation of the miRNome has been associated with
liver disease including HCC. While host miRNAs are essential for HCV replication, viral infection
in turn appears to induce alterations of intrahepatic miRNA networks. Although the cross-talk
between HCV and liver cell miRNAs most likely contributes to liver disease pathogenesis, the
functional involvement of miRNAs in HCV-driven hepatocyte injury and HCC remains elusive.
Here, we combined a hepatocyte-like based model system, high-throughput small RNA-
sequencing, computational analysis and functional studies to investigate HCV-miRNA
interactions that may contribute to liver disease and HCC. Profiling analyses indicated that HCV
infection differentially regulated the expression of 74 miRNAs by at least two-fold including
miRNAs that were previously described to target genes associated with inflammation, fibrosis
and cancer development. Further investigation demonstrated that miR-146a-5p was consistently
increased in HCV-infected hepatocyte-like cells and primary human hepatocytes as well as in liver
tissues from HCV-infected patients. Genome-wide microarray and computational analyses
indicated that miR-146a-5p over-expression is related to liver disease and HCC development.
Furthermore, we showed that miR-146a-5p positively impacts on late steps of the viral
replication cycle thereby increasing HCV infection. Collectively, our data indicate that the HCV-
induced increase in miR-146a-5p expression both promotes viral infection and is relevant for

pathogenesis of liver disease.

Importance

Hepatitis C virus (HCV) is a leading cause of chronic liver disease and cancer. However, how HCV
induces liver cancer remains poorly understood. There is accumulating evidence that viral cure

does not eliminate the risk for HCC development. Thus, there is an unmet medical need to

89



Résultats - Partie 2

develop novel approaches to predict and prevent virus-induced HCC. MicroRNA (miRNA)
expression is known to be deregulated in liver disease and cancer. Furthermore, miRNAs are
essential for HCV replication and HCV infection alters miRNA expression. However, how miRNAs
contribute to HCV-driven pathogenesis remains elusive. Here, we show that HCV induces miRNAs
that may contribute to liver injury and carcinogenesis. miR-146a-5p was consistently increased
in different cell-based models of HCV infection and HCV patient-derived liver tissues.
Furthermore, miR-146a-5p increases HCV infection. Collectively, our data are relevant to
understand viral pathogenesis and may open perspectives for novel biomarkers and prevention

of virus-induced liver disease and HCC.
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Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is a leading cause of chronic liver disease and hepatocellular
carcinoma (HCC) worldwide. While there is no vaccine to prevent HCV infection, tremendous
progress has been made in the management of chronic hepatitis C (1). However, recent evidence
indicates that individuals that have achieved viral cure remain at risk to develop HCC (2). This
suggests that the virus triggers changes in host cell networks that drive liver disease and
carcinogenesis, and persist even after viral elimination. However, the molecular mechanisms
underlying HCV-induced liver disease and HCC development remain poorly understood.

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that regulate gene expression at a post-
transcriptional level. They play an important role in cellular homeostasis within the liver and
hence alterations in intrahepatic miRNA networks have been associated with liver disease,
including fibrosis, cirrhosis and HCC (3, 4). Notably, HCV infection is intricately linked to miRNAs
as the most abundant miRNA of the liver, miR-122, is essential for HCV replication (5-7). In
addition of using host miRNAs for viral replication, HCV may also modulate host cell miRNA
profiles to favour its persistence, and thereby induce liver disease (8). Accumulating evidence
highlights a complex cross-talk between HCV and miRNAs in liver fibrosis, steatosis and HCC (8).
However, the functional involvement of miRNAs in HCV-mediated hepatocyte injury and liver
disease pathogenesis remains to be elucidated.

Several pieces of evidence have shown HCV-mediated deregulation of miRNAs in
hepatoma cell lines (9). Although a few ex vivo studies have investigated miRNA patterns in HCV-
associated HCC tissues, no clear picture has yet emerged as to the modulation of miRNAs upon
HCV-induced liver disease. Indeed, these studies largely differ in their methodological approach,
the sampling size and features, and the ethnicity of patients (9, 10). Most importantly, only
limited information is available about the differential expression of miRNAs in pre-neoplastic liver
nodules as compared to HCC (11, 12), underlying the current lack of a proper model that closely
recapitulates the progression of HCV-associated HCC. To date, the majority of cell culture models
to study the molecular virology and cell biology of HCV infection rely on human hepatoma cells
(reviewed in (13)). However, given their transformed phenotype, these model systems may

preclude to systematically identify changes in host cell circuits relevant for virus-induced liver
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disease. Human hepatocytes are the natural target cells of HCV, but primary cells are not well
suited for large scale and long-term analysis of infection. It had previously been reported that
DMSO-differentiation of Huh7-derived human hepatoma cell lines induces a hepatocyte-like
phenotype and that these cells are amenable to long-term HCV infection (14-16). In this study,
we combined this hepatocyte-like based model system, high-throughput small RNA-sequencing,
computational analysis and functional studies to investigate HCV-miRNA interactions that may

contribute to liver disease and HCC.

Material and method

Human subjects

Human material from patients undergoing liver biopsy or surgical resection was obtained with
informed consent from all patients. The respective protocols were approved by the Ethics
Committee of the University Hospital of Basel, Switzerland (EKBB 13 December 2004, liver
biopsies) and University of Strasbourg Hospitals, France (CPP 10-17, isolation of primary human

hepatocytes).

Liver biopsies

Histopathological grading and staging of the liver biopsies according to the Metavir classification
system was performed at the Pathology Institute of the University Hospital Basel as described
(17) and are summarized in Table 1. All patients that donated liver tissue were male between 30

and 55 years old and female between 31 and 76 years old (Table 1).

Cell culture

The source and culture conditions of Huh7.5.1 cells have been described (18). For proliferation
arrest and differentiation in long-term infection experiments, 2.5 x 10* Huh7.5.1 cells were
cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) containing 1% dimethyl sulfoxide
(DMSO) as described (14-16). Primary human hepatocytes (PHH) were isolated and cultured as
described (19).
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miRNA transfection

Huh7.5.1 cells were reverse transfected with miR-146a-5p mimic or control miRNA mimic (5 nM)
(GE Dharmacon) using RNAiMax reagent according to the manufacturer's instructions (Life
Technologies). Forty-eight hours post-transfection, total RNA was extracted and subject to

transcriptomic analyses.

HCV production and infection assays

Cell culture-derived HCVcc Jcl, Jc1E2FAG and JcR2a (all genotype 2a/2a) were generated in
Huh7.5.1 cells as described (20-22). Infectivity of HCVcc was determined by calculating the 50%
tissue culture infectious doses (TCIDsg) as described (23). Titers of HCVcc Jcl and JcR2a used
across experiments were 0.5-5 x 10%/ml, and titer of Jc1E2FAG was 1.6 x 107/ml. Fifty-percent
confluent Huh7.5.1 cultures were infected with HCVcc Jc1 or Jc1E2FS for 7 days. Eighty-percent
confluent PHH monolayers were exposed to HCVcc Jcl infection for 3 days. FLAG peptide (100
ug/mL) or cell culture supernatants from mock electroporated cells were used for control
experiments. HCV infection was assessed by RT-qPCR of intracellular HCV RNA, immunostaining
using HCV E2-specific AP33 antibody or luciferase activity as described (22, 24, 25)(22, 24, 25)(22,
24, 25).

Effect of miR-146a on the HCV life cycle

To assess the impact of miR-146a on the viral life cycle, Huh7.5.1 were transfected with miR-
146a-5p mimic or miRNA control (20 nM) using Interferin HTS (Polyplus) according to the 96-well
format reverse transfection protocol previously described for siRNA (26). siCD81 and anti-miR-
122 were used as controls to inhibit HCV entry and replication, respectively (5, 26, 27). After 48h,
a two step infection assay was performed as described (27, 28). Briefly, during the first part of
the protocol (part 1), 50 ul of HCVcc JcR2a were incubated with Huh7.5.1 cells during 4h. HCVcc
were then removed and cells incubated with 150 ul of complete medium for 48h. In the second
step of the protocol (part 2), supernatants from cells in part 1 were used to inoculate naive
Huh7.5.1 cells, which were cultured for another 72h. Cells from part 1 and part 2 were lysed at

the end of each infection step to determine Renilla luciferase activity (Promega) as described (22,
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25). Renilla luciferase activity was normalized to protein amounts, which were determined in the

same lysate using DC protein Assay (BioRad) according to manufacturer's instructions.

RNA purification

For total RNA purification, human liver tissues, Huh7.5.1 cells and PHH were lysed using TRI-
reagent (MRC) and RNA purified either according to the manufacturer’s instructions or in
combination with the Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research). RNA quantity and quality was
assessed using NanoDrop (Thermo Scientific) and Bioanalyzer 2100 (lllumina) with a quality cut-

off of RNA Integrity Number >8.

