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Introduction

L’infection par le virus de I’hépatite E est la premiére cause d’hépatite aigué a travers
le monde entrainant chaque année plus de 20 millions de cas et 70 000 déces. Les génotypes 1
et 2 du VHE sont retrouves majoritairement dans les pays en développement ou ils sont
responsables d’épidémies. Dans les pays industrialisés, ou les génotypes 3 et 4 circulent,
I’infection est souvent sporadique.

L’ hépatite E se manifeste généralement par une infection aigiie nécessitant rarement une
prise en charge. Cependant, les femmes enceintes infectées sont exposées a un risque accru
d’hépatite fulminante, de perte foetale et de mortalité. Les patients immunodéprimés infectés
peuvent aussi développer une infection chronique pouvant évoluer en cirrhose et entrainer le
déces. Il n’existe a ce jour aucun traitement antiviral spécifique contre I’hépatite E. C’est pour
ces raisons que le VHE représente actuellement un probleme de santé publique majeur, et
s’impose comme un fardeau sanitaire aussi bien pour les pays industrialisés que les pays en

développement.

Méme si les recherches menées durant ces derniéres années ont permis d’en apprendre
plus sur le VHE, peu de données sont réunies concernant son cycle de multiplication et son
mécanisme de virulence. Une meilleure compréhension des facteurs cellulaires impliqués dans
la réplication et/ou la pathogénése virale serait essentielle au développement de thérapies
antivirales contre I’hépatite E.

L’apolipoprotéine E est une protéine constitutive des lipoprotéines jouant un réle
essentiel dans la régulation du métabolisme lipidique et le transport du cholestérol. Elle est
impliquée dans le cycle de multiplication et la pathogénése de nombreux virus dont certains
virus des hépatites. Des études menées durant la derniere décennie lui préteraient un réle dans
le cycle du VHE. De plus des résultats préliminaires obtenus par 1’équipe INSERM U1259
MAVIVH montrent une interaction de 1’apoE avec la protéine ORF2 du VHE.

L’objectif de cette thése est de caractériser I’interaction entre la protéine ORF2 du VHE
et I’apolipoprotéine E en lignées cellulaires hépatiques. Ainsi, hous débuteront par une premiere
partie traitant des généralités concernant le VHE, son organisation moléculaire et son cycle de
multiplication. Dans une seconde partie seront présentées la situation épidémiologique, la
transmission du virus ainsi que ses manifestations cliniques et sa prise en charge thérapeutique.
La troisieme partie se concentrera sur I’apolipoprotéine E, de son réle physiologique et son
implication dans certaines pathologies notamment celles d’ordre virales. Pour finir, la derniére

partie traitera du travail expérimental réalisé, les résultats obtenus seront présentés et discutes.
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1. Partie 1 : Généralités sur le virus de I’hépatite E

1.1. Découverte du virus de I’hépatite E

L hépatite E a été décrite pour la premiere fois en 1978, a la suite d’une épidémie
d’hépatite aigué survenue dans la vallée du Cachemire en Inde (1). Sur 16 620 habitants, 275
ont développé une hépatite dont I’agent causal n’était pas détectable par les tests de diagnostic
de I’hépatite A (VHA) ou de I’hépatite B (VHB) (2). L’observation d’une augmentation du taux
d’incidence, en se rapprochant du fleuve servant de source d’eau aux habitants, a permis de
mettre en évidence une contamination fécale de ce cours d’eau dans lequel les eaux usées et les
ordures de la localite étaient déversées. Les habitants utilisant d’autres sources d’eau, en
particulier I’eau de puit, ne souffraient pas d’hépatites, montrant que le fleuve était la source de
transmission (1). Une incidence et une sévérité plus élevées ont été mises en évidence chez les
femmes enceintes infectées, ainsi qu’un taux élevé de morts périnatales dus a des avortement

et accouchements prématurés ainsi que des fausses couches (1,3) .

L’hypothé¢se d’une épidémie d’hépatite C, qualifiée d’hépatite non-A non-B a I’époque,
avait aussi été écartée car aucune transmission parentérale n’avait été observée (4). En 1981,
une epidemie ressemblant fortement a celle décrite au Cachemire, s’est développée dans un
camp militaire soviétique en Afghanistan. Afin d’en déterminer 1’agent causal, le virologiste
Mikail Balayan a ingéré une suspension de selles provenant de 9 patients contaminés. Il a
déclaré des symptomes d’hépatite aigué semblables a ceux d’une infection par le virus de
I’hépatite A aprés un temps d’incubation de 36 jours, soit 10 jours de plus que celui du VHA
(5). L’observation en microscopie électronique de ses selles, lui a permis d’identifier des
particules virales, qui, une fois inoculées a des macaques, reproduisaient des symptémes

similaires a une hepatite (5).

Ces découvertes ont permis de confirmer 1’existence d’un nouveau virus responsable
d’hépatite aigiic chez I’Homme, différent des agents déja identifiés jusque-la. Le virus de
I’hépatite E (VHE) fut initialement classé dans la famille des Caliciviridae du fait de ses
propriétés morphologiques proches des calicivirus (6) et ce, malgré une forte apparenté
génomique avec les Togaviridae (7,8). C’est en 1990, que I’intégralité de son génome fut
séquencé pour la premiere fois (9). 1l fut finalement exclu de cette famille car chez le VHE, la
région codant la capside se situe a I’extrémité 3’ du génome et non en 5° comme chez les
calicivirus (10). C’est finalement en 2001, a la suite de 1’analyse approfondie de son génome,
que lui sera accordé sa propre famille, celle des Hepeviridae, qui regroupe aujourd’hui les
différents génotypes du VHE (11,12).
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1.2.  Organisation moléculaire du virus de I’hépatite E
1.2.1. Protéines virales

Le VHE est un virus nu, a capside icosaedrique, mesurant entre 40 et 70 nm de diametre
(13). Son génome est constitué d’un ARN de polarité positive (Fig. 1) d’environ 7,2 kb portant
une coiffe de 7-méthylguanosine a son extrémité 5° et une queue polyadénylée a son extrémité
3’ (Fig. 1). Il contient également 2 régions non-transcrites : une région de 27 nucléotides en 5’
et une autre de 65 nucléotides en 3°(14). Son génome comporte 3 cadres ouverts de lecture
(Open Reading Frame) codant pour 3 protéines différentes : la protéine ORF1, la protéine
ORF2 et la protéine ORF3 (Fig. 1).

ORF1

[ DEPRORE=

Coiffe
m’G

AAAAAAA

ARN viral ~ 7,2 kb
Coiffe _ ARN sous-génomique ~ 2,2 kb

7, oT
m’'G

o -~

AAAAAAA

ORF2

Figure 1 : Génome du virus de I’hépatite E. Le brin d’ARN viral positif de 7,2 kb comporte 3 ORFs
qui codent pour les protéines ORF1, ORF2 et ORF3. L’ORF1 code pour une polyprotéine comportant
différents domaines fonctionnels. Elle est directement traduite & partir du génome viral. L’ORF2 code
pour la protéine virale de capside et ’ORF3 code pour une petite protéine impliquée dans la sécrétion.
Ces protéines virales sont traduites a partir d’un ARN subgénomique de 2,2 kb généré pendant la
réplication virale. m’G : 7 méthyl-guanosine, MetT : domaine méthyl-transférase, Y : domaine Y, PCP :
domaine papaine cystéine protéase, HVR : domaine hypervariable, Macro : macrodomaine, Hel :

domaine helicase, RdRp : domaine ARN polymérase ARN-dépendante. (Oechslin et al., Cells 2020)

1.2.1.1. Protéine ORF1

La protéine ORFL1 est codée par un cadre ouvert de lecture de 5 081 pb constituant 70%
du génome viral. Cette polyprotéine non structurale est directement transcrite de I’ARN (Fig.
1) (15,16). Elle comporte 7 domaines ayant diverses activités nécessaires a la réplication (Fig.
2). Plusieurs études montrent que les patients ayant une hépatite E aigtie sont infectés par des

virus contenant des mutations au sein de ’ORF1 (17).
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Le domaine méthyltransférase de I’ORF1 permet le transfert d’un groupement méthyl vers du
guanosine triphosphate (GTP). Cette méthylation permet la formation d’un groupement m7-
GTP qui se liera de fagon covalente a I’extrémité 5° du génome viral permettant ainsi la

formation de la coiffe 7-méthylguanosine (18,17).

Les fonctions des domaines X et Y restent encore peu connues. Le domaine X aurait un role
dans la réplication virale et/ou la traduction. La séquence du domaine Y comporte différents

motifs communs a plusieurs génotypes du VHE et serait essentiel a sa pathogénicité (19).

Le domaine papaine cystéine protéase (PCP) cliverait la polyprotéine ORF1 en différentes

protéines fonctionnelles (20) ou cliverait des protéines cellulaires (16).

La séquence du domaine hypervariable de I’ORF1 présente le plus de divergence entre les
différents génotypes du VHE. Son rdle spécifique reste a déterminer. Cette région riche en
proline est une zone charniére qui octroierait une certaine flexibilité a la protéine ORF1 (21,22).
Des délétions ou substitutions dans cette séquence entrainent une réduction de I’efficacité de la

réplication virale, montrant un potentiel réle du domaine hypervariable dans ce processus (23).

D’apres divers études, le domaine hélicase du VHE possederait une activité 5’ nucleoside-
triphosphatase (NTPase) (24,25), retrouvéee également chez beaucoup de virus ARN (26), qui

permettrait d’hydrolyser I’ATP et serait essentiel a la formation de la coiffe.

Le domaine ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) catalyse la réplication de I'ARN viral.
Ce domaine interagirait avec les domaines PCP, méthyltransférase et hélicase puisqu’ils
exercent ensemble des fonctions complémentaires dans la transcription de I’ARN viral (27). De

plus, il interagit avec le systeme immunitaire ainsi que plusieurs protéines cellulaires (28,29).

Lors de la réplication, la protéine ORF1 permet la production d’un ARN subgénomique
codant pour les protéines ORF2 et ORF3, dont les séquences sont chevauchantes sur 330
nucléotides (Fig. 1)(16,30).

1.2.1.2. Protéine ORF4

La protéine ORF4, identifiée récemment, est specifique aux souches de VHE
appartenant au génotype 1 (31). Elle est codée par un cadre ouvert de lecture de 479 nucléotides,
chevauchant celui de la protéine ORF1 (Fig. 2)(31). Cette protéine n’est produite que sous
conditions de stress du réticulum endoplasmique permettant ainsi une réplication optimale du
VHE (31). Elle permet 1’assemblage d’un complexe protéique, favorisant la réplication virale,

gréce a son interaction directe avec les domaines hélicase et le domaine X de I’ORF1, et
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indirecte avec la RpRd. L’ORF4 interagit également avec la protéine ORF3 du VHE (31). Des
études plus approfondies pourront permettre de mieux caractériser les fonctions de I’ORF4 dans
la réplication et la physiopathologie du VHE de génotype 1, notamment chez les femmes

enceintes.

240 442 592 778 942 1204

Met VA PCP HVR X el RalRpp

ORF4

Figure 2 : Représentation schématique des séquences des protéines ORF1 et ORF4 du VHE. Ici
les séquences représentées sont celles codées par la souche de VHE de génotype 1. La protéine ORF1
est codée par un cadre ouvert de lecture de 5 081 pb. Sa séquence protéique, composée de 1 693 aa, est
divisée en 7 domaines différents. La protéine ORF4 est codée par un cadre ouvert de lecture de 479 pb
chevauchant celui de la protéine ORF1. Sa séquence protéique est composée de 158 aa. Elle est
spécifique aux souches de VHE appartenant au génotype 1. Sont indiqués au-dessus la position des
acides aminées délimitant les différents domaines de I’ORF1. MetT : domaine méthyl-transférase, VY :
domaine Y, PCP: domaine papaine cystéine protéase, HVR : domaine hypervariable, Macro :

macrodomaine, Hel : domaine hélicase, RdRp : domaine ARN polymérase ARN-dépendante.

1.2.1.3. Protéine ORF2

L’ORF2 de 1 983 nucléotides code pour la protéine de capside (16). Elle est constituée
de 3 domaines distincts: S (Shell - capside), M (Middle - milieu) et P (Protruding -
protubérance) (Fig. 3). L’interaction des domaines S (aa 129 - 319), des différentes sous-unités
permet la formation de la capside virale de symétrie icosaédrique et est impliquée dans sa
stabilité (32,33). Le domaine M (aa 320 - 455), localisé a la surface de la capside, est étroitement
fixé au domaine S (Fig. 3) (34). L’utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant le domaine M
neutralise I’interaction du virus avec la cellule hote, suggérant son importance dans 1’infection
virale (35). Les domaines M et P sont reliés par une région charniére riche en proline permettant
une certaine flexibilité de la protéine ORF2. Le domaine P (aa 456 — 606), situé a I’extrémité
C-terminale, s’assemble en dimére formant une protubérance impliquée dans I’interaction du

virus avec le récepteur cellulaire (Fig. 3). Il serait la cible des anticorps neutralisants (34,36).
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Site de

clivage (102)
23 l 129 319 456 606
Domaine S Domaine M Domaine P
Peptide I I I
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N-glycosylation N-glycosylation N-glycosylation
N1 (137) N2 (310) N3 (562)

Figure 3 : Représentation schématique de la séquence de protéine de capside ORF2 du VHE. La
protéine ORF2 est codée par un cadre ouvert de lecture de 1 983 pb. Sa séquence protéique est constituée
de 660 aa, dans laguelle on retrouve un peptide signal, 1 site de clivage et 3 potentiels sites de N-
glycosylation. La séquence de la protéine de capside regroupe 3 domaines ayant des fonctions
distinctes : le domaine S formant la capside icosaédrique, le domaine M impliqué dans I’infection et le
domaine P formant la protubérance virale ciblée par les anticorps neutralisants. Ces domaines sont
représentés respectivement en rose, vert et bleu. Sont indiqués au-dessus la position des acides aminées
délimitant les différents domaines de ’ORF2.