Small RNA library preparation deep sequencing

Libraries were prepared as described (17, 29). Briefly, 10 ug of total RNA from Huh7.5.1 cells that
were HCV-infected for 7 days, were size fractionated on a 17.5% urea denaturing polyacrylamide
gel. The 19-24 nt band was excised, crushed and solved in 2 volumes of 0.3 M NaCl by overnight
agitation at 4°C. Small RNAs were sequentially ligated to 3’ adapter (5'P-
NNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-[C7amino]) and then to 5’ adapter
(GUUCAGAGUUCUACAGUCCACGAUCNNNN) (with T4 RNA Ligase 2 and T4 RNA Ligase 1,
respectively). Four degenerate bases were respectively included at the 3’ end of the 5" adapter
and at the 5’ end of the 3’ adapter to minimize ligation bias due to secondary structure formation
(30, 31). After each ligation step, the product was purified on denaturing polyacrylamide gel. In
order to generate cDNA libraries, RNA was reverse transcribed with SuperScript Ill RT (Thermo
Scientific), then amplified by PCR with a common forward primer and different reverse primers
for multiplex sequencing. PCR products were sent for large-scale sequencing, which was
performed by the IGBMC Microarray and Sequencing platform using an Illumina HiSeq 2500

instrument with a read length of 50 nt.

Reverse Transcription Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR)

Quantitive real-time PCRs were established as described (32) using a Corbett Rotor-gene 6000

Real-Time PCR System (Qiagen). For mature miRNA analysis, total RNA (100 ng) was first
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polyadenylated and reverse transcribed using the miScript Il RT system (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. The obtained cDNA (2 pl of a 1/10 dilution) was subject to RT-qPCR
using the miScript SYBR Green PCR kit (Qiagen). Primers were the mature miRNA sequence for
the forward primers (as indicated at the Sanger miRBase database, v19.0 (33)), and the universal
miScript primer (Qiagen) for the reverse primer. To check for RT-qPCR efficiency, standard curves
were performed using 10-fold dilution series of total RNA from naive Huh7.5.1 cells. Data were
analyzed using the AACt method (34)), and the universal miScript primer (Qiagen) for the reverse
primer. To check for RT-gPCR efficiency, standard curves were performed using 10-fold dilution
series of total RNA from naive Huh7.5.1 cells. Data were analyzed using the AACt method (34)(34)
using small nucleolar RNA, C/D box 61 (SNORD61) as an endogenous reference, and the non-

infected samples as a calibrator.

Microarray

Genome-wide mRNA profiling in miR-146a-5p over-expressing Huh7.5.1 cells was performed
using GeneChip Gene 1.0 ST array (Affymetrix TSA) at the IGBMC Microarray and Sequencing
Platform (lllkirch, France). Briefly, biotinylated single strand cDNA targets were prepared as
described (35). Following fragmentation and end-labelling, hybridization of 2.07 ug of cDNAs was
performed using the GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix) for 16h at 45°C. The array strips
were imaged using the GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) at a resolution of 0.7 um.
Console software was used to generate DAT and CEL files displaying the expression level of

28.869 transcripts. Three technical replicates were run for each condition.

Bioinformatic and statistical analyses

Processing and annotation of small RNA sequences have been described (17). Briefly, sequencing
reads were preprocessed using FASTX_Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit). Reads
of 15 to 40 nt in length were then mapped to the human genome (assembly version hg19 — UCSC
repository) using Bowtie v0.12.8, (36). Small RNAs were annotated and quantified using ncPRO-
seq as described (37). To allow subsequent comparative expression analysis, miRNA measures

were normalized per million miRNA reads (RPMmi, Reads Per Million miRNA reads), and only
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miRNAs present in at least one of the libraries with a minimum of 10 RPMmi were kept for further
analysis. For analysis of miRNA expression patterns, herarchical clustering with complete linkage
and euclidean distance was performed using the union of the most abundant miRNAs in each
library using the Multi Experiment Viewer software (MeV version 4.9.0).

Raw data (CEL Intensity files) from genome-wide mRNA profiling were extracted from the
scanned images using the Affymetrix GeneChip® Command Console (AGCC) version 4.0. CEL files
were further processed with Affymetrix Expression Console software version 1.3.1 to calculate
probe set signal intensities using Robust Multi-array Average (RMA) algorithms with default
settings. Differentially expressed genes were selected using the FCROS method (38) setting
selection error at 0.03. Functional annotation and gene network analyses of differentially
regulated genes was performed by using Ingenuity Pathway Analysis (IPA Qiagen) software. In
parallel, modulation of molecular pathway under miR-146a-5p over-expression was determined
in Molecular Signature Database (MSigDB, ver.4.0) (39) using Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA, (40)(40)(40)).

miRNA targeting analyses were performed using MiRSystem (41), which allows retrieving
both experimentally validated and predicted miRNA targets.

Unless otherwise indicated, the data are presented as the mean + SEM, and were analyzed
by the two-tailed Mann-Whitney test as indicated. A p-value < 0.05 was considered significant

and is indicated by an asterisk in relevant Figures.

Gene Expression Omnibus accession numbers

Genome-wide mRNA and small RNA data reported in this paper are currently under submission

to the Gene Expression Omnibus database (GEO).

96



Résultats - Partie 2

Results

Persistent HCV infection induces the up-regulation of miR-146a-5p in hepatocytes

To systematically identify HCV-induced alteration of miRNA profiles in hepatocytes, we induced
a poor proliferative state as well as expression of hepatocyte-specific genes in Huh7.5.1 cells, a
state-of-the-art permissive cell line for HCV infection using 1% DMSO (14-16). These hepatocyte-
like cells were then subject to HCV (strain Jc1) infection for 7 days (17, 42) which resulted in the
establishment of pervasive infection as assessed by immunofluorescence staining against the
viral antigen E2 (Fig. 1A). We then performed high-throughput small RNA cloning and deep
sequencing of these persistently HCV-infected hepatocyte-like cells (17, 29). In total, 109,543,844
reads were generated for both cells at 7 days post-infection (dpi) and non-infected controls.
About 85% of total reads could be mapped to the human genome, and categorized into RNA
classes based on sequence annotation (data not shown). The large majority of reads from both
HCV-infected and non-infected cells was annotated as mature miRNAs of about 22 nt in length.
Interestingly, infected cells presented a slight increase in the number of reads annotated as rRNA
as compared to controls (data not shown). This is consistent with previous evidence of
deregulated rRNA transcription in HCV-infected cultured liver cells (43). Profiling analyses
indicated that HCV infection differentially regulated the expression of 74 miRNAs, of which 57
were up-regulated by at least 2-fold and 17 were down-regulated 2-fold or more (Fig. 1B). Among
the up-regulated miRNAs, miR-21-5p was previously reported to be enhanced by HCV in both
Huh7-derived cells and in liver tissues (44-46). Interestingly, miR-21-5p appears to be highly
expressed in HCC tumors and cell lines where it was shown to enhance cell proliferation,
migration, and invasion (47, 48). Of note, one member of the miR-27 family, known regulators of
the lipid metabolism that were shown to be increased by HCV and to contribute to liver steatosis
(49, 50), was also enhanced in HCV-infected cells (Fig. 1B). Aiming to identify additional virus-
mediated alterations of mMIiRNA patterns that may be linked to liver disease and
hepatocarcinogenesis, we chose to focus our investigation on those miRNAs that were previously
described to target genes associated with inflammation, fibrosis and cancer development, but
have not yet been strongly linked to HCV-mediated hepatocyte injury (Table 2). By RT-qPCR we

independently validated the expression of miR-146a-5p and miR-143-3p in chronically infected
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hepatocyte-like cells along with that of miR-21-5p, which was assessed as a positive control.
Similarly to RNA-Seq, a significant increase of these miRNAs was observed upon viral infection
(Fig. 1C, p-value = 0.00094, 0.00094 and 0.013, respectively, two-tailed Mann-Whitney test).
Interestingly, miR-146a-5p, which is a well known immunoregulatory miRNA (51) was described
to be up-regulated in the serum and peripheral blood monocytes of HCV-infected patients (52,
53). Moreover, a recent piece of evidence points to an involvement of miR-146a in liver fibrosis
in mice and humans independently of HCV (54). To better understand the link between HCV and
miR-146a expression in the liver, we further studied the modulation of miR-146a-5p by HCV in
primary human hepatocytes (PHH), a model that most closely reflects the in vivo situation. In
PHH cultures that were subject to HCV infection, both miR-146a-5p and miR-21-5p were
significantly up-regulated (Fig. 2A, p-value = 0.04 and 0.012, respectively, two-tailed Mann-
Whitney test), confirming that the HCV-mediated enhancement of miR-146a-5p and miR-21-5p
occurs in human hepatocytes. To gain insights into the clinical relevance of our findings, we
studied miR-146a-5p expression in liver biopsies from chronically HCV-infected patients and HCV
negative individuals (Table 1). Consistently with our in vitro data, up-regulated miR-146a-5p was
observed in HCV-positive liver tissues (Fig. 2B, p-value = 0.0048, two-tailed Mann-Whitney test).
Altogether, our findings suggest that miR-146a-5p may play a role in HCV-hepatocyte

interactions.

miR-146a-5p regulates cell metabolism and contributes to pathogenesis of liver disease

To explore the functional relevance of miR-146a-5p up-regulation, we performed a genome-wide
transcriptomic analysis of liver cells upon ectopic miR-146a-5p expression (Fig. 3). By RT-qPCR we
assessed a consistent increase of miR-146a-5p upon miRNA transfection prior to genome-wide
microarray analysis (data not shown). As compared to control cells, enhanced miR-146a-5p
expression in Huh7.5.1 cells resulted in a significant deregulation of 69 genes, including 25 up-
regulated and 44 down-regulated genes (Fig. 3A, p-value < 0.015, FCROS method). Interestingly,
interleukin-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK1), a known target of miR-146a-5p (51), was
among the down-regulated genes. In line with a previously shown implication of miR-146a-5p
and /IRAK1 in inflammatory responses in immune cells, our data suggest a role of miR-146a-5p in

inflammation signaling in hepatocytes. Functional annotation using the Ingenuity Pathway
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Analysis (IPA) systems biology tool further showed an involvement of miR-146a-5p in gene
networks related to infectious diseases, inflammatory response, cell death and survival as well
as cancer-associated processes (supplemental material Fig. S1). Moreover, when running all the
significantly deregulated genes through Ingenuity’s Tox Function prediction, the top toxicological
functions that were most strongly associated with miR-146a-5p over-expression were related to
liver disease including liver cirrhosis, fibrosis, steatosis and HCC development (Fig. 3B). Together
with previous evidence linking miR-146a deregulation to liver fibrosis (54), this piece of data
suggests that the modulation of miR-146a-5p may contribute to liver disease pathogenesis. To
gain further insights into the role of miR-146a-5p in hepatocyte injury and progression of liver
disease, we chose to extend our computational analysis of miR-146a-5p over-expressing cells by
retrieving those gene sets that shared common regulation by miR-146a-5p through Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA, (40)). In contrast to control mock-transfected Huh7.5.1 cells, miR-
146a-5p over-expressing cells presented a gene profile underlying an enrichment of metabolic
regulatory networks, such as protein synthesis and turn-over pathways, RNA transcription and
translation, regulation of fatty acid metabolism and of mitochondrial oxidative phosphorylation
(Fig. 3C, supplemental material Table S1). Interestingly, GSEA also suggested an involvement of
miR-146a-5p in regulating infection of RNA viruses, such as HIV and influenza virus (supplemental
material Table S1). Taken together with our evidence of a HCV-mediated up-regulation of miR-
146a-5p, this piece of data suggests that in addition to contributing to liver disease pathogenesis,
miR-146a-5p may fine-tune the metabolic activity of hepatocytes upon viral infection, and

eventually act on the viral replication cycle itself.

miR-146a-5p promotes the production of infectious HCV particles without affecting viral entry

or replication

To assess the potential impact of miR-146a-5p on the HCV life cycle, we performed a two step
infection assay (27, 28) using a luciferase reporter virus (strain JcR2a), which allowed us to
functionally assess the role of the miRNA during the early steps (part 1) - including entry,
translation and replication - and the late steps of the HCV replication cycle (part 2) - including
assembly and release of new virions (Fig. 4A). Control loss-of-function perturbation of essential

HCV-host factor required either for viral entry or for translation/replication interactions using
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siCD81 and anti-miR-122, respectively, resulted in a reduction of HCV infection in part 1 and
consequently in part 2. This confirmed that reduced viral entry or viral translation/replication in
the first part of the assay ultimately affected a reduced production of viral particles and thus
reduced infectivity of the cell supernatants that were used to inoculate naive Huh7.5.1 cells in
the second part of the assay (Figure 4B-C). Through gain-of-function genetic perturbation of HCV-
miRNA interactions, we revealed that, in contrast to siCD81 and anti-miR-122, ectopic miR-146a-
S5p expression promoted late steps of the HCV replication cycle, likely by increasing HCV
assembly/egress (part 2), while having only a marginal effect on HCV entry and
translation/replication (part 1) (Fig. 4B-C). Taken together, these results uncover miR-146a-5p as
a new pro-viral host factor for HCV infection that increases the production of infectious viral
particles without affecting other steps of the viral life cycle. Collectively, our data indicate that
the HCV-induced increase in miR-146a-5p expression both promotes virus infection, and

contributes to liver disease progression.

Discussion

Progression of chronic hepatitis C to poor prognosis liver disease and HCC is a multifactorial
process that involves persistent hepatic inflammation, progressive liver fibrogenesis,
development of neoplastic clones and finally establishment of a carcinogenic tissue
microenvironment (55). Being central players in both physiological and pathological conditions,
miRNAs most likely contribute to HCV-driven liver disease (3, 8). Moreover, increasing evidence
points to a role of miRNAs in fine-tuning HCV-hepatocyte interactions (4, 8). However, the lack
of efficient and convenient model systems to investigate the biological circuits of virus-host
interactions represents a major obstacle for the understanding of the mechanisms linking HCV
infection, inflammation and carcinogenesis. By performing high-throughput small RNA-
sequencing and computational analyses in a hepatocyte-like based model system, which enables
persistent HCV infection (14-16) we identified 74 miRNAs significantly modulated by HCV that
could have a putative involvement in virus-driven liver disease and HCC (Fig. 1, Table 2). Indeed,
21 out of these 74 miRNAs were already known for their implication in inflammation, fibrosis and
cancer development. This subset of miRNAs included: miR-122, which is a key player in HCV

infection and liver disease (reviewed in (4)); miR-21-5p, which has been consistently shown to be
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implicated in HCV infection and liver disease (44-46) and miR-146a-5p, a well known
immunoregulatory miRNA further described to be associated with liver fibrosis and HCC (53, 56-
58). Moreover, members of the miR-27 family of miRNAs, which contribute to regulation of the
lipid metabolism, have recently been reported to be increased by HCV and to contribute to liver
steatosis (49, 50).

By pursuing our investigation in PHH and clinical liver tissues from HCV-infected patients
(Fig. 2), we provided first evidence that HCV induces up-regulation of miR-146a-5p in
hepatocytes. Interestingly, miR-146a has been previously associated with HCV infection as an
increased expression of this miRNA was observed in the serum and peripheral blood monocytes
of HCV-infected patients, suggesting a role of circulating miR-146-5p as a biomarker for hepatic
injury (52, 53). In line with this, hepatitis B virus (HBV) has also been shown to increase miR-146a
in human hepatoma cell lines and chronically HBV-infected patient-derived liver tissues (59).
However, the cross-talk between miR-146a-5p and HCV and its relevance for hepatocyte injury
has not yet been evidenced. Taking advantage of a well established functional assay to
investigate virus-host interactions, we discovered that miR-146a-5p exerts a pro-viral effect in
liver cells likely by modulating HCV assembly/egress, while having only a marginal effect on HCV
entry and translation/replication (Fig. 4). In contrast to data reported with HepG2 cells where a
high ectopic expression of miR-146a was shown to target epidermal growth factor receptor
(EGFR) (60), which is a HCV entry co-factor in liver cells (26), ectopic expression of miR-146a-5p
in our experimental conditions did not affect EGFR expression (data not shown) in line with the
absent modulation of the early steps of HCV infection upon miR-146a-5p over-expression (Fig.
4). Collectively, our data uncover miR-146a-5p as a new pro-viral host factor for HCV infection
and it would be interesting to further explore the underlying molecular mechanisms. By over-
expressing miR-146a-5p in liver cells we observed its involvement in key metabolic pathways,
including oxidative phosphorylation, proteasome pathway and fatty acid metabolism (Fig. 3C,
supplemental material Table S1), which in turn were associated with HCV virion assembly (61-
63). This piece of data suggests that by regulating liver cell metabolism, miR-146a-5p may be
beneficial for HCV infection and potentially play a role in HCV-driven liver disease.

Beyond cell metabolism, our pathway enrichment analysis further suggests a pivotal role

of miR-146a in regulating inflammation signaling in hepatocytes (Fig. 3, supplemental material
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Table S1). This is consistent with recent evidence of a hepatocyte-specific inflammatory feedback
circuit including hepatocyte nuclear factor 1a (HNFla), SH2 domain-containing phosphatase-1
(SHP-1), signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), p65, miR-21 and miR-146a
(54). In rat models of liver fibrosis, the increased expression of both miR-146a and miR-21 was
shown to sustain repression of HNFla in hepatocytes, thus enhancing hepatocellular
inflammation and disease progression (54). This is also in line with previous studies showing up-
regulation of miR-146a in the plasma of mice, which were subject to liver inflammation induced
by cytidine-phosphate-guanosine (CpG) motif and lipopolysaccharide (LPS) (52). Interestingly, the
same study highlighted enhanced miR-146a expression in mice with acetaminaphen-induced
liver injury characterized by little inflammation (52). Given its central role in liver cell homeostasis
and signaling (Fig. 3), we propose that miR-146a-5p might serve as a molecular switch that fine-
tunes stress signaling in hepatocytes, enabling modulation of metabolic activity in response to
micro-environmental changes. Thus impairment of miR-146a regulation and signaling may
participate to hepatocellular injury. This could also provide clues about the putative modulation
of miR-146a expression during the progression of liver disease. While enhanced expression of
this miRNA was observed in chronic HCV infection (Fig. 2) and fibrosis (54), its repression was
associated with invasiveness of HCC tumors (53, 57) thus suggesting a tumor suppressor function
for miR-146a. Further investigation will be necessary to better understand the molecular
mechanisms of miR-146a-mediated liver disease pathogenesis and HCC development.