Différentes structures de la protéine ORF2 ont été mises en évidence avec notamment
une forme issue de I’ORF2i (infectieuse) associée aux néo-virions et une forme issue de
I’ORF2s (sécrétée) empruntant les voies de sécrétion et libérée dans le milieu extracellulaire
(13). La forme ORF2i, de 80 kDa, n’est pas glycosylée et constitue la capside virale. Elle rejoint
le site d’assemblage des virions et se lie en 5” du génome viral afin de 1’encapsider pour former
des particules infectieuses (Fig. 12)(13). La forme ORF2s est glycosylée et sialylée apres
translocation dans le réticulum endoplasmique avant d’étre sécrétée sous forme de dimeres
(Fig. 12). Elle est retrouvée en extra-cellulaire sous 2 formes : la protéine ORF2g (glycosylée)
de 90 kDa, elle-méme clivée ensuite dans sa partie N-terminale pour donner la protéine ORF2c
(clivée) de 75 kDa (Fig. 5). Ce clivage serait probablement dii a 1’action d’une protéase furine-
like qui reconnaitrait le motif R-R-R présent en amont de I’extrémité N-terminale de I’ORF2c
(Fig. 5)(13). Ces 2 formes sont sécrétées rapidement sans accumulation intracellulaire. Elles
sont présentes en grande quantité dans le sérum de patients infectés, méme lorsque le virus ne
se réplique plus. Elles constitueraient un leurre immunologique inhibant I’action des anticorps

neutralisants.
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Une forme nucléaire de la protéine ORF2 a récemment été décrite et observée dans les
biopsies de foie de patients infectés (37). Elle serait transloquée dans le noyau, ou elle
controlerait certaines fonctions cellulaires afin de promouvoir la réplication virale et/ou

d’altérer la réponse immunitaire (38).

Figure 4 : Représentation tridimensionnelle des potentiels sites de N-glycosylation de la protéine
ORF2 du VHE. La protéine ORF2 est ici représentée sous forme dimérique (A), trimérique (B) et
pentamérique (C). Cette cartographie représente une particule pseudo-virale de VHE dérivée du
génotype 3. Les résidus asparagine des potentiels sites de N-glycosylation sont représentés sur les
différentes vues en rouge pour le résidu *¥’N du site N1, en orange pour le résidu 31°N du site N2 et bleu
pour le résidu 52N du site N3. Les domaines S, M et P sont indiqués respectivement en rose, bleu et

gris. (Yamashita et al., Proceedings of the National Academy of Sciences 2009)

L’ORF2 comporte dans sa séquence 3 motifs consensus de N-glycosylation (N-X-S/T
avec X#P) donc 3 potentiels sites de N-Glycosylation (Fig. 3, 4 et 5): le site N1 au résidu 137
(*¥’N-L-S-T), le site N2 au résidu 310 (3}°N-S-T-P) et le site N3 au résidu 562 (**N-T-T-A)
(39,40). Des études menées par Ankavay et al. (38) montrent que la déglycosylation
enzymatique ou I’inhibition de la N-glycosylation des sites N1 ou N3 entraine une diminution
du poids moléculaire des proteines ORF2g et ORF2c mutées. A I’inverse, le profil de migration
et le poids moléculaire de ces protéines reste identique avec ou sans inhibition de la N-
glycosylation sur leur site N2, suggérant une faible probabilité de glycosylation de ce site. Cette
hypothése semble confirmée par la présence d’un résidu proline immédiatement en aval du

motif consensus N2, qui réduirait fortement la probabilité de glycosylation dd a un
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encombrement stérique (41). Le site N3 est situé au sommet de la protubérance virale et exposé
a la surface de la capside (Fig. 4). Sa glycosylation pourrait géner la liaison au récepteur
d’entrée mais pourrait cependant jouer un role dans la pathogénése du VHE (34).

L’ORF2s est également O-glycosylée et sialylée comme le montre sa sensibilité a la

digestion par le couple d’enzyme neuraminidase/O-glycosidase dans différentes études (13,42).

A

Peptide signal

5" - AUGUGC CCUAGGGUUGUUCUG CUG CUGUUCUUCGUGUUUCUG CCUAUGCUG CCC GCG CCA CC6 GCCGGCCAG CCGUCU -3

M C P R V V L L L F F V F L P M L P A P P A G Q P S ...
| I | I | I
1 5 10 15 20 25

B

~ ORF2i r* ORF2g (* ORF2c N1 N2 N3
5- MCPRVVLLLFFVFLPMLPAPPAGQPSGRRRGRRSGGA ... .RRRSAP... . NLST....NSTP....NTTA.... -3
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Figure 5 : Représentation de la séquence de la protéine de capside ORF2. La séquence est issue du
génome de la souche Kernow C1/p6 de génotype 3 (A) La protéine ORF2 du virus de I’hépatite E
comporte 660 acides aminés, les 23 premiers correspondant a un peptide signal. Sa séquence
nucléotidique contient 2 codons Start (représentés en bleu) distants de 45 nucléotides 1’un de I’autre.
L’isoforme ORF2s, dont la traduction est initiée a partir du 1¢" codon Start, contient le peptide signal et
sera adressée aux voies de sécrétions cellulaires. (B) La séquence protéique de la protéine ORF2i débute
par le résidu méthionine en position 16 (représenté en vert). La séquence de la protéine ORF2g débute
par I’aa sérine en position 34 (représenté en rouge), apres excision de son peptide signal. La séquence
peptidique de I’isoforme ORF2c débute par I’aa sérine en position 32, apres clivage de I’ORF2g par une
protéase furine-like. Sont également représentés en gras les 3 potentiels sites de N-glycosylation de la
protéine ORF2.

Les differences fonctionnelles entre les protéines ORF2i et ORF2s résultent de leurs
séquences nucléotidiques. En effet, la séquence nucléotidique de I’ORF2 contient 2 codons
Start (AUG) distants de 45 nucléotides 1’un de I’autre (Fig. 5). La traduction initiée a partir du
1°" codon Start permet la formation de la protéine ORF2s comportant en N-terminal un peptide
signal (aa 1 - 23) permettant son adressage aux voies de sécrétions cellulaires (Fig. 5)(42). La
traduction initiée a partir du 2°™ codon Start, permet la production de la protéine ORF2i,
exempt de peptide signal et qui, de ce fait, ne sera pas sécrétée et participera a la formation de
la particule infectieuse (Fig. 5)(42).
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1.2.1.4. Protéine ORF3

L’ORF3 de 344 nucléotides (16) code pour une petite phosphoprotéine
transmembranaire hydrophobe que 1’on retrouve dans les membranes des vésicules dérivées du
réticulum endoplasmique (43,44). Elle est capable de former des complexes multimériques
aprés oligomérisation, probablement grace a des interactions homophiles (44). Elle intervient
dans les étapes tardives du cycle infectieux en créant entre autre un environnement favorable a
la réplication virale et & la pathogénése (45). En effet, elle bloquerait I’expression de plusieurs
genes hépatocytaires en régulant I’activité et la localisation de facteurs de transcription (45). La
protéine ORF3 du VHE peut s’assembler en complexes multimériques pour former des
viroporines rendant la membrane plus perméable et facilitant la libération des particules virales
dans le milieu extracellulaire (44). Similaire aux viroporines de classe IA, elle fonctionne
comme un canal ionique sans avoir de sélectivité pour un ion particulier (44). Son extrémité N-
terminale est orientée vers la lumiére du RE tandis que son extrémité C-terminale est situee
coté cytosol et phosphorylée sur un résidu sérine en position 70 (Fig. 6)(44). Cet acide aminée
est essentiel a I’interaction de la protéine ORF3 avec la protéine de capside ORF2i non
glycosylée (46). Une telle interaction suggére un potentiel role de I’ORF3 dans 1’assemblage

des particules virales.

La protéine ORF3 participe au pouvoir viral infectieux en interférant avec la dynamique
du cytosquelette (47,48). Elle augmente la stabilité des microtubules, avec lesquelles elle
interagit via ses 2 domaines hydrophobes situés en N-terminal probablement via des protéines
motrices (47). Ainsi, le VHE tout comme plusieurs autres virus dont les virus de la grippe et
I’herpes simplex, utiliserait le systeme microtubulaire pour son transport au sein de la cellule
afin de faciliter son infection (49,50).

Cette protéine aurait également plusieurs fonctions dans la pathogénése dont un role
dans le remaniement des processus cellulaires durant 1’infection et la propagation virale. Elle
permettrait 1’évasion du virus face au systéme immunitaire en atténuant la réponse innée lors
de la phase aigué de I’infection, en interférant au niveau de cascades de signalisation (51-53)
ou en empéchant le processus de phagocytose des macrophages (54). Elle dérégulerait
I’expression de genes impliqués dans certaines fonctions moléculaires et processus biologiques

perturbant entre autre 1’intégrité membranaire et déréglant le processus d’apoptose (55).
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Figure 6 : Représentation de la séquence de la protéine ORF3 du VHE. La séquence est
issue du génome de la souche Kernow C1/p6 de génotype 3. La protéine ORF3 est codée par un cadre
ouvert de lecture de 344 pb. Cette petite protéine transmembranaire est phosphorylée sur un résidu sérine
en position 70 (représenté sur en rouge). Son extrémité N-terminale est riche en résidus cystéine (mis
en évidence en bleu), dont certains seront palmitoylés. Le motif PSAP situé en C-terminale, (aa 95 - 98,
représenté en orange) de la protéine ORF3 interagit avec la protéine cellulaire Tsg101 permettant au

VHE d’emprunter la voie de sécrétion exosomale et de produire sa quasi-enveloppe.

La protéine ORF3 est palmitoylée au niveau de sa région N-terminale riche en cystéine
(Fig. 6)(56). Les palmitoyltransférases cellulaires lient de fagon covalente un acide palmitique
a certains résidus cystéine. Cette modification post-traductionnelle est essentielle pour la
sécrétion des particules virales. Elle permet de lier la protéine ORF3 a la membrane plasmique
et aux membranes subcellulaires ce qui permet 1’association des virions aux CcoOrps
multivésiculaires (Fig. 11 et 12). Ces derniers fusionneront a la membrane plasmique entrainant
ainsi la libération des virions néoformés. Une fois palmitoylée la protéine sera entiérement
exposée du coté cytosolique, attachée a la membrane plasmique via son ancre S-palmitoylée

insérée dans le feuillet externe de la bicouche lipidique (56).

Etant une protéine multifonctionnelle, I’ORF3 pourrait adopter différentes topologies
pour exercer ces différentes fonctions tout comme la protéine d’enveloppe du VHB ou la
protéine non structurale 4B du VHC (57,58). De ce fait il est concevable qu’une sous-catégorie
de protéines ORF3 puissent s‘assembler en complexe multimeérique afin d’exercer son activité

de canal ionique citer précédemment.

La protéine ORF3 intervient dans le bourgeonnement des virions a la surface des cellules
infectées. Elle possede deux motifs de type PXXP dans sa région C-terminale, un compris entre
les aa 86 a 89 (PLAP) et un autre entre les aa 95 & 98 (PSAP) (Fig. 6). Ce dernier est conservé
dans toutes les souches de VHE connues (59). Ce motif interagit avec la protéine Tsgl01

appartenant au complexe ESCRT impligué dans la formation des endosomes tardifs et des corps
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multivésiculaires (Fig. 12) (60). Le complexe ESCRT est impliqué dans le bourgeonnement a
la membrane des virus des hépatites A, B et C (61-63) ainsi que de plusieurs virus enveloppés
tels que le VVIH ou Ebola (64,65). L’interaction entre les protéines ORF3 et Tsg101 permettrait
au VHE d’utiliser la voie exosomale, plus précisément les corps multivésiculaires qui, apres
fusion avec la membrane plasmique, permettront aux particules virales de quitter la cellule hote
infectée (Fig. 11 et 12)(66). Cette interaction serait indispensable a la biogénése de la quasi-
enveloppe du VHE (Fig. 7)(66).

Aussi, I’ORF3 est considérée comme une protéine structurale du VHE bien qu’elle ne
soit retrouvée associée a la particule virale que lorsqu’elle est observée dans un sérum de patient

ou un surnageant de culture cellulaire du virus (67).