Taken together, our study indicates a novel involvement of miR-146a-5p in promoting
HCV infection and liver disease progression, and contributes to a better understanding of HCV-
induced liver disease pathogenesis ultimately providing novel potential therapeutic targets to

prevent HCC in HCV-infected patients.
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Figure legends

Figure 1. Persistent HCV infection modulates host cell miRNA expression in hepatocyte-like
Huh7.5.19 cells. Huh7.5.1 cells were differentiated into hepatocyte-like cells using 1% DMSO
(14-16), persistently infected using HCVcc (Jcl or Jc1E2FA8) and subject to molecular analyses at
7 days post-infection (dpi). (A) Immuno-detection of HCV E2 protein in HCV-infected hepatocyte-
like cells (HCV) and non-infected controls (Control). Nuclei are counterstained with DAPI.
Representative overlay images are shown. Scale bar, 50 um. (B) Modulation of miRNA expression
by HCV infection. Small RNAs (19-24 nt) from HCV Jc1E2MA%-infected cells (HCV) or non-infected
controls (Control) were subject to RNA-Seq (material and methods). The heatmap shows the 74
miRNAs with significant modulation upon HCV infection as compared to control cells. The two
columns represent average miRNA expression from three HCV (left) and three control (right)
samples. High relative miRNA expression is indicated by red shades, low expression by green
shades. (C) HCV increases the expression of miR-21-5p, miR-146a-5p and miR-143-3p. miRNA
expression was analyzed by RT-qPCR in total RNA extracts from HCV-infected cells as compared
to non-infected controls. Data are shown as mean percentage + SEM from two independent

experiments, n = 8. *p<0.05 two-tailed Mann-Whitney test.

Figure 2. HCV infection increases miR-146a-5p expression in hepatocytes and liver tissues. (A)
HCV increases expression of miR-21-5p and miR-146a-5p in PHH. Expression of miR-21-5p and
miR-146a-5p was analyzed by RT-qPCR in total RNA extracts from HCV Jcl-infected PHH (HCV) at
3 dpi as compared to non-infected controls (Control). Data are shown as mean percentage + SEM
from four independent experiments, n = 12. (B) miR-146a-5p expression is enhanced in liver
tissues from HCV-infected patients. Liver tissues from 6 HCV-infected patients (HCV) and 9
uninfected subjects (Control) were analyzed for miR-146a-5p expression by RT-qPCR. Median
miRNA expression is shown as black lines. In both (A) and (B), *p<0.05 two-tailed Mann-Whitney

test.

Figure 3. miR-146a modulates the expression of genes related to liver disease. (A) Modulation

of mRNA expression by miR-146a-5p. Huh7.5.1 cells were reverse transfected with miR-146a-5p
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or control miRNA mimic (5 nM) two days prior to total RNA extraction and analysis of mRNA
expression by microarray (material and methods). Gene expression profiles are represented as a
volcano plot where the x-axis represents the log2 of the fold change between miR-146a-
transfected cells and control cells, and the y-axis represents the -log10 of the p-value obtained
from the f-cross test comparing miR-146a-5p-transfected cells to control cells. Red dots
represent mRNA considered statistically significant (p<0.015, FCROS method). (B) Functional
network analysis of the genes with modified expression after miR-146a-5p over-expression in
Huh7.5.1 cells. Ingenuity Pathway Analysis (IPA)-toxicity algorithm was used to assess the
enrichment of the deregulated genes in specific toxicity pathways with altered expression in
human disease. The p-value indicates the significance of the enrichment of the input genes for
each Tox function pathway. (C) Co-regulated gene networks in miR-146a-5p over-expressing cells.
Modulation of molecular pathways by miR-146a-5p was determined in KEGG database using
GSEA (40). Significantly enriched gene networks involved inimmune responses (in blue), cell cycle
and DNA repair (in black) as well as cell metabolism (in grey) are shown. Gene sets down-
regulated by miR-146a-5p are depicted as open circles while gene sets up-regulated by the
miRNA are represented as black circles. The thickness of the connecting lines is proportional to

the degree of overlapping genes between two different gene sets.

Figure 4. miR-146a-5p promotes HCV infection by enhancing production of infectious viral
particles. (A) Schematic outline of the two-step infection assay to functionally test the role of
miR-146a-5p during early and late steps of the HCV replication cycle. Huh7.5.1 were transfected
with miR-146a-5p mimic, siCD81, anti-miR-122 or control prior to infection with HCV JcR2a (part
1). Supernatants from cells in part 1 were then used to inoculate naive Huh7.5.1 cells (part 2)
(material and methods). Cells from part 1 and part 2 were lysed at the end of each infection step
(2 and 3 dpi, respectively) to determine Renilla luciferase activity (22, 25). (B-C) Modulation of
HCV infection in part 1 (B) or in part 2 (C) upon transfection of siCD81, anti-miR-122, miR-146a-
5p mimic or control non-targeting siRNA. Data are shown as mean = SEM relative light units (RLU)

normalized to the total protein amount in each lysate from one experiment, n = 4.
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Table 1. Characteristics of the patients and patient-derived liver biopsies included in the study

Age at
Biopsy HCV Viral Load
Diagnosis Metavir biopsy Gender
ID genotype  (IU/mL)
(years)
C270 1b 1.75E+06  Chronic HCV infection  A3/F3 76 F
Chronic HCV infection
C300 3a 1.95E+06 A3/F4 55 M

and ASH

Chronic HCV infection +
C304 1a 1.55E+06 A2/F3 38 F
HIV infection +ASH

C238 1b ND Chronic HCV infection  A1/F1 54 F
C257 1a 1.08E+05 Chronic HCV infection Al/F1 30 M
B823 4 3.16E+06 Chronic HCV infection Al/F1 50 M
C262 N/A N/A ASH, cirrhosis N/A 59 F
Steatosis 5%, siderosis
C344 N/A N/A N/A 43 M
grade |
C332 N/A N/A NASH N/A 49 F
C330 N/A N/A Minimal steatosis N/A 47 M
Minimal unspecific
C305 N/A N/A N/A 44 M
hepatitis
C298 N/A N/A Steatohepatitis (NASH) N/A 50 M
Steatosis, ASH,
C237 N/A N/A N/A 51 M
siderosis
Normal liver
C187 N/A N/A N/A 31 F
parenchymal
Normal liver
C145 N/A N/A N/A 43 F
parenchymal
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ASH, alcoholic steatohepatitis; F, Female; M, Male; HCV, HCV-infected patient; HIV, human
immunodeficiency virus; N/A, non applicable; NASH, nonalcoholic steatohepatitis; ND, no

determined.
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Table 2. HCV-regulated miRNAs with a known involvement in inflammation, fibrosis and

cancer®.

Molecular function

MiRNA Target
miRNA ID Inflammation Fibrosis Cancer
(gene symbol)

miR-122-5p IGF1R X X X
SRF X X X
CCNG1 X
SLC7A1 X

BCL2L2 X
ADAM10 X X X

PRKRA

WNT1 X X X
miR-210-3p FGFRL1 X
RAD52 X X
EFNA3 X
BDNF X X X

PTPN1 X
ISCU X
E2F3 X
MNT X X X
miR-338-5p LRP1 X X
miR-483-3p SMAD4 X X X
BBC3 X
SRF X X X
MAPK3 X
miR-574-5p FOXN3 X
miR-885-5p CDK2 X X
MCM5 X
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miR-1 HCN4 X

FOXP1 X

HCN2 X X
PTMA X
MET X X X
XPO6 X
TAGLN2 X X X
LASP1 X X
KCNE1 X
PNP X
PIM1 X X
PAX3 X
TWF1 X X

TWF2

FN1 X X

NOTCH3 X X
FABP3 X X
miR-10a-5p HOXA1 X X
USF2 X X
MAP3K7 X X

BTRC
EPHA4 X X
miR-127-3p PRDM1 X X
BCL6 X X
miR-132-3p CDKN1A X X X
ARHGAP32

RB1 X X
HBEGF X X X

miR-133a-3p HCN2 X X
KCNQ1 X X
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FSCN1
KCNH2
TAGLN2
LASP1
PNP

miR-133b KCNH2
FSCN1
FAIM
EGFR
FGFR1
HCN4

miR-143-3p KRAS
MYO6
DNMT3A
FNDC3B
MAPK7
FSCN1
SERPINE1
MACC1
JAG1
AKT1

miR-146a-5p CXCR4
TLR2
TRAF6
IRAK1
BRCA1
NFKB1
EGFR
CD40LG
SMAD4
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HNF1
SHP1
TLR4

miR-150-5p

MYB
EGR2
MUC4
ZEB1

miR-206

MET
NOTCH3
ESR1
PAX3

miR-212-3p

MECP2

PEA15

PTCH1
RB1

miR-21-5p

RASGRP1
BCL2
TIMP3
SOX5
MTAP
RECK
TGFBR2
PTEN
E2F1
LRRFIP1
TPM1
NFIB
APAF1
BTG2
PDCD4
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RHOB X X

SERPINB5 X X

BMPR2 X X X

DAXX X X

TP63 X

MSH2 X X

MSH6 X

ISCU X

EIF4A2 X

ANKRD46 X

CDK2AP1 X

DUSP10 X

PPARA X X X

ANP32A X

SMARCA4 X

FASLG X X X

miR-494-3p PTEN X X X
CDK6 X X

BCL2L11 X

miR-584-5p ROCK1 X X X
miR-663a JUNB X X
JUND X X

aThe targets of miRNAs differentially regulated by HCV infection in hepatocyte-like Huh7.5.1 cells
at 7 days post-infection were retrieved using the miRsystem tool (Material and Methods). The
involvement of these target genes into pathways related to inflammation, fibrosis and cancer
was assessed through miRsystem and a systematic screen of the available literature using

PubMed. x: involvement of miRNA target into the indicated process.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
-log(p-value)
A B o 1 2

*n ‘ Cirrhosis of liver
; Dysfunction of heart
Hypertrophy of left ventricle
Primary biliary cirrhosis
Fibrosis of liver

Cell death of heart

Injury of liver

Myocardial infarction
Hepatic steatosis
Hepatocellular carcinoma

-log10(p-value)

05

1.5 -

calcium
signaling

e

melanogenesis

chemokine
signalin

3 g g

basal cell
carcinoma ¢y

JAK STAT

actin  Ppathways s
in cancer " . cytokine-cytokine
g 1 receptor interactions

allograft

rejection

) viral
myocarditis

ECM

NK s
cytotoxicity graftversus diabetes
host disease Mellitus

oxidative
phosphorylation
Alzheimer disease

Huntington

disease
fatty acid

il metabolism citrate cycle
Val, Leu, lle propanoate
degradation

purine metabolism
pyruvate

Arg, Pro i
: metabolism
: DNA elongation metabolism
m'rsggz::h base excision metabolism® |
repair degradation
homologous
recombination nucleotide

excision repair

122



Résultats - Partie 2

Figure 4
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SUPPLEMENTAL FIGURE

FIGURE S1. IPA network analysis of miR-146a-5p over-expressing cells

Cellular Movement, Hematological
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Immune Cell Trafficking
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Embryonic Development

Infectious Disease, Inflammatory
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Cancer, Small Molecule Biochemistry,
Cell Death and Survival

Cellular Development, Connective
Tissue Development and Function,
Organismal Injury and Abnormalities

Score
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-

Top five networks identified by IPA analysis of the genes differentially regulated in miR-146a-5p

over-expressing Huh7.5.1 cells as compared to control cells. The significance score (-log10(p-

value)) represents the probability that the genes regulated by miR-146a-5p correspond to the

genes within one specific network by random chance.

125



Résultats - Partie 2

SUPPLEMENTAL TABLE

TABLE S1. Gene sets modulated by over-expression of miR-146a-5p in Huh7.5.1 cells (Gene

Set Enrichment Analysis)®.

Gene set Enriched in Gene set NES p-value FDR

database

Biocarta miR-146a-5p PROTEASOME PATHWAY 2.21 0.000 0.001

(Curated over-expressing
ATRBRCA PATHWAY 2.02 0.000 0.008

pathway cells

database) EIF PATHWAY 1.68 0.019 0.155

Control cells INFLAMMATION PATHWAY -2.12  0.000 0.002

CASPASE PATHWAY -1.80 0.004 0.041
NKT PATHWAY -1.78 0.002 0.043
IL17 PATHWAY -1.81 0.000 0.044
PML PATHWAY -1.83 0.005 0.044
CYTOKINE PATHWAY -1.88 0.000 0.047
STEM PATHWAY -1.84 0.000 0.056
NFKB PATHWAY -1.69 0.017 0.105
IL7 PATHWAY -1.62 0.025 0.176
ERYTH PATHWAY -1.60 0.022 0.186
HIVNEF PATHWAY -1.57 0.018 0.211
CTLA4 PATHWAY -1.55 0.037 0.232

Kyoto miR-146a-5p SPLICEOSOME 2.75 0.000 0.000

Encyclopedia over-expressing
RIBOSOME 2.64 0.000 0.000

of Genes and cells

Genomes AMINOACYL TRNA BIOSYNTHESIS 245 0.000 0.000

(KEGG) PROPANOATE METABOLISM 236 0.000 0.000
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(Curated
pathway

database)

Control cells

RNA DEGRADATION

VALINE LEUCINE AND ISOLEUCINE
DEGRADATION

OXIDATIVE PHOSPHORYLATION

ARGININE AND PROLINE METABOLISM
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ONE CARBON POOL BY FOLATE
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FATTY ACID METABOLISM
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GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL GPI

ANCHOR BIOSYNTHESIS

STEROID BIOSYNTHESIS

OLFACTORY TRANSDUCTION

CYTOKINE CYTOKINE RECEPTOR
INTERACTION

ECM RECEPTOR INTERACTION

HEMATOPOIETIC CELL LINEAGE

TYPE | DIABETES MELLITUS

ALLOGRAFT REJECTION

2.33

2.33

2.27

2.25

2.24

2.22

2.15

2.04

2.01

1.96

1.94

1.93

1.92

1.89

1.86

1.81

-2.36

-2.17

-2.11

-2.10

-2.10

-2.06

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.002

0.000

0.000

0.000

0.008

0.009

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.001

0.002

0.002

0.002

0.003

0.003

0.003

0.004

0.005

0.007

0.000

0.000

0.001

0.000

0.000

0.001
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GRAFT VERSUS HOST DISEASE -2.04 0.000 0.001
NEUROACTIVE LIGAND RECEPTOR -2.03 0.000 0.001
INTERACTION
ARRHYTHMOGENIC RIGHT VENTRICULAR ~ -1.86 0.000  0.006
CARDIOMYOPATHY ARVC
CELL ADHESION MOLECULES CAMS -1.83 0.000 0.006
FOCAL ADHESION -1.82 0.000 0.007
VIRAL MYOCARDITIS -1.78 0.002 0.011
NATURAL KILLER CELL MEDIATED -1.78 0.000 0.010
CYTOTOXICITY
ANTIGEN PROCESSING AND -1.74 0.000 0.015
PRESENTATION
DILATED CARDIOMYOPATHY -1.73 0.000 0.015
AUTOIMMUNE THYROID DISEASE -1.73 0.000 0.014
HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY HCM  -1.69 0.000 0.021
INTESTINALIMMUNE NETWORK FORIGA  -1.68 0.006 0.024
PRODUCTION
BASAL CELL CARCINOMA -1.67 0.006 0.025
ASTHMA -1.67 0.015 0.024

Reactome miR-146a-5p TRANSCRIPTION 2.96 0.000 0.000

(Curated .

over-expressing  TRANSLATION 2.85 0.000 0.000
pathway I
cells

database) LATE PHASE OF HIV LIFE CYCLE 2.83 0.000 0.000
INFLUENZA LIFE CYCLE 2.80 0.000 0.000
RNA POL I PRE TRANSCRIPTION EVENTS 2.78 0.000 0.000
METABOLISM OF RNA 2.77 0.000 0.000
MITOTIC M M G1 PHASES 2.77 0.000 0.000
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Control cells
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CHEMOKINES
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aGene sets with FDR <0.25 or top 20 are shown. NES: normalized enrichment score, FDR: false

discovery rate.
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Malgré de nombreuses études depuis plus de 20 ans, le HCV et son cycle viral restent
peu connus. Nous avons durant ces trois années, initié un projet de grande envergure qui
permettra de comprendre et de cartographier d’une facon générale les interactions entre le
HCV et les miRs exprimés par la cellule héte. Nous avons choisi d’explorer le réle des miRs
dans le cycle réplicatif du virus, mais également dans I’évolution de la cellule suite a son
infection par le HCV. Ainsi, les miRs cellulaires peuvent avoir un réle direct dans la réplication
virale en la favorisant, tel que miR-122 (Jopling et al., 2005), ou en I'inhibant, tel que les miRs
de la famille des let-7 (Cheng et al., 2013). D’autre part, des miRs cellulaires modulés lors de
I'infection par le HCV peuvent favoriser la propagation du virus, en inhibant 'immunité innée
de la cellule, ou encore contribuer a la pathogenese de I'hépatite C en induisant le

développement de lésions au sein du tissu hépatique (Chen et al., 2013).