1.2.2. Quasi-enveloppe virale

Dans le milieu extracellulaire, le VHE est retrouvé entouré d’une bicouche lipidique
d’origine exosomale (Fig. 7 et 13). En microscopie électronique les particules virales quasi-
enveloppées sont complétement recouvertes d’une bicouche lipidique ressemblant a celle des
exosomes (68). Elle empéche leur immunocapture par des anticorps ciblant la protéine de
capside ORF2 ou la phosphoprotéine ORF3 (69). La présence de la protéine 2 du réseau trans-
golgien a la surface des virions quasi-enveloppés indique que leur bicouche lipidique dérive
des membranes intracellulaires et non de la membrane plasmique (70). Les virions infectieux
quasi-enveloppés (eVHE) sont retrouves dans le sérum des patients infectés et en systéme de
culture cellulaire in vitro alors que dans les feces ne sont présentes que des particules
infectieuses nues (neVHE) (67,71). Des tests d’immunocaptures menés sur les eVHE, aprés
destruction de leur quasi-enveloppe par des détergents, ne permettent pas la capture des
particules virales nues avec des anticorps ciblant la protéine ORF3 (67). Ces observations
semblent montrer que la protéine ORF3 est associée aux lipides de la quasi-enveloppe virale
des eVHE (72).

Au méme titre que le virus de ’hépatite A, le VHE est qualifié de « quasi-enveloppé »
car son génome ne code pour aucune protéine d’enveloppe qui pourraient potentiellement
interagir avec un récepteur membranaire (Fig. 7)(73,68). La quasi-enveloppe confere une
protection contre la reconnaissance de la capside virale par les anticorps neutralisants,
empéchant ainsi une baisse de I’infectivité et facilitant la propagation virale (74). Les eVHE
ont cependant une infectivité moindre comparée a celle des virions nus (neVHE), qui est
probablement liée & un attachement moins efficace a la surface des cellules (75). La forme nue
serait plus stable dans 1’environnement et optimisée pour la transmission entre les différents

hobtes.
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Figure 7 : Représentation schématique des particules non-enveloppées et quasi-enveloppées du
VHE ainsi que d’un virus enveloppé. En milieu extracellulaire, le VHE est retrouvé entouré d’une
bicouche lipidique d’origine exosomale ne comportant pas de glycoprotéine d’enveloppe. (Figure créée

avec Biorender.com)

La dégradation intracellulaire de la quasi-enveloppe du VHE reste a ce jour un processus
mal connu. La protéine transmembranaire NPC1, permettant le transport du cholestérol, y
jouerait un réle majeur comme observé dans le cas du VHA (76). Située dans les membranes
endosomales et lysosomales, elle permettrait d’extraire le cholestérol de la membrane des
eVHE entrant dans la cellule, entrainant ainsi la déstabilisation puis la dégradation de la quasi-
enveloppe (75). De méme, 1’acide lysosomale lipase Serait importante dans cette degradation.
En effet, I’inhibition de cette enzyme réduit de maniere dose-dépendante 1’infectivité des eVHE
(75). Une fois la quasi-enveloppe dégradée, la capside virale serait capable d’interagir avec les
récepteurs présents sur le feuillet interne de la membrane endosomale permettant ainsi la
décapsidation.

Dans le tractus intestinal, la dégradation de la quasi-enveloppe des eVHE excreétés serait
due a I’action des protéases digestives et des acides biliaires (Fig. 12)(77). Seront alors presents
dans les feces des particules virales non-enveloppées hautement stable dans I’environnement,

optimisant la transmission et la propagation de I’épidémie.

Page 23 sur 86



1.3.  Cycle de multiplication viral

Bien que le VHE puisse aujourd’hui étre produit in vitro au sein de différentes lignées
cellulaires, trés peu de données sont disponibles sur son cycle de multiplication (72,78).
L’ingestion des virions non-enveloppés est nécessaire a la mise en place du premier cycle
d’infection. Méme s’il est principalement transmis par voie entérique, il n’existe aucune étude
concréte sur I’entrée ou la réplication du VHE dans les cellules intestinales et sur son passage

dans la circulation sanguine.

1.3.1. Attachement

Il n’existe a ce jour aucune étude caractérisant le processus d’attachement des eVHE, ni
de caractérisation du récepteur permettant I’entrée des particules virales (79). Cependant de

nombreux co-facteurs cellulaires semblent impliqués dans ce processus.

1.3.1.1. Virus de I’hépatite E nu

La GRP78 (Glucose Regulated Protein 78) est la protéine chaperonne la plus abondante
du réticulum endoplasmique. Elle fait partie de la famille des HSP70 et aide au repliement
correct des protéines dans la lumiére du RE (80,81). En cas d’infection, elle peut faciliter la
repliement ou I’assemblage des protéines virale, comme observé avec les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 du VHC (82). Une colocalisation partielle des protéines GRP78 et ORF2
a été observée au niveau de la membrane plasmique de cellules d’hépatocarcinome humain
(83). Une étude a montré in vitro leur interaction suggérant un potentiel réle de la protéine

chaperonne GRP78 dans le processus d’attachement cellulaire du virus de I’hépatite E (84).

Les récepteurs aux asialoglycoprotéines (ASGPR), exprimés en abondance a la
membrane basolatérale des hépatocytes, participent a 1’élimination des glycoprotéines du
plasma (85). Ce récepteur est utilisé par les virus hepatotropes afin de faciliter leur attachement
et leur entrée cellulaire (86-91). In vitro, la capacité de liaison du VHE aux cellules est corrélée
positivement au niveau d’expression des ASGPR a leur surface (92). Une interaction directe
entre la protéine de capside du VHE et aux ASGPR a été mise en évidence. Le blocage de cette
interaction entraine une diminution significative de 1’entrée des virions et mais pas de leur

libération (92). Les ASGPR serait impliqués dans les étapes précoces du cycle du VHE (92).

La sous-unité p de I’ATP synthase (ATP5B) catalyse la synthése de ’ATP dans le

processus de respiration mitochondriale (93). Une petite fraction de cette protéine est exprimée
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a la membrane plasmique, cette expression ectopique est entre autre impliquée dans certaines
infections virales (94-99). Des études ont permis de mettre en évidence une liaison entre la
sous-unité B de I’ATP synthase et la protéine de capside du VHE au niveau de la membrane
plasmique (100). Le masquage a la surface de I’ATP5B par des anticorps ou I’inhibition de son
expression via des petits ARN interférents réduisent la liaison du VHE a la surface des cellules

confirmant ainsi une potentielle implication de I’ATP5B dans 1’adsorption virale (100).

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires participant a de nombreuses
fonctions biologiques et sont impliquées dans 1’adhésion de la matrice extra-cellulaire a la
cellule (101). Cette famille est composée de 18 sous-unités a et 8 sous-unités g pouvant former
ensemble 24 hétérodimeres différents, autorisant une reconnaissance spécifique de différents
ligands (101). La sous-unité a3 (ITGA3) est largement exprimée a la surface des cellules
humaines dont celles connues in vivo pour étre des sites de réplication du VHE. Des études en
lignee cellulaire hépatique ont permis de 1’identifier comme un facteur d’entrée du neVHE via
son interaction direct avec la protéine ORF2 (102). De par son faible niveau d’expression a la
surface des hépatocytes, ’'ITGA3 ne jouerait pas un role majeur dans 1’infection mais serait

impliquée dans les manifestations extra-hépatiques notamment au niveau intestinal (103-105).

Les HSPGs (Heparan Sulfate Proteoglycans) sont des glycoprotéines présentes a la
surface des cellules (106) et impliqués dans 1’adsorption de nombreux virus tels que les virus
de I’herpes, de la dengue ou encore de I’hépatite C (107-109). Ces protéoglycanes permettraient
I’attachement in vitro des neVHE. Des études montrent une réduction dose-dépendante de
I’infection par les particules virales nues lorsque I’expression des HSPGs est diminuée (110).
Cependant, aucune réduction significative de I’infection par les eVHE n’a été mise en évidence,

suggeérant que les HSPGs ne seraient pas essentiels a leur adsorption sur les cellules cibles (75).

1.3.1.2. Virus de I’hépatite E quasi-enveloppé

Lors de leur adsorption les virions quasi-enveloppés, utiliseraient un récepteur cellulaire
et/ou des co-facteurs différents de ceux utilisés par les neVHE. Les eVHE présentent sur leur
quasi-enveloppe des phosphatidylsérines ayant une haute affinité de liaison avec le récepteur
cellulaire TIM-1. Ce récepteur, impliqué dans I’adsorption de nombreux virus enveloppés ou

quasi-enveloppés (111,112), pourrait également servir de récepteur d’entrée aux eVHE.
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1.3.2. Pénétration

Le mécanisme d’entrée du virus de 1’hépatite E reste encore mal compris. Le VHE est
internalisé suite a une endocytose dépendante de la clathrine (Fig. 8)(113). Des études montrent
une inhibition de I’entrée des deux formes du VHE, quasi-enveloppées ou non, apres déplétion
des chaines lourdes de clathrine ou de la dynamine-2 (75,113,114). Cette baisse d’infectivité
est plus prononcée pour les particules quasi-enveloppées (75). Lors de I’endocytose 1’actine
aide a I’invagination des vésicules puis, apres détachement de la surface, permet leur migration
intracellulaire jusqu’au site de réplication viral (Fig. 8)(113). Des étapes additionnelles seraient
requises pour permettre 1’entrée des particules quasi-enveloppées, vraisemblablement au sein
des endolysosomes.

Le cholestérol présent a la membrane plasmique, et en particulier au niveau des radeaux
lipidiques, est requis pour I’entrée de nombreux virus (115-117). La diminution de son
expression induit une réduction significative de I’entrée de particules pseudo-virales de VHE
sans pour autant en diminuer I’adsorption. L’implication du cholestérol dans la pénétration du
VHE n’est cependant pas systématiquement observée en fonction de la lignée cellulaire utilisée,

suggérant une variation du processus d’entrée du VHE en fonction du type cellulaire (113).

& Virus de I'hépatite E

Y Récepteur d’entrée
e ~ Actine
\/ &1 Dynamine-2
e Wt Clathrine

Endosome précoce ir-;";'
pH 6.5

Lyse et perméabilisation

endosomale
—

:

Transport de 'ARN viral dans le
cytoplasme

Figure 8 : Schéma de I’endocytose clathrine dépendante du virus de I’hépatite E. (a) La liaison du
VHE a son récepteur d’entrée induit I’invagination des vésicules recouvertes de clathrine internalisant
le virus. L actine aide a ce processus d’invagination. (b) La dynamine s’enroule en hélice autour du cou
de la vésicule causant sa scission de la membrane plasmique. (c) La particule virale internalisée est

acheminée au sein du cytoplasme, ’actine étant impliquée dans sa migration jusqu’au site de réplication
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virale ou la particule fusionnera avec un endosome précoce. (d) Aprés lyse et perméabilisation de la
membrane endosomale, le génome viral sera libéré dans le cytoplasme ou il sera répliqué. L’entrée des
virions quasi-enveloppés requiert les petites GTPases Rab5 impliqués dans le trafic endosomal (75).
(Holla et al., Traffic 2015)

1.3.3. Décapsidation

Le processus de décapsidation du virus de I’hépatite E reste encore mal compris. La
présence de la quasi-enveloppe pourrait présenter un obstacle au désassemblage de la capside
virale. Une fusion de cette bicouche lipidique a celle de la membrane plasmique est impossible
car la capside virale serait libérée intact au sein du cytoplasme sans libérer son génome,
entrainant une impasse a la réplication. Sachant que le VHE est internalisé par endocytose
clathrine dépendante, le génome viral des eVHE devrait traverser 2 bicouches lipidiques afin
d’étre délivré dans le cytoplasme. Une dégradation préalable de la quasi-enveloppe par les

enzymes présentent au sein des endolysosomes est vraisemblablement nécessaire (75).

Une fois la quasi-enveloppe dégradée le processus de décapsidation des eVHE serait
identique a celui particules virales nues. La capside des virions internalisés sera capable
d’interagir avec un récepteur présent sur le feuillet interne de la membrane endosomale
permettant ainsi son désassemblage. Le domaine P de la protéine ORF2 pourrait étre impliqué

dans I’interaction de la capside avec ce récepteur, qui reste non définit a ce jour (35).

1.3.4. Reéplication

Le génome du virus de 1’hépatite E se compose d’un ARN monocaténaire de polarité
positive. Sa réplication intra-cytoplasmique débute par la traduction de la polyprotéine non
structurale ORF1 (Fig. 9 et 11). Du fait de son activité ARN polymérase ARN dépendante elle
va permettre la transcription d’un ARN antisens complet de polarité négative directement a
partir du génome viral (Fig. 9 et 11). Ce brin nouvellement synthétisé servira de matrice a la
transcription de brins d’ARN de polarité positive constituant le génome des virions néoformeés.
Il permettra également la synthése d’un brin d’ARN sous-génomique positif de 2,2 kb a partir
duquel seront traduites la protéine de capside ORF2 et la phosphoprotéine multifonctionnelle
ORF3 (Fig. 9 et 11)(30).