1. Réle des miRs dans le cycle viral du HCV

Un grand nombre de pathogénes, dont les virus, ont au cours du temps développé de
nombreux mécanismes leur permettant de conserver une infection efficace. Etant donné le
role majeur des miRs dans la régulation de I'expression génique et leur implication dans de
nombreux processus biologiques, I'hypothése selon laquelle les miRs auraient un réle
essentiel dans I'interaction entre I’'hOte et le pathogene semble particuliérement intéressante
a approfondir. En effet, les miRs ont été décrit comme ayant un réle dans I'immunité en
réponse a I'infection par des pathogenes chez la plante ou le vertébré (Eulalio et al., 2012;
Singaravelu et al., 2015). Dans la relation entre les miRs de I'h6te et les virus, le cas du HCV
est particulierement intéressant. En effet, le HCV a une interaction trés particuliere avec les
miRs de sa cellule cible, notamment avec miR-122 (Jopling et al., 2005b). D’autre part, il utilise
la modulation de I'expression des cibles du miR-21 afin d’échapper a I'immunité innée de la
cellule ce qui en fait un cas d’étude particulierement intéressant (Chen et al., 2013). La mise
au point de nouvelles technologies, incluant les HCVcc exprimant un géne rapporteur, nous a
permis d’étudier de facon systématique I'effet de la sur-expression des miRs humains sur
I’efficacité de I'infection virale. Cette étude nous permet de cartographier les miRs qui ont un
role proviral ou antiviral, ainsi que les mécanismes découlant de cette interaction, incluant les
mécanismes moléculaires par lesquels le HCV exploite les facteurs de I’h6te pour favoriser sa

propre propagation.
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Nous avons utilisé un protocole en deux parties permettant I'étude des phases précoces et
des phases tardives du cycle viral. Des études utilisant un protocole similaire avaient déja été
décrites auparavant dans la littérature (Li et al., 2009, 2014; Poenisch et al., 2015) mais, a ce
jour, aucun criblage fonctionnel évaluant le réle des miRs cellulaires dans le cycle réplicatif du
HCV n’a été publié. En effet, les deux équipes citées précédemement ont réalisé des criblages
fonctionnels de perte de fonction en utilisant I’ARN interférence. Ainsi, I'’équipe du Dr Liang a
analysé 205 genes (identifiés suite a un criblage de I'intégralité des génes du génome humain)
et leur implication dans le cycle viral afin d’identifier de nouveaux facteurs de I’héte impliqué
dans le cycle viral. Sur les 205 cibles testées, 159 ont montré un effet significatif sur le cycle
viral. Cette équipe a utilisé un schéma d’expériences spécifique a chacune des étapes du cycle
viral, afin d’y identifier les facteurs de I’"h6te important. Ainsi ils ont utilisé des HCVpp, réalisé
des expériences de fixation d’"HCVcc, ainsi que d’infection en un seul cycle utilisant des HCVcc
pour déterminer I'effet de I'interférence des 205 génes sur I'entrée. Les étapes de traduction
et de réplication ont été dans un premier temps analysées a I'aide d’une infection avec des
HCVcc en une étape. La traduction a également été analysée grace a I'utilisation d’un reporteur
dépendant de I'IRES du HCV, et des expériences utilisant un réplicon subgénomique dans
I'analyse de I'étape de réplication. Enfin, 'assemblage et la libération des virions ont été
analysés grace a un protocole d’infection des HCVcc en deux étapes. A I'aide de ce schéma
expérimental complet, ils ont identifié 6 protéines impliquées dans I'entrée dont une plus
spécifiguement dans I'attachement, 12 autres protéines impliquées dans I'entrée selon des
mécanismes en commun au VSV, 19 protéines intervenant dans la traduction IRES spécifique,
54 protéines impliquées dans la réplication virale, 66 protéines impliquées dans I'assemblage
et la sécrétion et 9 protéines dont I'étape dans laquelle elles sont impliquées n’a pas pu étre
identifiée. Leur criblage a été réalisé sur des cellules Huh7.5.1 infectées par des HCVcc JFH-1 de
génotype 2a. Cette équipe a identifié I’effet de I'interférence a ARN sur I'efficacité de I'infection
virale par visualisation de la protéine virale core au sein des cellules. De son coté, I'équipe du
Dr Bartenschlager s’est concentrée sur les protéines ayant un impact sur les étapes tardives du
cycle réplicatif du HCV. De la méme fagon, I'équipe a appliqué un protocole en deux étapes sur
des cellules Huh7.5.1 infectées avec des HCVcc JcR2a de génotype 2a. L'efficacité d’infection a
pu étre définie a I'aide de la lecture du signal luminescent provenant du gene rapporteur de la
luciférase Renilla présent en amont du génome viral. De fagon intéressante, 25 protéines ont

été identifiées dans ces deux criblages dont des protéines connues pour avoir un role dans les
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étapes précoces et tardives du cycle viral, telles que CD81 et ApoE, validant ainsi I'approche du

criblage suivant un protocole a deux étapes (Tableau 8).

Poenisch et al, 2015 Lietal, 2014

IDdu Nomdu Entrée/ Assemblage/Libér Entrée/ Assemblage/Libér,
géne géne Réplication ation Réplication ation

348 APOE X X X

975 cbs81l X X X X
1147 CHUK X X X
1490 CTGF X X X
8722 CTSF X X X
1650 DDOST X X
1654 DDX3X X X X
8694 DGAT1 X X X
10516 FBLN5 X X X
3190 HNRNPK X X

3679 ITGA7 X X
9020 MAP3K14 X X X
81788 NUAK2 X X X X
5297 PIKACA X X X X
8766 RAB11A X X X
10244 RABEPK X X X X
9475 ROCK2 X X X
83694 RPS6KL1 X X X X
64750 SMURF2 X X X X
9789 SPCS2 X X X X
60559  SPCS3 X X X
6774 STAT3 X X X
9524 TECR X X X
55223 TRIM62 X X X X
7511 XPNPEP1 X X X

Tableau 8 : Tableau représentant les génes retrouvés en commun dans les deux études de Li et al.,
2014 et Poenisch et al., 2015. Les croix rouges représentent un effet antiviral et les croix vertes
représentent un effet proviral.

Grace a notre étude gain de fonction, nous avons pu identifier 495 miRs ayant un effet

significatif sur I'efficacité de l'infection par le HCV. Nous avons ainsi retrouvé des miRs,

notamment les miRs de la famille let-7 et miR-27 connus pour avoir un effet sur I'efficacité

des phases précoces et des phases tardives du cycle viral respectivement (Cheng et al., 2013;

Shirasaki et al., 2013). L’équipe du Dr Yang a identifié la famille des miRs let-7 comme ayant

un effet antiviral sur le HCV. Dans cette étude, les auteurs ont identifié de fagcon systématique

la modulation des miRs suite a un traitement des cellules Huh7 avec de I'l[FN-a ou IL-28B.
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L'activité antivirale des miRs différentiellement exprimés a été par la suite analysée
fonctionnellement en utilisant des miR-mimic ou des antago-miRs sur des cellules Huh7.5.1
infectées avec des HCVcc Jc1-Luc. Ainsi, ils ont identifié la famille des miRs-let-7, comme ayant
un effet antiviral contre le HCV durant les étapes de traduction et réplication de I’ARN
génomique (Cheng et al., 2013). D’autre part, I'équipe du Dr Kaneko avait précédemment
remarqué que 19 miRs étaient exprimés de facon différentielle dans des biopsies hépatiques
de patients ayant développé des Iésions en lien avec une infection chronique par le HCV ou le
HBV (Ura et al., 2009). Parmi ces miRs, miR-27a a été identifié comme ayant un réle dans
I'efficacité de I'infection par le HCV. En effet, I'effet du miR-27a a été confirmé grace a
I"utilisation de miR mimic et antago-miR dirigés contre la séquence mature sur des cellules
Huh7.5 infectées par des HCVcc JFH1. L’analyse de I'effet du miR-27a a conduit les auteurs a
identifier le réle de ce miR dans la régulation du métabolisme des lipides en lien direct avec

les phases tardives du cycle viral du HCV (Shirasaki et al., 2013).

Notre criblage fonctionnel nous a permis d’identifier de nombreux miRs qui ont un
effet sur les phases tardives du cycle viral. Cette étape étant la moins bien décrite parmi celles
du cycle viral, nous avons voulu I'étudier avec plus d’intérét. Ainsi, nous avons identifié et
validé I'effet des miRs 501-3p et 619 selon le protocole décrit précédemment. D’autres
expériences complémentaires permettront de déterminer avec plus de précision quelle étape
des phases tardives est impliquée ou encore si la modulation de I'efficacité de I'infection virale
est en lien avec la qualité des nouvelles particules virales produites (Benga et al., 2010). A
I'heure actuelle, les deux miRs 501-3p et 619 sont peu décrits dans la littérature.

Des analyses complémentaires sont actuellement en cours. Afin de déterminer les
mécanismes sous-jacents l'effet de ces miRs, nous avons choisi d’identifier les cibles
potentielles de ces miRs a I'aide d'outils computationnels dédiés, qui recoupent les cibles
validées d’'un miR donné ainsi que celles qui sont prédites. Nous souhaitons a présent tester
I’effet de ces cibles sur le cycle viral du HCV grace a une stratégie de criblage de perte de
fonction utilisant I'interférence a ARN. En effet, le réle fonctionnel de ces cibles est en cours
d’analyse grace a une stratégie de criblage de perte de fonction ciblé (Poenisch et al., 2015;
Zona et al., 2013). Une étude similaire faite par I’équipe du Dr Bartenschlager, discutée ci-
dessus, décrit un protocole expérimental similaire au nétre (Poenisch et al., 2015). Cependant,

aucune des protéines qu’ils ont décrites comme induisant une modulation significative des
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phases tardives du cycle viral n’est retrouvée dans notre liste des cibles des miR-501-3p et
miR-619. Malgré tout, il est important de noter que les criblages restent des expériences a
faible taux de recouvrement (Poenisch et al., 2015) ; le role de nos cibles sélectionnées reste
donc a étre démontré. A terme, ces expériences permettront peut-étre d'identifier de
nouveaux facteurs de I'hote impliqués dans I'assemblage et/ou la sécrétion des particules
virales.