Page 27 sur 86



¥ H’W(ﬂ 5 ARN simple brin de polarité positive

provenant du virus

Synthése du brin d’ARN complémentaire ' S

f
par I'ARN polymérase ARN dépendante mm@lu.uuwmmu

5 () W )3  ARN simple brin de polarité négative
provenant du virus

A

Synthése du brin d’ARN complémentaire mmm

par I'ARN polymérase ARN dépendante

ARN génomique de polarité positive ARN sous-génomique de polarité positive
constituant le génome des virions codant pour les protéines virales structurelles

3’ (+]W (+)5 ¥ (4) 45

5 ~ Traduction
Protéine
ORF2 Protéine
ORF3

Virions néoformés

Protéines virales incorporées
dans la structure des virions

Figure 9 : Etapes de la réplication du VHE. Le génome du virus de 1’hépatite E est composé d’un
ARN monocaténaire de polarité positive. La RdRp virale va permettre la synthése d’un brin d’ARN
antisens a partir du génome viral. 1l servira de matrice a la synthése de brins d’ARN génomiques,
incorporés aux virions, et sous-génomiques codant les protéines ORF2 et ORF3. Ces protéines virales
participent a la structure des virions. Le VHE exploite la présence des ribosomes cellulaires pour assurer

la traduction de I’ARN sous-génomique. (Figure créée avec Biorender.com)

L’ARN antisens synthétisé par la protéine ORF1 comporte 2 promoteurs (Fig. 10). Le
promoteur G a I’extrémité 3’ contréle la synthése du brin d’ARN génomique. Le promoteur SG
contréle la synthése de I’ARN sous-génomique et est situé avant les séquences ORF3/ORF2
(118,119). Ces promoteurs seront reconnus de facon différentielle par la RdRp afin de permettre

une synthése temporellement régulée de ces 2 types de brin d”’ARN (Fig.10). Il est nécessaire
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pour le virus de générer préférentiellement des copies d’ARN sous-géenomique a partir
desquelles seront produites les protéines virales. La coordination des hnRNPs a fonction virales
et antivirales permettrait de réguler temporellement cette production (119).

Les hnRNPs sont des nucléoprotéines contribuant entre autre au métabolisme des acides
nucléiques et capables de moduler la réplication de différents virus a ARN (120). D'aprés les
résultats de Pingale et al., certaines hnRNPs interagissent in vitro avec les promoteurs et la
RdRp du VHE permettant une réplication virale efficace. D’autres hnRNPs empécheraient la
fixation de la RdRp au promoteur G du VHE, inhibant de ce fait sa réplication (119)(Fig.12).

ARN génomique du VHE
Promoteur AG

1. Transcription de
(hnRNEs! FARN anti-génomique

(hnRNES]

fitedl ARN antisens
Promoteur G Promoteur 5G
3. Transcription de V 2. Transcription de
I'ARN génomique I’ARN sous-génomique
FA A A AT AT A VA AT A A Ve Vel
AN AAANAANAAA
Traduction

'ﬁ}% Protéine
_‘-ﬁi_ ORF2 Protéine
Virions _i%‘ %‘% - ORF3

Figure 10 : Régulation temporelle de la transcription des ARN génomiques et sous-génomiques
du VHE. La RdRp virale se fixe sur le promoteur SG de I’ARN viral afin de transcrire un ARN
génomique ou sous-génomique de polarité négatif. La fixation de hnRNPs a activité provirale
permettrait une meilleure fixation de la RdRp a ces promoteurs d’ou une transcription virale plus
efficace. Certaines hnRNPs empéchent la fixation de la RdRp sur le promoteur G, diminuant le taux de
transcription de ’ARN génomique. La coordination des hnRNPs a fonctions virales et antivirales
permettrait de réguler temporellement la production des ARN génomique et sous-génomique. (119)

(Illustration d’apres Pingale et al., Journal of Molecular Biology 2020, créee avec Biorender.com)
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1.3.5. Assemblage

Les étapes d’assemblage des particules virales sont peu caracterisées. La constitution de
la bicouche lipidique des eVHE, enrichie en protéines 2 du réseau trans-golgien, suggére une
participation de 1’appareil de Golgi dans 1’assemblage des virions quasi-enveloppés (70). La
forme infectieuse de la protéine de capside (ORF2i) interagirait spécifiquement avec la région
5’ du génome du VHE permettant son empaquetage et 1’assemblage de la particule virale
(Fig.12) (121). 1l est probable que la localisation du signal d’encapsidation a I’extrémité 5° du
génome soit une stratégie de réplication virale afin d’assurer I’empaquetage du génome complet
uniquement et non de I’ARN sous-génomique codant pour les protéines ORF3 et ORF2 (Fig.1)
(121).

La phosphoprotéine ORF3 interagit avec la protéine de capside ORF2. Cette association
est dépendante de la phosphorylation du résidu sérine en position 70, contenu dans le site
d’interaction (Fig. 6 et 12) (46). De plus, la protéine ORF3 interagit préférentiellement avec la
forme non-glycosylée de I’ORF2, associée aux particules infectieuses (ORF2i). De ce fait, il
est possible que cette phosphoprotéine participe au processus d’assemblage de la capside virale
ou qu’elle permette la reconnaissance des particules virales qui seront libérées en extracellulaire
(46).

1.3.6. Libération

1.3.6.1. Libération des particules virales

La protéine ORF3 joue un role majeur dans la libération des particules virales, processus
qui reste a ce jour peu caractérisé. Son extrémité N-terminale interagit avec le systeme
microtubulaire, augmentant leur stabilité et permettant le transport intracellulaire des virions
néo-formés (47). Les endosomes tardifs et plus particulierement les corps multivésiculaires,
dont la biogénese est dépendante de la machinerie ESCRT, sont impliqués dans la libération du
VHE (122). Des études d’immunofluorescence montrent que les protéines virales ORF2 et
ORF3 et la protéine CD63, marqueur des MVB, colocalisent partiellement dans le cytoplasme
(123). L’interaction du motif PSAP de la protéine ORF3 et de la Tsg101 permettrait aux virions
d’exploiter la machinerie ESCRT et de bourgeonner au sein des corps multivésiculaires comme
observé en microscopie électronique (Fig. 6 et 12) (123). Les particules de VHE seraient
libérées apres fusion des corps multivésiculaires a la membrane plasmique (Fig. 11 et 12) (123).
Cette libération dépendante des corps multivésiculaires est connue chez les virus enveloppés
tels que le VHB, le VHC ou encore le HVH-6 (124-126). De plus, du fait de sa fonction canal
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ionique, la protéine ORF3 s’insére dans la membrane plasmique des cellules infectées, crée un
environnement favorable a la libération des virions et stimule leur bourgeonnement (44).

Les particules quasi-enveloppées libérées au pdle basolatéral des hépatocytes rejoindraient
la circulation sanguine afin de se propager au sein de I’organisme infecté. La majorité des
particules virales, plus infectieuses, seraient libérées au pdle apical des hépatocytes dans les
voies biliaires ou leur quasi-enveloppe serait dégradée sous ’action détergente des acides

biliaires et des protéases intestinales. Elles seraient ensuite excrétées sous forme non-

enveloppées dans les selles (Fig. 12)(127).

Figure 11 : Analyse structurale en

microscopie  électronique  de
cellules PLC/PRF/5 infectées par
le virus de I’hépatite E. (a) Dans le
cytoplasme de cellules infectées
sont observés des corps
multivésiculaires, indiqués par une
fleche (barre d’échelle 100 nm).
(b,c) Au sein de ces MVB sont
présentes une multitude de petites
vésicules ainsi que des particules
virales de VHE quasi-enveloppées
indiquées par une fleche (barre
d’échelle 50 nm). (Nagashima et al.,
Journal of General Virology 2014)

1.3.6.2. Secretion de I’ORF2s

L’isoforme glycosylé ORF2s de la protéine de capside est le plus exprimé et sera sécrété
a la membrane sous forme de dimere par les voies de sécrétion classiques (Fig. 12). Cet
isoforme constitue 1’antigéne majoritaire dans les sérums de patients infectés par le VHE (13).
Il ne participe pas a la constitution de la capside et n’est pas associé¢ aux particules virales mais
serait impliqué dans 1’échappement du virus face aux défenses immunitaires (13). Il est sécrété
massivement dans le milieu extracellulaire et constituerait un leurre immunologique afin
d’épuiser le systéme immunitaire et de retarder 1’établissement d’une protection efficace contre
I’infection (13,128).
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Figure 12 : Cycle de multiplication du virus de I’hépatite E. (A) Le génome du VHE est constitué
d’un ARN monocaténaire comportant 3 cadres ouverts codant respectivement les protéines ORF1,
ORF2 et ORF3. Ces deux derniéres sont codées par un ARN sous-génomique. (B) L’ORF2 code pour
la protéine de capside virale. (C) La forme ORF2s, comportant un peptide signal, est adressée aux voies
de sécrétion. Elle sera ainsi glycosylée dans le RE puis dimérisera avant d’étre transportée dans
I’appareil de Golgi puis sécrétée. A I'inverse, la forme ORF2i ne comporte pas de peptide signal et
s’associera a I’extrémité 5’ de I’ARN viral afin de constituer la capside des virions. (D) La protéine
ORF3 est palmitoylée a son extrémité N-terminale. Cette palmitoylation lui permet de s’associer aux
membranes subcellulaires, en particulier celles des MVB, ou elle interagit via son motif PxxP avec la
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protéine cellulaire Tsg101 du complexe ESCRT. (E) La capside virale se lie a la protéine ORF3
phosphorylée déclenchant la formation au sein des MVB de vésicules intraluminales contenant les
virions. (F) Les virions quasi-enveloppés seront libérés apres fusion des MVB a lamembrane plasmique.
(G) Cette quasi-enveloppe est conservée dans le sérum des patients infectés (H) mais pas dans le tractus
intestinal ou elle serait dégradée entrainant I’excrétion de virions nus. (Glitscher et Hildt., Cellular

Microbiology 2021)

2. Partie 2 : Epidémiologie, pathogénése et thérapeutigues

2.1.  Epidémiologie

L’incidence mondiale de I’infection par le VHE est de 20,1 millions de nouveaux cas
par an dont 3,3 millions symptomatiques (Fig. 13) (129,130). En 2015, on comptait 44 000
déceés avec un taux de mortalité important chez les femmes enceintes (131). Le taux de létalité
varie entre 0,5% a 4% dans la population générale (132). Plus de 2000 cas sont rapportés en
France chaque année dont plus de 70% de cas autochtones, plus particulierement dans sud du
pays dd a la consommation de produits & base de foie de porc (Fig. 15)(133,134). Le virus
affecte majoritairement les sujets jeunes, entre 15 et 30 ans, dans les pays en développement, a
I’inverse des pays industrialisés ou il infecte les sujets agés de plus de 55 ans (130,14).
L’infection par le VHE représente un probléme de santé publique majeur dans les pays a faible
revenu ou elle constitue en fonction du pays la premiére ou la seconde cause d’hépatite aigué,
derriere I’hépatite B (135). L’Asie, le Moyen Orient, I’Afrique et 1I’Amérique centrale
connaissent des urgences sanitaires et humanitaires qui entrainent la manifestation de flambées
épidémiques et de cas sporadiques. L’acces limité aux services d’assainissement des eaux et
aux services de santé, particulierement dans les camps de réfugies et les zones de conflits,
favorisent la transmission oro-fécale du virus. Dans les pays industrialisés ou les conditions
d’hygiéne sont de meilleure qualité, la circulation du virus est moins fréquente. Les infections
sporadiques restent occasionnelles et surviennent le plus souvent chez les voyageurs de retour

de zone endémique (136,137).

Les sujets immunodéprimés sont plus vulnérables et développent des infections pouvant
conduire a une chronicité potentiellement mortelle (138). Plusieurs maladies et manifestations
extra-hépatiques ont été décrites chez les patients infectés par le VHE (139). Des cas des
transmissions parentérales via des greffes d’organes contaminés ou de transfusions sanguines

ont également été décrits (140,141).
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Figure 13 : Localisation mondiale des zones hautement endémiques et endéemiques & VHE (A) et
des différents génotypes du VHE responsables d’infections chez I’Homme (B). (A) Le virus de
I’hépatite E constitue un probléme de santé publique majeur dans les pays en développement ou les
conditions d’hygi¢ne sont insuffisantes, principalement en Asie, Afrique et Moyen Orient. L’Europe et
I’ Amérique comprennent également des zones endémiques. (B) Les génotypes 1 et 2, se transmettant
par voie oro-fécale, sont retrouvés majoritairement dans les pays en développement. Les génotypes 3 et
4 3 transmission zoonotique sont predominants dans les pays industrialisés. (Figure 13A: Rodriguez et
Carey, Virtual Medical School 2013. Figure 13B: Kamar et al., Nature Reviews Disease Primers, 2017)
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La famille des Hepeviridae est subdivisée en 2 sous-familles selon la spécificité d’hote :
les Parahepevirinae comportant les souches virales infectant les poissons, et Orthohepevirinae
comportant les souches aviaires et celles infectant les mammiféres (Fig. 14). Le virus de
I’hépatite E appartient a 1’espéce Paslahepevirus balayani et comportent 8 génotypes dont 4
capables d’infecter I’humain (Fig. 14). Les protéines virales détermineraient le tropisme
d’espéce des différents génotypes (142-145). La confirmation de cette hypothése nécessite des

recherches plus poussées notamment 1’identification du récepteur cellulaire du VHE.
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Figure 14 : Taxonomie du virus de I’hépatite E. La famille des Hepeviridae comprend les sous-
familles Orthohepevirinae et Parahepevirinae qui comportent une organisation génomique identique
mais une phylogénie distincte. Les Orthohepevirinae sont divisés en 4 genres différents, le VHE
appartenant a celui des Paslahepevirus. Les membres de I’espéce Paslahepevirus balayani sont assignés
a 8 génotypes différents dont 4 susceptibles d’infecter I’espéce humaine. L’espéce Parahepevirinae alci
comporte un variant découvert chez 1’élan en Suede (146). La sous-famille Parahepevirinae comporte
un seul genre comprenant un variant isolé chez la truite aux Etats-Unis (147). Les VHE du genre
Avihepevirus, ont été retrouvés chez différentes espéces aviaires (148,149). Les Rocahepevirus ont été
découvert en Allemagne chez le rat brun (150,151). Plusieurs chauve-souris a travers le monde sont

porteuses du VHE de genre Chirohepevirus (152). Gt = Génotype
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2.1.1. Geénotypes 1 et 2

Les génotypes 1 et 2 du virus de I’hépatite E infectent uniquement 1’espece humaine. Il
n’existe pas d’animaux réservoir connus pour ces 2 génotypes (Fig. 14). Leur épidémiologie et
leurs manifestations cliniques sont assez similaires (153). lls sont transmis par voie oro-fécale
via la contamination des eaux de boisson et sont causes d’endémies majoritairement dans les
pays en développement en raison de la faiblesse des infrastructures sanitaires (Fig. 13)(153). La
consommation d’eaux contaminéeS peut entrainer a moindre échelle des cas sporadiques,
principalement dd aux infections par les souches de VHE de génotype 1 et moins freqguemment
par celles de génotype 2 (130). En Asie du sud les épidémies d’hépatites E ont souvent lieu
pendant la saison des moussons ou les pluies diluviennes entrainent des crues responsables de
la contamination des réservoirs et conduits d’eau potable (154). En Afrique, ces épidémies sont
plutét liées aux crises humanitaires et au manque d’acceés a 1’eau potable, aux services essentiels

d’hygiéne et de santé notamment dans les camps de réfugiés (155).

Les génotypes 1 et 2 du VHE causent des infections principalement chez les adolescents et
les jeunes adultes (entre 20 et 40 ans) de sexe masculin (156). Pour des raisons inconnues, les
enfants de moins de 10 ans présentent des taux d’infection plus faibles. Leur consommation
moins importante d’eaux de boisson contaminées les exposerait sirement & des doses virales
non infectieuses. Aussi, des études montrent qu’ils perdraient leur taux d’anticorps détectable
rapidement, compliquant I’interprétation des études épidémiologiques transversales (153). Pour
des raisons peu connues, le taux de mortalité apres infection par le génotype 1 est élevé chez
les femmes enceintes et les nourrissons ainsi que chez les patients infectés ayant une maladie

hépatique chronique sous-jacente (131,157).

2.1.2. Geénotypes 3 et 4

Les génotypes 3 et 4 du VHE sont prévalents dans les pays industrialisés a revenus
élevés, principalement en Europe, en Amérique du Nord et en Asie Orientale (Fig. 13)(132).
IIs sont capables d’infecter plusieurs especes animales dont le sanglier, les cervidés, le lapin et
les bovins mais le réservoir principal reste le porc domestiqué (Fig. 14)(133). Ces genotypes
sont cause d’infections zoonotiques sporadiques chez I’Homme via la consommation de fruits
de mer, de viande et d’abats contaminés, crues ou insuffisamment cuits (158). Plusieurs études
suggérent également une transmission directe de 1’animal a I’Homme aprés mise en évidence
d’une séroprévalence plus élevée chez les professionnels en contact avec les especes réservoirs,

comme les vétérinaires d’élevages porcins, les bouchers ou les employés d’abattoirs (159-161).
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La plupart des infections causees par les génotypes 3 et 4 sont asymptomatiques. Moins
de 2% des patients infectés présenteront des symptémes, généralement les hommes agés ou les
patients ayant une maladie hépatique sous-jacente. Des formes chroniques, ont été décrites
exclusivement chez les patients immunodéprimeés (dont les personnes transplantées, présentant
une hémopathie, co-infectées par le VIH ou sous chimiothérapie) le plus souvent porteurs du
génotype 3 (162). La progression en forme chronique semble dépendre de la réponse
immunitaire de I’hote (163,164). Chez les immunodéprimés, 1’hépatite E chronique peut
évoluer en une cirrhose hépatique pouvant entrainer le déces (162).

En France, le nombre de cas diagnostiqués par le Centre National de Référence des virus
a transmission entérique (VHA/VHE) a augmenté, passant de 13 a 2 158 entre 2002 et 2020
(165). En plus de la progression du VHE, cette incidence croissante du nombre de cas est aussi
due a une meilleure connaissance de I’infection et a I’augmentation de la prescription des tests
diagnostiques sérologiques et moléculaires plus performants. Entre 2007 et 2016, le génotype
3 représentait plus de 90% des souches diagnostiquées en France, la majorité étant des cas
autochtones. Les quelques cas recensés d’infections par les génotypes 1 et 2 étaient importés.
En 2020, sur 2 158 cas recensés, 5 étaient importés (165). En moyenne, les hommes agés de 55
ans sont plus a risques (165). On observe une augmentation réguliére des personnes
hospitalisées pour hépatite E en France métropolitaine entre 2004 et 2006 avec un taux
d’incidence annuelle plus élevé dans les régions du Sud (Fig. 15). Des épisodes de cas groupés
d’infection au VHE y sont régulierement recensés le plus souvent suite a la consommation de
viande de foie de porc crue.

Figure 15 : Répartition géographique des
cas d’infection par le VHE en France en
2020. En 2020, sur 90 000 personnes testées
par le Centre National Référence
- @i ; VHA/VHE, 2 158 étaient infectées par virus

de I’hépatite E. La moyenne d’age des cas

positifs était de 55 + 16 ans avec une

Nombre de cas
1-9
10-19
20-29

prédominance  masculine, le  risque
d’infection chez les hommes étant 1,3 plus
éleve que chez les femmes. Les cas recenses
étaient plus élevés dans la moitié sud de la

France métropolitaine, en particulier dans

les départements de 1’Haute Garonne et de
I’Hérault. (D’aprés le rapport annuel
d’activité 2021 du CNR Virus des hépatites

a transmission entérique).
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2.1.1. Autres génotypes

D’autres souches de VHE provenant des Paslahepevirus ont été identifiées, accroissant
la diversité des Hepeviridae. Celles de génotype 5, 6 et 8 ont été isolées seulement chez 1’animal
(Fig. 14). Les VHE-5 et VHE-6 ont été mise en évidence uniquement au Japon, chez des
sangliers (166-168) et le VHE-7 chez le dromadaire en Arabie Saoudite (168). Un cas isolé
d’infection chronique par le VHE-7 a été décrit chez un patient transplanté consommant
régulierement de la viande et du lait de chameau, suggérant une possible transmission du
génotype 7 du dromadaire a I’Homme (169). Le VHE-8 a lui été récemment isolé en Chine et
en Mongolie chez le chameau de Bactriane (Fig.14) (170,171). Des réservoirs secondaires ou
nouveaux pourraient potentiellement exister ou apparaitre par transmission zoonotique de ces
génotypes. En effet, il a été démontré apres inoculation expérimentale du VHE-5 au singe que
ce génotype pouvait infecter une autre espéce que le sanglier (172). Le VHE-5 peut également
se répliquer dans des lignées cellulaires dérivées d’hépatocarcinome ou d’adénocarcinome
humain (172). Ces résultats soulévent la question d’une possible transmission zoonotique de ce

génotype aux primates et potentiellement a d’autres espéces dont I’ Homme.

2.2. Pathogénese

2.2.1. Physiopathologie

La pathogénése du virus de 1’hépatite E reste peu connue. Transmis par voie oro-fécale,
la maniére dont le virus franchis la barriére épithéliale intestinale pour atteindre le foie doit
encore étre caractérisee. Du génome viral a été détecté dans le foie, signe de sa réplication
hépatique, mais également dans I’intestin gréle, les ganglions lymphatiques et le colon de porc
infectés, indiquant la présence de sites de réplication extra-hépatiques (173). Chez I’humain, le
VHE peut se répliquer dans les cellules intestinales et atteindre le foie sous forme quasi-
enveloppée (174). La protéine de capside ORF2 a été mise en évidence dans les biopsies
duodénales et iléales d’une patiente immunodéprimée infectée chroniquement par le VHE

supposant une réplication virale intestinale (174).

Absorbé par voie digestive, le site de réplication primaire du VHE se situerait
probablement dans le tractus intestinal. Aprés amplification virale, il serait transporté jusqu’au
foie par la veine porte ou il se répliquera dans le cytoplasme des cellules hépatocytaires (Fig.
16)(175). Les virions seraient libérés dans la circulation sanguine et les voies biliaires puis

éliminés dans les selles sous forme nues (Fig. 16) (127). Le VHE n’étant pas cytopathique
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(176,177), les dommages hépatiques induit par I’infection ne seraient pas médiés par un effet
viral direct mais par la réponse immunitaire de 1’hote, notamment par les lymphocytes T

cytotoxiques et les cellules NK (Natural Killer) (178,179).
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Figure 16 : Transport du VHE a travers I’organisme. (1) Les particules virales ingérées, supposées
non-enveloppées, pénetreraient au niveau de la barriére intestinale. Elles se répliqueraient au sein des
entérocytes, et traverseraient la barriere intestinale afin d’atteindre la circulation sanguine. Elles seraient
transportées sous forme quasi-enveloppées jusqu’au foie via la veine porte hépatique. (2) Elles
atteindraient le foie, leur organe cible, et se répliquent dans les hépatocytes. Les virions néo-formés
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quasi-enveloppés seront soit sécrétés au pble basolatéral dans la circulation sanguine, soit libérés au
pble apical dans les canalicules biliaires ou leur enveloppe lipidique serait dégradée. (Oechslin et al.,
Gut 2020)

2.2.2. Manifestations cliniques

L’infection par le VHE entraine des signes cliniques similaires a ceux d’autres hépatites.
Dans la majorité des episodes épidémiques, pour une exposition identique au virus, les hommes
sont 2 a 3 fois plus infectés que les femmes (156). L’infection est pour 95% asymptomatique
et spontanément résolutive (14). Les enfants sont rarement symptomatiques (180,181).

Les personnes infectées présentent des symptomes non spécifiques, typiques d’une
hépatite, la phase prodromique se traduisant par la présence de fiévre, nausées, vomissements
et anorexie (130). Certaines souffrent ¢galement de douleurs abdominales, d’hépatomégalie,
d’arthralgies ou de myalgies (130). Un ictere peut survenir a la suite des Iésions hépatiques
entrainant une accumulation de la bilirubine dans le sang se caractérisant par des urines foncées,
des selles décolorées et une coloration jaunatre du fond de I’ceil. Les substances biliaires
peuvent également se déposer dans la peau et causer des démangeaisons sans Iésions cutanées
(130). La phase de convalescence, qui résulte par la disparition progressive des symptémes,
dure entre 2 a 6 semaines (130). Cependant, la maladie peut évoluer en formes graves voire
mortelles chez certains patients notamment les immunodéprimés ou les femmes enceintes

(162,131). L’évolution clinique dépend du génotype a I’origine de 1’infection.

2.2.2.1. Hépatite E aigué

L’hépatite E est la cause majoritaire d’hépatite virale aigué a travers le monde (135).
Méme si I’infection aigué est en genérale asymptomatique ou légerement symptomatique, 5 a
30% des patients infectés développent un ictére. L’infection aigué€ par les génotypes 1 ou 2 du
VHE semble étre plus sévére (182,183). Au contraire, les génotypes 3 et 4 semblent moins
virulents chez les personnes immunocompétentes infectées dont moins de 2% développent des
hépatites aigués symptomatiques (184,185). Plusieurs études japonaises et européennes
suggererent une différence de pathogénicité entre les VHE-3 et VHE-4. Les sujets infectés par
le VHE-4 présentent des manifestations cliniques plus séveres que ceux infectés par le VHE-3
(186-190).
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2.2.2.1.1. Pathogeneése chez les femmes enceintes

Le VHE peut causer des hépatites aigués graves ou fulminantes dues & une nécrose
massive et rapide du parenchyme hépatique, notamment chez les femmes enceintes (191-193).
Lors des épisodes épidémiques, ces derniéres sont plus susceptibles de contracter une infection
par le VHE que la population générale, particulierement lors des 2°™ et 3°™ trimestres de
grossesse (194). L’infection peut évoluer d’une hépatite aigué a une insuffisance hépatique
fulminante, entrainant un taux de mortalité maternel de 30% (195). Les décés sont souvent dus
a des complications obstétriques graves incluant des coagulations intravasculaires disséminees,
des encéphalopathies, des hémorragies post-partum, des hypertensions portales, des éclampsies
ou des comas hépatiques (196). La transmission verticale du virus de la mere au feetus est
possible et est associée a un taux de mortalité périnatal élevé (197,198). Chez les nouveau-nés

survivants I’infection est spontanément résolutive (199).