Fait marquant, le criblage avec la banque des miRs mimic a identifié miR-146a comme
ayant un impact significatif sur les phases tardives du cycle viral du HCV. Il est intéressant de
noter que ce miR a également été identifié dans la cadre du projet étudiant I'effet de
I'infection virale sur I'expression des miRs cellulaires. Nous avons ainsi analysé de fagon plus
approfondie I'effet du miR-146a sur |'efficacité de lI'infection par le HCV. Dans un premier
temps, cet effet a été validé par des expériences indépendantes dans des cellules Huh7.5.1.
Cependant, ce protocole ne permet pas de discriminer avec précision toutes les étapes du
cycle viral qui sont potentiellement touchées par la sur-expression du miR-146a. D’autres
expériences sont en cours afin de déterminer plus précisément I'effet de la sur-expression et
de l'inhibition du miR-146a sur les étapes d’entrée (avec l'utilisation de HCVpp), de la
traduction (en analysant I'activité HCV IRES par exemple), de la réplication virale (grace a
I"utilisation de réplicons), ou encore de l'infectiosité des nouveaux virions (grace a la
détermination de I'infectivité spécifique des particules virales intracellulaires et
extracellulaires) (Benga et al., 2010). Ces résultats nous permettront de conclure si le miR-
146a intervient a différents niveaux du cycle viral ou bien uniquement au cours des étapes

tardives comme suggéré par nos expériences préliminaires.

Dans le contexte de la compréhension globale de I'effet des miRs sur I'efficacité de
I'infection par le HCV, nous avons réalisé un criblage de perte de fonction utilisant des antago-
miRs. Un protocole identique a celui des miRs mimics a été utilisé. Les résultats de ce criblage
sont actuellement en cours d’analyse. Dans le cadre de ce criblage, nous avons utilisé comme
controle négatif I'antago-miR ciblant miR-67 exprimé chez C. elegans, n’ayant aucune cible
endogene dans les cellules humaines ; comme contréle positif 'antago-miR-122 qui diminue
le taux de miR-122 endogéne dans les cellules Huh7.5.1, et inhibe la réplication virale ; enfin,
le siApoE a été utilisé comme controle de la réinfection. Une fois les analyses statistiques

obtenues, il sera intéressant dans un premier temps de vérifier I'expression des miRs au sein
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des cellules Huh7.5.1 afin d’éliminer les faux positifs. D’autre part, il serait intéressant de
comparer les résultats des deux criblages afin d’identifier des recouvrements qui

permettraient d’affiner la sélection des miRs a approfondir pour de futures analyses.

2. Impact de l'infection par le HCV sur I’expression des miRs dans les
hépatocytes.

L'analyse systématique de la modulation des miRs lors de I'infection par le HCV nous
permet d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents conduisant au
développement des Iésions hépatiques.

Nous avons choisi d’utiliser des cellules Huh7.5.1 différenciées par traitement avec du
DMSO. La différenciation de cellules hépatocytaires par le DMSO permet a ces cellules de
réacquérir une expression génigue, un métabolisme et a long terme une morphologie proche
des hépatocytes. De plus, ces cellules restent hautement permissives par les HCVcc et
permettent de réaliser des expériences d'infection a long terme mimant une infection
chronique. Le DMSO modifiant I'expression génique des cellules, nous avons comparé les
cellules différenciées infectées par les HCVcc Jcl par rapport a des cellules différenciées non
infectées retrouvant ainsi le méme profil d'expression génique basale. Il est intéressant de
noter qu'un séquencage indépendant des miRs réalisé sur des cellules Huh7.5.1 non
différenciées et infectées pendant 3 jours a permis d’identifier 10 miRs, dont miR-146a-5p,
communs au modeéle des cellules différenciées et chroniquement infectées par HCV. Ceci
indique que l'induction de ces miRs par le HCV est spécifique a l'infection virale et
indépendante du modele in vitro utilisé.

Parmi les 74 miRs significativement modulés, nous avons retrouvé des miRs connus
pour étre modulés dans des tissus provenant de tumeurs de HCC de patients chroniquement
infectés par le HCV. L'un des miRs les plus décrits a ce jour dans le développement du HCC est
miR-21, c’est pourquoi nous l'avons utilisé comme contrdle positif tout au long de nos
expériences. En effet, il est connu que miR-21 augmente I'efficacité de I'infection par le HCV,
et est impliqué dans le développement de la fibrose hépatique via I'inhibition de SMAD7
(Marquez et al.,, 2010), et le développement du HCC via la régulation de PTEN, un gene
suppresseur de tumeur (Meng et al., 2007). De ce fait, I'identification du miR-21 nous a permis

de confirmer notre approche.
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Nous avons dans cette étude cherché a déterminer des miRs dont la modulation
d'expression causerait I'apparition des lésions hépatiques. Des recherches bibliographiques
nous ont permis d’identifier des miRs connus pour avoir une implication fonctionnelle ou une
expression différentielle dans différents cancers. Ceci est le cas du miR-146a-5p, qui a été
décrit pour avoir un role dans le développement du HCC entre autres. Nous avons observé la
surexpression de miR-146a-5p par le HCV a partir de 3 jours d’infection en culture cellulaire
dans des cellules Huh7.5.1, dans des PHH ainsi que dans le tissu hépatique de patients
chroniquement infectés par le HCV. Ceci nous a conduit a nous intéresser plus
particulierement a ce miR dans I'étude des mécanismes de pathogenese du HCC a étiologie
virale.

L'analyse de l'effet de la sur-expression du miR-146a dans des cellules Huh7.5.1 sur
I'expression génique globale (microarray) nous a permis d’une part d’identifier les voies de
signalisation modulées par cette dérégulation grace a I'utilisation de logiciels tels qu’IPA et
GSEA (cf. discussion du manuscrit).

En parallele, nous avons cherché a comprendre par quels mécanismes le miR-146a est
modulé dans les cellules infectées. Ainsi, il a déja été montré que I'infection par le HCV module
des voies de signalisation en lien avec I'expression du miR-146a, notamment les voies STAT3
et NF-«B. En effet, I'’équipe du Dr Tian a montré que le miR-146a est dérégulé dans le HCC par
STAT3. L'inhibition de miR-146a par STAT3 affecte la réponse immunitaire anti-tumorale (Sun
etal., 2015). L'équipe du Dr Baltimore a montré que le promoteur du géne codant le miR-146a
répond a une stimulation par le TNF-a, le LPS et I'lL-1pB, via la voie NF-kB. L’expression du miR-
146a est augmentée en réponse a une infection inhibant ainsi la réponse immunitaire innée
de la cellule en ciblant les protéines IRAK1 et TRAF6 (Taganov et al., 2006). Ce mécanisme
pourrait expliquer I'avantage causé par I'augmentation du miR-146a lors de I'infection par le
HCV. Ainsi, le miR-146a aiderait le HCV a échapper a I'immunité innée de la cellule. Dans ce
sens, nous avons identifié grace au GSEA, que l'augmentation du miR-146a diminue
I’expression de génes impliqués dans I'immunité innée de la cellule. Nous souhaitons a présent
comprendre avec plus de précision les mécanismes par lesquels le HCV module I'expression
du miR-146a. Nous avons commencé a explorer |'effet de la stimulation ou I'inhibition de la
voie NF-kB sur I'expression du miR-146a, et a corréler la modulation du miR via NF-kB avec
celle obtenue suite a I'infection par le HCV. Pour ce faire, nous stimulons la voie NF-kB avec

un traitement au TNF-a, ou nous I'inhibons a I'aide d’inhibiteurs des Ikk (molécule activatrice
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de NF-kB). Afin de tenir compte de I'intégralité des processus mis en place lors de I'infection
par le HCV dans le tissu hépatique, nous avons choisi de réaliser ces expériences dans les
lignées cellulaires Huh7.5.1 et Huh7, cette derniére exprimant le facteur RIG-I essentiel a
I'immunité innée en réponse a la présence d’un ARN exogéne dans le cytoplasme cellulaire.

Afin de déterminer si la sur-expression du miR-146a suite a l'infection virale est
réversible, nous souhaitons analyser la modulation de ce miR apres clairance virale. Pour ce
faire, nous traitons des cellules Huh7.5.1 différenciées et infectées pendant 7 jours avec des
combinaisons d'antiviraux. Ces analyses nous permettront de déterminer si I'élimination du
HCV de ses cellules hote diminue I'expression du miR-146a ou si la modulation de I'expression
de ce miR persiste. En effet, il est important de souligner que les patients ayant guéri de
I'infection par le HCV présentent toujours un risque de développer un HCC. La compréhension
des mécanismes irréversiblement modulés par le HCV dans les hépatocytes pourrait
permettre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ou préventives afin de
limiter le développement du HCC chez ces patients.