Les modifications transitoires du systeme immunitaire maternel durant la grossesse
pourraient favoriser les infections par le VHE, en altérant la clairance du virus et renforcant de
ce fait la sévérité de la pathologie (200).

Une étude menée en Inde montre que les taux hormonaux sont plus élevés chez les
femmes enceintes déclarant une hépatite E fulminante que chez les femmes non-infectées (201).
L’cestradiol favorise la réplication du VHE en systéme de culture cellulaire (202). De plus, les
taux élevés d’cestrogéne sont associés aux accouchements prématurés et a une survie feetale
réduite due a une dysfonction placentaire (203).

Les génotypes 1 et 2 du VHE sont les plus couramment associés aux infections et déces
durant la grossesse. Ils sont les plus prévalent dans les pays en développement, et ¢’est dans ces
régions hautement endémiques ou les cas de femmes enceintes infectées et la transmission
verticale sont les plus importants (197). Le placenta serait un potentiel site extra-hépatique de
réplication du VHE avec un meilleur tropisme pour le génotype 1 (204,205). Le VHE-1
entrainerait une dérégulation de la sécrétion de nombreux facteurs inflammatoires d’ou une
réponse immunitaire défective et une clairance virale inefficace (205).

La cause des conséquences fatales de I’infection au VHE chez les femmes enceintes
reste peu connue, de méme que les mécanismes qui sous-tendent la sévérité des manifestations
cliniques et la transmission du virus au feetus. Les facteurs hormonaux, immunologiques et
viraux y auraient un potentiel réle mais la pathogénese durant la grossesse reste a étudier plus

amplement.
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2.2.2.1.2. Insuffisance Hépatique aigué-sur-chronique

Les personnes infectées par le VHE et atteintes d’une maladie hépatique chronique sous-
jacente sont a risque de développer une insuffisance hépatique aigué-sur-chronique (Acute-on-
Chronic Liver Failure) (206,207). L’ACLF est causée par une détérioration des fonctions
hépatiques et associée a une ou plusieurs défaillances d’organes ainsi qu’une mortalité ¢levée
a court terme (206). Elle se manifeste cliniquement par un ictere et une coagulopathie associés
a des ascites et/ou encéphalopathies chez des patients présentant une hépatopathie chronique.
Ce syndrome est défini par une soudaine décompensation hépatique aigué resultant de la

combinaison de cette hépatopathie et d’un événement déclencheur (208).

2.2.2.2. Heépatite E chronique

Chez les sujets immunodeprimés pour lesquels la clairance virale est diminuée,
I’hépatite E aigué peut évoluer dans 60% des cas en forme chronique (209). Elle est
généralement asymptomatique avec une clairance spontanée du virus. Pour 10% des sujets,
cette infection chronique méne a des Iésions hépatiques incluant des nodules et une fibrose, et
aboutit en I’espace de 2 a 5 ans en une cirrhose potentiellement mortelle (210). Cette chronicité
constitue un probleme de santé publique croissant dont les causes restent mal connues.
L’atteinte par 1’hépatite E est considérée comme chronique lorsque la virémie persiste et que
I’ARN viral est détectable plus de 3 & 6 mois aprés I’infection, dans le sérum et/ou les feces
(211). Les patients a risque de développer une chronicité sont principalement les sujets
transplantés mais également les individus atteints d’hémopathies malignes sous chimiothérapie
et/ou immunothérapie, ainsi que ceux infectés par le VIH ou souffrant d’affection

rhumatismales sous traitement immunosuppresseur ou immunomodulateur (211-214).

La chronicité serait liée a une déficience de la réponse lymphocytaire T et associée au
faible compte de lymphocytes, de plaquettes et a la thérapie immunosuppressive utilisée
notamment au tacrolimus (163,209,210). Le VHE comme tous virus ARN, constitue une quasi-
espece du fait de sa variabilité génétique créant une population de variants dont I’hétérogénéité
est impliquée dans la pathogénese virale (215,216). La majorité des cas chroniques reportés
font suite a une infection par le génotype 3 mais quelques infections persistantes ont récemment
été observees avec les génotypes 1, 4 et 7 (211,217-220,169).
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2.2.2.3. Manifestations extra-hépatiques

Des manifestations extra-hépatiques, affectant divers organes sont parfois associées a
des infections par le VHE. Ces derniéres peuvent entrainer des désordres d’ordre neurologiques,
hématologiques, ou pancréatiques, des troubles rénaux ou encore des myocardites, arthrites ou
maladies auto-immunes (221). Le lien causal de certaines de ces manifestations reste a établir.

Les troubles neurologiques sont les manifestations extra-hépatiques les plus souvent
associées a I’infection par le VHE, le plus commun étant le syndrome de Guillain-Barré (SGB).
Cette neuropathie inflammatoire acquise affecte le systeme nerveux périphérique entrainant un
déficit sensitivo-moteur ascendant et rapidement progressif dd a une atteinte axonale ou une
démyélinisation (222). Elle fait le plus souvent suite a une stimulation immunitaire secondaire
a une infection (222). Le mécanisme par lequel le VHE induit un syndrome de Guillain-Barré
reste peu clair, méme si 2 hypothéses sont plausibles selon différentes études. La pathologie
pourrait se déclarer suite a une action directe du virus sur les neurones du systéme nerveux
périphérique qui les endommagerait en s’y répliquant (223). La seconde hypotheése propose une
action virale indirecte via une réaction croisée induite par les similitudes structurelles des
antigenes viraux et ceux des gangliosides présents a la membrane des cellules du SNP. Ce
mimétisme moléculaire serait a I’origine d’une réaction auto-immune qui expliquerait un
syndrome de Guillain-Barré post-infection. (223). Différentes études montrent une présence du
VHE dans des cellules neuronales, placentaires, dans le lait maternel et également les urines
(224,204,225,226). Une réplication secondaire du virus hors du site d’infection primaire ou des

réactions croisees pourraient également étre a 1’origine de manifestations multi-systémiques.
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Figure 18 : Possible facteurs déclenchants du syndrome de Guillain-Barrée aprés infection
par le VHE. (A) La réplication du VHE au sein des neurones causerait des lésions virales direct sur le
systéme nerveux périphérique. (B) L’infection virale déclencherait une réponse auto-immune due a un
mimétisme moléculaire entre 1’agent infectieux et les gangliosides présents a la surface des axones et
de la gaine de myéline des neurones du SNP. Les lymphocytes T et une variété de cytokines seraient
également impliqués dans ce processus pathologique en activant la production d’oxyde nitrique par les
macrophages, assistant ainsi la production d’anticorps par les lymphocytes B (223). (Liu et Ma, Brain
and Behavior 2019).

2.2.3. Diagnostic et traitement

2.2.3.1. Diagnostic

Des méthodes de diagnostic direct et indirect peuvent étre effectuées afin de détecter
une infection par le virus de I’hépatite E. Les tests sérologiques sont communément réalisés et
permettent de mettre en évidence les anticorps specifiques 1gG et IgM dirigés contre le VHE
(227). La réponse immunitaire implique une élévation du titre des IgM dans le sérum
témoignant d’une infection récente. Les IgM resteront détectables durant 3 a 12 mois apres le
début des symptomes (227). S’en suit une réponse IgG plus durable, dont le pic de secrétion se
situe 4 semaines apres celui des IgM. Ces 1gG anti-VHE restent détectables plus d’un an apres
I’apparition des symptomes (Fig. 18). Détectés isolément ces anticorps indiquent une infection
antérieure au VHE (227). Cette méthode de diagnostic indirect est sensible mais peu spécifique,
I’utilité des tests est limitée par leur non-standardisation et la discordance entre les différents
kits. De plus les anticorps anti-VHE sont souvent indétectables chez les patients

immunodéprimeés et les femmes enceintes (227,228). Plus récemment, des études suggerent
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comme nouvelle méthode de diagnostic, une détection directe de la protéine de capside ORF2
dans le sang par méthode immuno-enzymatique ou sur des biopsies du foie par
immunohistochimie (229,230).

Le diagnostic direct du VHE par RT-PCR est le test de référence pour la détection du
VHE et permet la recherche du génome viral dans le sang et/ou les selles des patients infectés
parfois avant I’apparition des symptomes (231). La virémie étant de courte durée, I’ARN viral
n’est détectable dans le plasma que lors de la phase aigué de I’infection (227). Le virus continue
cependant a étre excrété dans les selles plus de 2 semaines suivant I’absence de détection de la
charge virale dans le sang (232). Cette technique de biologie moléculaire, bien qu’étant la plus
specifique pour établir un diagnostic d’infection au VHE, a une utilisation limitée. Elle
nécessite une expertise et des installations spécialisées, parfois onéreuses pour les pays a faible
revenus ou la maladie est tres répandue. Cette méthode est généralement réalisée afin de
confirmer le diagnostic chez les patients immunodéprimés avec une sérologie négative, de
surveiller la réponse aux antiviraux, a des fins épidémiologique ou pour déterminer le génotype
viral (233).

2.2.3.2. Traitement

A ce jour, il n’existe pas de traitement spécifique contre le virus de I’hépatite E, la prise
en charge est symptomatique. Ainsi, 1’étude du cycle de vie de ce virus est primordiale afin de
trouver des pistes de traitements spécifiques a son infection. Dans la majorité des cas chez les
personnes immunocompétentes, une hépatite E aigué a une résolution spontanée qui ne
nécessite pas de traitement (130). Dans les rares cas ou elle évolue en hépatite fulminante, une
hospitalisation est requise nécessitant parfois a une transplantation hépatique. Chez les patients
immunodéprimés souffrant d’une infection chronique, la premiére recommandation est la
réduction des doses de leur traitement immunosuppresseur dans la mesure du possible (132).
En cas de persistance du virus, la ribavirine en monothérapie ou associée a des interférons
pegylés peut étre administrée (234-236). Un traitement de 3 mois de ribavirine a la posologie
de 600 mg par jour permet 1’éradication du virus dans 80% des cas (237,238). Chez les femmes
enceintes infectées par le VHE cette molécule est contre-indiquée car tératogene (239). Le
mécanisme antiviral exacte de la ribavirine reste peu connu. Il s’agit d’un analogue
nucléosidique agissant sur I’ARN polymérase ARN dépendante du VHE. En s’incorporant dans
le génome viral nouvellement synthétisé elle exerce un effet mutagene empéchant la réplication
de nombreux virus ARN dont le VHE (240-243). Etant donnée ’absence d’autres alternatives

thérapeutiques contre 1’infection au VHE, la ribavirine et les interférons pégylés sont prescrits
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hors AMM. L’efficacité du traitement peut étre évaluée en mesurant la charge virale par RT-
PCR. Récemment, des études in vitro et in vivo ont montré une action anti-VHE du sofosbuvir,
un inhibiteur de I’ARN polymérase du VHC (244,245). Il pourrait constituer une alternative a
la ribavirine chez les patients réfractaires au traitement ou chez les femmes enceintes chez

lesquelles la molécule ne peut étre administrée.

Le vaccin recombinant Hecolin®, mis sur le marché en Chine depuis 2011, contient la
protéine HEV239, forme tronquée de la protéine de capside ORF2 (aa 368-606) du VHE de
génotype 1 (246). Elle est produite a grande échelle par E.Coli et s’assemble en particules
pseudo-virales de structure hautement similaire a la capside du VHE. Elles sont purifiées puis
incluse dans le vaccin (247). Le schéma vaccinal complet consiste en 3 injections 4 0, 1 et 6
mois d’intervalle (248-250). Ce vaccin n’est pas homologué pour une utilisation dans les autres
pays en raison du manque de données sur son efficacité, son immunogeénicité et son innocuité
notamment chez les personnes ageées, les enfants et les femmes enceintes (249). D’aprés I’OMS,
des études supplémentaires sont nécessaires afin de juger de la protection d’Hecolin® contre les
autres génotypes du VHE infectant I’Homme, ainsi que lorsqu’il est co-administré avec d’autres

vaccins (249,251).