D’autre part, nous sommes actuellement en train de répéter I'analyse de I'expression
génique lors de la sur-expression du miR-146a dans des cellules Huh7.5.1 différenciées par du
DMSO. Cette nouvelle analyse nous permettra de comparer le profil génique des cellules
Huh7.5.1 différenciées sur-exprimant le miR-146a avec des cellules Huh7.5.1 différenciées
infectées par le HCV (données disponibles au laboratoire). Avec cette analyse, nous souhaitons
identifier les genes qui sont modulés de la méme maniéere lors de I'infection virale et lors de
la sur-expression du miR-146a afin d’identifier des voies de signalisation communes aux deux
conditions. Par ailleurs, cette analyse nous permettra de déterminer les voies communes
modulées par le miR-146a et par le HCV, et de comprendre les mécanismes mis en place suite
a l'infection virale conduisant au développement de la pathogenése hépatique en lien avec la

modulation du miR-146a.

Dans une autre approche, le miR-146a a été localisé dans la mitochondrie et contréle
I’expression des genes mitochondriaux. En effet, des études ont montré que le miR-146a est
d’une part enrichi dans les mitochondries des cellules 143B 206 p° (cellules d’osteosarcome
dépourvues d’ADN mitochondrial) et d’autre part qu’il contient 19 séquences cibles chez les
ARNmM nucléaires qui ciblent la mitochondrie (Dasgupta et al., 2015). De facon intéressante,

Dasgupta et al. discutent des cibles putatives du miR-146a, qui pour certaines sont des génes
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nucléaires codant des canaux ioniques impliqués dans le transfert de calcium, tels que SCN3B,
CAMK2D et CASK. Ainsi, I'inhibition de I'expression de ces genes a un impact sur la stabilité et
le maintien du potentiel de la membrane mitochondriale ainsi que I'équilibre de la
concentration en calcium important dans le fonctionnement mitochondrial. Il serait alors
intéressant d’analyser si la modulation du miR-146a lors de I'infection par le HCV pourrait
avoir un effet sur ’homéostasie mitochondriale au sein de la cellule hote mais aussi sur le
stress oxydatif généré suite a l'infection.

Une autre étude a montré l'importance du miR-146a dans la réponse au stress
oxydatif. En effet, 'étude de I’équipe du Dr Li a montré que le miR-146a cible '’ARNm du géne
codant la protéine SOD2, essentielle a la survie cellulaire en réponse a un stress oxydatif.
D’autre part, un traitement par H,0; induit I'expression du miR-146a et inhibe I'expression de
SOD2 dans des cellules provenant d’'un phéochromocytome de rat PC12 ou des cellules
humaines d’un neuroblastome SH-SY5Y (Ji et al., 2013). Cependant, nos analyses préliminaires
de lI'effet du miR-146a sur I'expression génique dans des cellules Huh7.5.1 différenciées
n’identifient pas SOD2 comme étant une cible du miR-146a.

D’autres études ont montré que l'infection par le HCV génére un stress oxydatif via la
production de ROS (pour revue (Choi et al., 2014)). En effet, I'hépatite C chronique est
caractérisée par une augmentation importante des produits de la peroxydation des lipides,
mais aussi des acides nitriques, liée a I'augmentation de la transcription dépendante de c-Jun
de la synthase d’oxyde nitrique inductible (iNOS), ainsi qu’une surcharge de fer chez les
patients (Farinati et al., 1995; Machida et al., 2010). De plus, il a déja été démontré que le HCV
augmente la production d’espece ROS in vitro dans des hépatocytes mais aussi chez les
patients (Boudreau et al., 2009; Valgimigli et al., 2002). Les cellules infectées par le HCV
montrent des anomalies dans la chaine de transport d’électrons mitochondriale, qui est une
des sources de la production des ROS. D’autre part, la protéine virale core se localise dans la
mitochondrie, augmentant la capture du calcium ainsi que la génération de superoxyde
(lvanov et al., 2015). La production de ces espéces oxydantes conduit a la dégradation de
I’ADN, l'inhibition de sa réparation, mais aussi a des modifications épigénétiques inhibitrices
telles que la diminution de I'expression de la E cadhérine suite a un traitement a I’'H,0; (Lim
et al., 2008). Enfin, de nombreuses voies de signalisation sont altérées suite a la production
de ces ROS. En effet, la production de ROS et la peroxydation des lipides permettent la

production de collagéne conduisant a la fibrose hépatique, et la voie TGF-B induisant
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I’expression des protéines NOX4 et NOX1/Rac accélere le développement de la fibrose.
D’autres mécanismes impliquant les ROS générés suite a linfection par le HCV sont

responsables du développement du HCC (pour revue (Choi et al., 2014)) (Figure 27).

Dans notre cas, il est intéressant de considérer que I'augmentation du miR-146a suite a
I'infection par le HCV pourrait induire la production d’espéces ROS qui est au cceur du
développement du HCC, comme décrit précédemment. Cette partie de la régulation du
développement du HCC par le HCV en lien avec la modulation du miR-146a serait tres

intéressante a comprendre dans le cadre d’un nouveau projet. En effet, il pourrait étre
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Figure 27 : Effet de I'infection par le HCV sur la génération de stress oxydant dans les hépatocytes
conduisant au développement du HCC. Le miR-146a pourrait avoir un réle central dans la génération
du stress oxydant en réponse a l'infection par le HCV. Des analyses complémentaires peuvent étre
réalisées afin de déterminer le réle de ce miR dans le développement du HCC en lien avec la génération
de ROS (adapté de (Choi et al., 2014)).

intéressant d’analyser nos données de modulation de I'’expression génique globale dans
les cellules qui sur-expriment le miR-146a et les cellules chroniquement infectées par le HCV,
et de déterminer les voies de signalisation en lien avec la génération du stress oxydatif suite a
I'infection par le HCV et leur implication dans le développement du HCC. D’autre part, de
nombreuses thérapies en lien avec la génération des ROS pourraient étre développées afin de
prévenir |'apparition du HCC. En effet, des études ont montré que la suppression de la
surcharge en fer présent dans les hépatocytes de patients chroniquement infectés par le HCV
diminuait les dommages oxydatifs ainsi que I'inflammation, ralentissant ainsi la progression

de la fibrose et diminuant ainsi le risque de HCC (Kato et al., 2007).
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3. Conclusion

Ce travail de these s’inscrit dans une compréhension globale des interactions qui ont
lieu entre I’h6te et le HCV. En effet, notre laboratoire a pour but d’étudier et de cartographier
la globalité des modulations des circuits biologiques au sein de la cellule lors de I'infection par
le HCV. Notre étude s'est concentrée plus particulierement sur les interactions hote-virus en
lien avec les ARN non codants.

Ces deux études nous ont permis de mieux comprendre les relations virus-hote au
travers de I'expression des miRs. A terme, I'identification des miRs impliqués dans le cycle
réplicatif du virus et/ou modulés au cours de l'infection virale permettra de mieux caractériser
les facteurs de I'hote impliqués et de développer de nouvelles thérapies antivirales (telles que
I'inhibiteur de miR-122), ou encore d'identifier de nouvelles cibles pour prévenir le

développement des maladies hépatiques, y compris du HCC, suite a I'infection virale.
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Identification systématique des microARNs impliqués
dans les relations virus-héte au cours de l'infection par le
virus de I’hépatite C

Le virus de I'hépatite C (HCV) est responsable de maladies chroniques du foie et I'une des principales
causes de développement du carcinome hépatocellulaire (HCC). Cependant, les mécanismes
moléculaires qui permettent le développement d’un HCC suite a une infection chronique par le HCV
restent incompris. Les microARN (miR), de petits ARNs non codants qui régulent l'expression des
génes au niveau post-transcriptionnel, sont connus pour jouer un rdle important dans I'homéostasie
cellulaire du foie. De plus en plus d’études suggerent que l'infection par le HCV induit la modification
de réseaux intracellulaires impliquant les miRs hépatiques contribuant au développement des 1ésions
du foie, y compris le HCC. En utilisant des techniques d'analyse systématiques, nous avons identifié
des miRs qui modulent le cycle viral du HCV mais également des miRs modulés lors de 1'infection par
le HCV. Cette analyse globale des interactions entre les miRs de 1'hdte et le HCV améliore les
connaissances actuelles sur les interactions entre le HCV et I’hote qui contribuent vraisemblablement a
la tumorigenese dans le foie, et ouvre des perspectives pour de potentielles nouvelles approches pour

prévenir et/ou traiter le HCC chez les patients infectés par le HCV.

Mots-clés : virus de I’hépatite C, microARN, carcinome hépatocellulaire

Hepatitis C virus (HCV)-induced chronic liver disease is one of the leading causes of hepatocellular
carcinoma (HCC). However, the molecular mechanisms that enable HCC development following
chronic HCV infection remain poorly understood. MicroRNAs (miRs), small non coding RNAs that
regulate gene expression at a post-transcriptional level have been reported to play an important role in
cellular homeostasis within the liver. Increasing evidence suggests that HCV infection induces
alteration of intrahepatic miR networks and that deregulation of miRs contributes to liver disease
including HCC. Using high-throughput screening and RNA sequencing, we identified miRs that
modulate the HCV life cycle and miRs that are modulated upon HCV infection. This comprehensive
analysis of the HCV-host miR network improves the current knowledge of the HCV-host interactions
that likely contribute to tumorigenesis in the liver and opens perspectives for novel potential

approaches to prevent and/or treat HCC in HCV-infected patients.

Keywords: hepatitis C virus, microRNA, hepatocellular carcinoma