== Alanine transaminase (ALT)
== IgM anti-VHE
== |gG anti-VHE

ARN viral excrété
dans les selles

Titre

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Semaines post-infection

Figure 18 : Evolution des marqueurs virologique et sérologique aprés une hépatite virale E. Les
signes cliniques de 1’hépatite E se déclarent quelque semaine aprés 1’exposition au virus. L’apparition
des symptdmes coincide avec une forte hausse du taux d’alanine aminotransférase (ALT) qui retourne
a la normal en période de convalescence. Le génome viral est détectable dans les selles durant la phase
aigué de I’infection, la virémie est difficilement détectable a ce stade. Le titre d’IgM anti-HEV est élevé
lors de la phase aigué de I’infection, tandis que les IgG apparaissent plus tardivement. (Webb et Dalton,

Therapeutic Advances in Infectious Disease 2019)
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3. Partie 3 : L’apolipoprotéine E

3.1. Généralités sur I’apolipoprotéine E

L’apolipoprotéine E est une protéine multifonctionnelle ayant un rdle central dans le
métabolisme et le transport des lipides a travers le systeme lymphatique et le plasma (252,253).
Cette apolipoprotéine interchangeable peut étre retrouvée dans le plasma sous forme libre ou
associee a des lipoprotéines (254). Il existe plusieurs types de lipoprotéines : les chylomicrons,
les VLDL, les IDL, les LDL et les HDL. Les triglycérides, le cholestérol et les esters de
cholestérol sont des lipides hydrophobes insolubles dans le sang nécessitant un transport via
des lipoprotéines (Fig. 19) (255). L’apoE entre dans la composition des chylomicrons, des
VLDL et dses IDL qu’elle va pouvoir adresser a différents tissues et organes notamment le foie
(256). En se liant spécifiqguement aux récepteurs de surface cellulaire de la famille des LDL
(LDLRS) et aux protéoglycanes a héparane sulfate (HSPGs), elle permet I’internalisation et le
catabolisme des lipoprotéines (Fig.20) (257,258). L’apoE participe ainsi a la clairance et a
I’homéostasie des lipides du plasma.

Sous forme libre I’apoE participe a la modulation de différents processus cellulaires,
physiologique ou pathologique dont ’assemblage et la stabilité du cytosquelette, la structure et
la fonction mitochondriales ou la morphologie et la fonction des cellules dendritiques (259—
262).

Apolipoprotéines

Phospholipides L Coque externe
hydrophile

Cholesteérol libre

Ester de cholestérol t
Noyau

6 hydrophobe
- Triglycéride

Figure 19 : Constitution d’une lipoprotéine. Les lipoprotéines sont des particules complexes associant
des lipides insolubles et des protéines trés hydrophiles, qui vont permettre leur acheminement dans le
sang et autres fluides extracellulaires jusqu’a leur site d’utilisation. Leur structure de base et leur
composition sont identiques, seule varie la quantité relative des composants ainsi que la taille et la
fonction de ces particules. Leur noyau hydrophobe, non polaire, est enveloppé d’une coque externe
hydrophile. Les apolipoprotéines les composant assurent leur cohésion et stabilité, leur reconnaissance
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par les récepteurs cellulaires ainsi que 1’activation ou I’inhibition d’enzymes impliquées dans le

métabolisme lipidique. (Figure créée avec Biorender.com)

L’apolipoprotéine E est majoritairement synthétisée dans le foie par les hépatocytes
(263). Elle est également produite en grande quantité par les cellules du systeme nerveux
central notamment par les astrocytes, les cellules gliales et le plexus choroide (264,265).
D’autres types cellulaires synthétisent I’apoE en particulier les adipocytes, les cellules rénales,
pulmonaires, spléniques ainsi que les macrophages (266—269).

L’apoE est une protéine constituée de 299 acides aminés comportant un site de O-
glycosylation en position 194 sur un résidu thréonine (270). Elle est composée par 2 domaines
structuraux séparés par une région charniére (271). La région N-terminale (aa 1-191) forme 4
hélices o antiparalleles comportant les domaines de liaison aux récepteurs de la famille LDL
(LDL Binding Region) et aux HSPGs (HSPG Binding Region), ces 2 derniers colocalisant au
niveau des résidus 136-140 (Fig. 20) (272-274). La région C-terminale (aa ~225-299) contient
3 hélices o formant une surface hydrophobique comportant une région pouvant se fixer aux
lipides (Major Lipid Binding Region, aa ~240-260) (271).

Domaine N-terminal Domaine C-terminal

Receptor Binding Region

Maijor Lipid
apoE2 : Cys!t?, Cys'8 Binding Region
apoE3 : Cys'?, Arg!>®

apoE4 : Argl12, Argls8

)

M —C3)

"CO:zH

Figure 20 : Représentation schématique de I’apolipoprotéine E humaine. L’apoE humaine contient
299 acides aminés un domaine amino-terminal comportant le site de liaisons aux récepteurs, un domaine
carboxy-terminal comportant le site de fixation aux lipides. Chez I’Homme, il existe 3 isoformes
différents de 1’apoE, les sites polymorphiques se situent dans le domaine N-terminal au niveau des
résidus 112 et 158. L’ Arg!®® est impliquée dans la conformation de la protéine et sa capacité de fixation
aux récepteurs cellulaire, cette derniére étant défective chez ’apoE2 comportant une Cys®®. (Chou et

al., Biophysical Journal 2005)
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Chez I’Homme 1’apolipoprotéine E est codée par le géne polymorphe APOE pouvant
présenter 3 variants alléliques différents (g2, €3 et €4) (275). L’apoE existe donc sous 3
isoformes majoritaires qui différent par leurs acides aminés en position 112 et 158 : I’apoE2
(Cys''?, Cys'™®), ’apoE3 (Cys!*?, Arg'®®) et I’apoE4 (Arg'*?, Arg*®®) (275). Ce polymorphisme
altére la structure de la protéine en particulier au niveau de son site d’interaction aux récepteurs
affectant I’homéostasie lipidique (272). La forme apoE3 est la plus prévalente et considérée
comme la forme physiologique normale essentielle a la métabolisation des lipides (276,277). A
I’inverse, les isoformes apoE2 et apoE4 ayant des affinités différentes avec les récepteurs LDL
affectent la clairance des lipides circulants, ce qui entraine le développement de certaines
pathologies. L’isoforme apoE2 serait beaucoup moins affin pour les LDLR que I’isoforme
apoE3 lui-méme moins affin que 1’isoforme E4 (E4<E3<<E2) (271,278).

Les sujets porteurs de ’alléle €2 a I’état homozygote ont un risque plus élevé de
présenter une hyperlipoprotéinémie de type I11 da a la diminution du captage des lipoprotéines
par les cellules. L’augmentation de la concentration plasmatique des triglycérides
(hypertriglycéridémie) et du cholestérol (hypercholestérolémie) entraine un dépot de ces lipides
en exces sur les parois artérielles formant des plaques d’athéromes (253). Chez les patients
exprimant 1’apoE2, le risque de développer des pathologies cardiovasculaires est donc élevé
notamment lorsqu’il est associé a d’autres facteurs environnementaux.

L’apoE4 constitue un facteur de risque au développement de maladies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (279). L’altération des fonctions
neurologiques serait en partie due a une structure protéique tertiaire anormale entrainant
I’interaction des domaines C-terminal et N-terminal (280). Cette structure altérée génere des
fragments neurotoxiques d’apoE4 causant entre autre une augmentation de la phosphorylation

de la protéine tau (281) et de la production de peptide p-amyloide (282).

3.2. L’apolipoprotéine E en virologie

De nombreuses études ont démontré 1’implication de 1’apolipoprotéine E dans la
morphogénése et/ou la pathogénicité de différents virus. Ainsi, I’apoE4 se lie aux virus herpes
simplex de type 1 et permet son acheminement jusqu’au SNC favorisant ainsi I’apparition
d’encéphalite herpétique (283). De plus, les patients infectés par ’HSV-1 et porteur de 1’alléle
€4 sont prédisposés au développement de maladie d’Alzheimer ou d’herpés labial (284). Chez
les femmes infectées par le VZV ou ’EBV, I’expression de I’apoE3 constituerait un facteur de

risque au développement respective de névralgie post-zostérienne ou de mononucléose
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infectieuse. A I’inverse, la présence de I’alléle €4 a 1’état homozygote conférerait une protection
contre ces manifestations virales (285).

La protéine d’enveloppe du virus Zika interagit spécifiquement avec I’apolipoprotéine
E lors des étapes précoces de son cycle infectieux. Cette interaction persiste lors du transport et
de la libération des virions et est conservée au sein des particules virales sécrétées (286).

L apoE est aussi impliquée dans la persistance du virus de I’immunodéficience humaine
au sein des macrophages (287). Il a été démontré que le génotype e4/e4 augmente in vitro
I’entrée cellulaire du virus, et accélere sa progression (288). L’apoE4 influence les effets du
VIH sur les fonctions neurologiques. Chez les patients infectés, I’expression de cet isotype
augmente le risque développer des maladies neurodégénératives et des neuropathies
périphériques (289,290).

L’apoE a plusieurs réles avérés dans le cycle infecticux de virus des hépatites. Présente
au sein de I’enveloppe du virus de 1’hépatite B, elle favorise son infection et sa production en
permettant entre autre 1’adsorption du virus (291). Elle jouerait également un roéle important
dans la persistance cellulaire du VHB en participant potentiellement a son échappement face a
la réponse immunitaire (291). Dans le cas du VHC, de nombreuses études ont mis en évidence
I’implication de I’apolipoprotéine E dans la morphogénése du virus, notamment lors de
I’assemblage et de 1’exocytose du virus, en se liant a ses glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2
(292,293). Elle est présente a la surface des lipo-viro-particules néoformées et participe a leur
infectivité en permettant leur attachement et internalisation au sein des hépatocytes ainsi que
leur transmission intercellulaire (292,294-296). Comme pour le VHB, I’apoE contribue a
I’échappement du VHC face au systeme immunitaire, favorisant 1’établissement d’une infection
chronique (297). L’affinité différentielles des isotypes de I’apoE aux récepteurs de surfaces
peuvent moduler I’infectivité et la clairance virale, et de ce fait la susceptibilité des patients a
contracter une infection par le VHC (298). Les porteurs de I’alléle €2 sont résistants a I’infection
par le VHC, contrairement aux porteurs de 1’allele €3 qui constituerait un facteur de risque au
développement d’une hépatite C chronique (298). L’apoE4 serait bénéfique a 1’élimination du

virus et au rétablissement des patients sous traitement (299).

Plusieurs analyses protéomiques quantitatives menées chez le porc montrent que
I’apolipoprotéine E est surexprimée lors d’une infection aigué par le VHE et serait
potentiellement impliquée dans la pathogénése virale (300,301). Dans une étude transversale
menée par Zhang et al., I’expression des isotypes apoE3 et apoE4 conférerait une protection

contre I’infection par le VHE chez les patients afro-ameéricains non hispaniques (302). En
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Chine, les travaux de Gu et al. ont mis en évidence une association significative entre le
polymorphisme génétique de I’ APOE et la susceptibilité de contracter une hépatite E. En effet,
la présence de certaines variations dans la séquence nucléotidique du géne de 1’apoE entraine
une diminution du risque d’infection chez les hommes de la population Han (303). L’ensemble
de ces données soulignent une potentielle implication de I’apolipoprotéine E dans la
morphogénese du VHE. L’engagement de cette protéine dans le cycle viral serait possible selon

un mécanisme d’action qui reste a ce jour inconnu.
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4. Partie 4 : Travail expérimental

Lors de ce projet de thése nous avons cherché a caractériser I’interaction de la protéine
ORF2 du VHE et de I’apoE en lignées cellulaires hépatiques. Une étude a montré une lipidation
différentielles des particules de VHE quasi-enveloppées, mettant en évidence une association
des eVHE avec les lipides (13). De plus, des données préalablement acquises par des membres
de I'unit¢ INSERM U1259 MAVIVH en collaboration avec le CIIL (Centre d’Infection et
d’Immunité de Lille) avaient suggéré 1’existence d une colocalisation de 1’apoE et de la protéine
ORF2 du VHE dérivé de culture cellulaire observé en microscopie confocale apres
immunomarquage (données non présentées). Nous avions donc pour objectif de confirmer cette
colocalisation a I’aide d’immunomarquages observés en microscopie confocale. Nous avons
tenté ensuite de démontrer cette interaction entre la protéine ORF2 du VHE et de I’apoE par
des approches de co-immunoprécipitation. Pour ce faire, nous avons exprimé la protéine virale
de facon isolée, mais aussi le génome complet du VHE, dans 2 lignées hépatiques différentes.
Des immunomarquages de 1’apolipoprotéine B ont été réalisés afin de juger de la spécificité de

I’interaction entre la protéine ORF2 et 1’apoE.

4.1. Matériels et méthodes
4.1.1. Matériels

4.1.1.1. Cellules PLC/PRF/5 et Huh7.5

Les lignées cellulaires PLC/PRF/5 et Huh7.5 sont issues de carcinomes
hépatocellulaires humains. La lignée PLC/PRF/5 est une lignée polyclonale alors que les
cellules Huh7.5 sont un sous-clone de la lignée Huh7 isolée d’un patient japonais de 57 ans en
1982 (304). Ces lignées sont adhérentes et cultivées a 37 °C sous 5 % de CO, en milieu DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) GlutaMAX™ (Gibco®, Life Technologie™, Carlsbad,
Californie, Etats-Unis) — 10 % SVF décomplémenté — 1 % Pénicilline/Streptomycine (appelé
DMEM complet). Elles expriment I’apoE de fagon constitutive.

4.1.1.2. Plasmides codant pour la protéine ORF2 ou le VHE complet

Le plasmide pCI-ORF2 de 6 014 pb (Fig. 21a) contient la séquence de la protéine ORF2
de la souche VHE Kernow-C1 de génotype 3 ainsi qu’un géne de résistance a I’ampicilline. Ce
vecteur, concu par Alain Moreau (Ingénieur - INSERM U1259 MAVIVH) et Yannick Tréguier
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(doctorant - INSERM U1259 MAVIVH), a été utilisé pour exprimer la protéine virale de
maniére isolée en cellules hépatocytaires.

Le plasmide pBlueScript SK(+) p6-HEV (Fig. 21b) est un vecteur de 10 422 pb
contenant la séquence compléte du génome de la souche VHE Kernow-C1 de génotype 3 (clone
p6). Cette construction nous a été donnée par S.U. Emerson (Molecular Hepatitis and Hepatitis
Viruses sections, Laboratory of Infectious Diseases, National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Le plasmide code pour les
3 ORFs du VHE ainsi que pour un géne de résistance a I’ampicilline et permet d’obtenir le
génome complet du VHE sous forme d’ARN aprés transcription in vitro a I’aide du kit
mMMESSAGE mMACHINE™ T7 Transcription Kit (Invitrogen, Carlsbad, Californie, Etats-
Unis).

pBlueScript SK(+) p6_HEY % pCI_ORF2

10 422 bp 6014 bp

Figure 21 : (A) Plasmide contenant le génome complet du clone p6 de la souche Kernow-C1 du
VHE. Cette souche appartient au génotype 3 du VHE. L’expression du génome est sous la dépendance
du promoteur du phage T7. Ce plasmide contient aussi une cassette de résistance a ’ampicilline. (B)
Plasmide contenant le géne de la protéine ORF2 du VHE. Ce plasmide contient la séquence de la
protéine ORF2 de la souche de VHE Kernow-C1 de génotype 3 ainsi qu’un géne de résistance a

I’ampicilline. L’expression du géne de la protéine ORF2 est sous la dépendance du promoteur du CMV.

4.1.1.3. Anticorps

Différents anticorps ont été utilisés pour les techniques d’immunoprécipitation et/ou
d’immunofluorescence. Un anti-ORF2 monoclonal de souris (clone 1E6, MAB8002, Millipore

Corporation, Burlington, Massachusetts, Etats-Unis), un anti-apoE polyclonal de chévre
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(AB947, Millipore Corporation, Burlington, Massachusetts, Etats-Unis), un anticorps anti-
apoE monoclonal de lapin, un anti-apoE monoclonal de souris et un anti-p-actine (ab52607,
ab1907 et ab8227, respectivement, Abcam, Cambridge, Royaume-Uni) ont permis la détection
des protéines d’intérét.

Pour la technique d’immunoprécipitation, un anticorps IgG1 de souris (MAB002, R&D
Systems Minneapolis, Minnesota, Etats-Unis), un anticorps 1gG de lapin (AB-105-C, R&D
Systems Minneapolis, Minnesota, Etats-Unis) et un anticorps IgG de chévre (ab21179, Abcam,
Cambridge, Royaume-Uni) ont été utilises comme contrdles isotypiques. Les anticorps
secondaires anti-lIgG de souris, anti-lgG de chévre et anti-IgG de lapin (ab6820, ab6885 et
ab6802, Abcam, Cambridge, Royaume-Uni), tous produits chez I’ane et couplés a la
peroxydase de raifort (HRP), ont été utilisés pour les analyses par Western Blot.

Les anticorps secondaires utilisés pour les techniques d’immunofluorescence étaient
aussi produits chez I’ane. Un anti-IgG de souris couplé & un AlexaFluor 594, un anti-1gG de
chévre couplé a un AlexaFluor 488 et deux anti-1gG de lapin, couplés a un AlexaFluor 405 pour
I’un et un AlexaFluor 488 pour I’autre, ont servi aux immunomarquages (A21203, A11055,

A32790, A32790, respectivement, Invitrogen, Carlsbad, Californie, Etats-Unis).

4.1.2. Méthodes

4.1.2.1. Electroporation des cellules PLC/PRF/5 pour expression du

génome complet du VHE

Les cellules ont été détachées par traitement a la Trypsine-EDTA (Gibco®, Life
Technologie™, Carlsbad, Californie, Etats-Unis) puis récoltées dans du milieu DMEM
complet. Quatre millions cellules ont été centrifugées a 500 g a température ambiante pendant
4 min, les culots ont été repris dans 2 mL de PBS stérile (Phosphate-Buffered Saline, Gibco™,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis), puis a la suite d’une 2°™ étape
de centrifugation identique a la premiere, le culot cellulaire a été repris dans 1 mL de PBS
stérile. Les cellules ont ensuite été électroporées avec 20 pg d’ARN p6-VHE avant d’étre
transférées dans 10 mL de milieu MEM (Gibco™) contenant 2 % SVF, 2 mM L-Glutamine, 1
% NEAA, 100 U/mL Penicilline G, 100 pg/mL Streptomycine, 2,5 ng/mL Amphotericine B et
30 mM MgCl». La suspension cellulaire a été ensemencée dans un flacon T75 et mise a incuber
dans le laboratoire de sécurité biologique de niveau 3 (L3) a 37 °C dans une atmosphere
contenant 5 % de CO.. Apres 24 h d’incubation, le milieu de culture a été renouvelé et remplacé
par le méme milieu contenant cette fois 10 % de SVF. Les cellules ont été récoltées 96 h post-

électroporation pour réaliser les tests de co-immunoprécipitation.
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4.1.2.2. Transfection des cellules PLC/PRF/5 et Huh7.5 avec un

plasmide contenant la séquence de la protéine ORF2 du VHE

Pour la réalisation des tests de co-immunoprécipitation, 4.10° cellules ont été
ensemencées en flacon T75 puis transfectées apreés 24 h de culture. Afin d’obtenir les solutions
de transfections, deux mélanges ont été réalisés : 15 pg de plasmide et 30 pL de JetPEI®
(Polyplus transfection®, Illkirch, France) ont été ajoutés en tubes individuels dans un volume
final de 250 pL de NaCL 150 mM stérile. Le mélange contenant le JetPEI® a ensuite été ajouté
a celui contenant I’ADN et, aprés incubation de 20 min a température ambiante, ajouté dans le
milieu de culture des flacons ensemencés. Six heures post-transfection, le milieu de culture a
été renouvele.

Pour les marquages par immunofluorescence, 150 000 cellules ont été ensemencées par
puits de plaque p12 sur des lamelles de verre de 12 mm de diamétre préalablement stérilisées a
1’éthanol 70 % et lavees 3 fois avec du PBS stérile. Trois méthodes de transfections différentes
ont été réalisées afin de comparer le profil d’expression de la protéine ORF2 et de déterminer
la méthode optimale a utiliser pour la suite du projet. Pour se faire, du JetPEI®, du FUGENE®
(E2311, Promega Corporation, Madison, Wisconsin, Etats-Unis) ou de la lipofectamine
(Invitrogen, Carlsbad, Californie, Etats-Unis) ont été utilisés comme agents de transfection.
Pour obtenir les solutions de transfection finales, des mélanges ont été réalisés comme décrit
dans le tableau I, le contenu du tube 1 étant ajouté dans celui du tube 2. Apres 15 sec
d’homogénéisation puis 20 min d’incubation a température ambiante, les 200 pL de solution
de transfection ont été déposés dans les puits. La plaque a ensuite été incubée a 37 °C sous 5 %
de COg, le milieu a été renouvelé 6 h apres. Les cellules ont ensuite été fixées 24 h post-

transfection.

Agent d_e JetPEI® FUGENE® Lipofectamine
transfection
4 uL de JetPEI® 1 ug de plasmide 1,6 ng de plasmide
Tube 1 +qsp 100 pL de + gsp 100 uL d’Opti- + gsp 100 uL d’Opti-
NaCl MEM™ MEM™
2 g de plasmide 4.8 puL de FUGENE® 4 uL de lipofectamine
Tube 2 +qsp 100 pL de + qgsp 100 uL d’Opti- + qsp 100 uL d’Opti-
NaCl MEM™ MEM™

Tableau I: Composition de la solution de transfection en fonction des agents de transfection

utilisés.
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4.1.2.3. Etude de la co-immunoprécipitation de [’apoE et de la
protéine ORF2

Les cellules PLC/PRF/5 et Huh7.5 ont été lavees avec du PBS stérile puis détachées par
traitement a la Trypsine-EDTA et récoltées avec du milieu DMEM complet. Apres une étape
de centrifugation a 500 g pendant 4 min a température ambiante, le culot cellulaire a été lysé
dans 200 pL de tampon de lyse Triton 1 % - 2 mMM d’un mélange d’inhibiteurs de protéases
(A32963, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Un dosage des
protéines totales du lysat a été réalisé a 1’aide de la trousse Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) dans le surnageant aprés
centrifugation de I’échantillon a 16 600 g, pendant 10 min a 4°C.

Des billes de sépharose couplées a la protéine G (101243, Invitrogen, Carlsbad,
Californie, Etats-Unis) ont été lavées 3 fois par des cycles de centrifugation d’1 min 4 vitesse
maximale et re-suspension dans du PBS. Un mélange de 500 puL de PBS et de 2 pg d’anticorps
isotypiques ou dirigés contre 1’apoE ont été ajoutés aux billes qui ont ensuite été incubées 2 h
sous agitation lente a température ambiante. Les billes ont ensuite été centrifugées puis reprises
en PBS - 5 % BSA (Bovine Serum Albumin, Euromedex, Souffelweyersheim, France),
préalablement filtré sur membrane en acétate de cellulose 0,2 pM (146560, Dutscher,
Bernolsheim, Bruxelles), et incubées 45 min sous agitation a température ambiante afin de
saturer les sites de fixation non-spécifiques. Aprés une nouvelle centrifugation d’1 min a vitesse
maximale, les billes couplées aux anticorps ont été mises en contact avec 300 g de surnageant
de lysat de PLC/PRF/5 ou Huh7.5 transfectées avec le pCI-ORF2 ou 200 ug de surnageant de
lysat de PLC/PRF/5 électroporées avec I’ARN de la souche Kernow C1 p6 du VHE a un volume
final de 500 uL en PBS. Les échantillons ont ensuite été incubés sur la nuit sous agitation a 4
°C. Le lendemain, aprés centrifugation pendant 1 min a vitesse maximale, les échantillons ont
été lavés trois fois en PBS - 0,2 % Triton X100 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, Etats-
Unis).

4.1.2.4. Detection des proteines ORF2, ORF3, apoE et apoB par
Western Blot

Les échantillons issus des diverses immunoprécipitations réalisées ont été repris en
tampon Laemmli (S3401, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis) — 1 % p-
mercaptoéthanol puis chauffés a 96 °C pendant 6 min. Apres centrifugation 1 min a température
ambiante a 8 000 g permettant de dissocier les billes des protéines, les protéines d’intérét ont

été séparées selon leur poids moléculaire par SDS-PAGE (Electrophorése sur gel de
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polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium) sous I’action d’un courant de 50 mA
pendant 1 h 30 sur gel contenant 12 % polyacrylamide (ID-PA0121-015, Eurogentec, Liége,
Belgique) puis transférées sur membrane de polyfluorure de vinylidéne (PVDF, GE Life
Sciences, Amersham, Royaume-Unis) préalablement activée au méthanol pur (Euromedex,
Souffelweyersheim, France). Apres 1 h 30 de transfert en tampon TGS (Tris-glycine-SDS,
Buffered Salin solution, Euromedex, Souffelweyersheim, France) — 0,2 % méthanol (Buffered
Salin solution, Euromedex, Souffelweyersheim, France), les sites de fixation non spécifiques
de la membrane ont été saturés en utilisant du TBS (Tris Buffered Salin solution, Euromedex,
Souffelweyersheim, France) — 5 % BSA — 0,2 % Tween 20 (Euromedex, Souffelweyersheim,
France) pendant 30 min sous agitation lente. La membrane a ensuite été incubée sur la nuit sous
agitation a 4 °C en présence des anticorps primaires dirigés contre les protéines ORF2, apoE et
actine, dilués au 500°™ en tampon de saturation. La membrane a été lavée par 3 incubations de
10 min sous agitation rapide a température ambiante en TBS — 0,5% Tween 20 puis incubée
pendant 1 h avec les anticorps secondaires couplés a I’HRP dilués au 10 000°™ en tampon de
saturation. Aprés 3 nouveaux lavages de 10 min en TBS — 0,5% Tween 20, les protéines
d’intérét transférées sur la membrane ont €té détectées par chimioluminescence a I’aide du kit
SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate ou SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-
Unis).

4.1.2.5. Marquage des protéines ORF2, apoE et apoB par

immunofluorescence

Vingt-quatre heures post-transfection des différentes lignées avec le pCI-ORF2, les
cellules ont éte fixées en PBS - paraformaldehyde 4 % (PFA, Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, Pennsylvanie, Etats-Unis) & température ambiante pendant 20 min puis rincées 3 fois
en PBS. Les cellules ont ensuite été perméabilisées en PBS — 2 % BSA - 0,2 % Triton X100
sous agitation lente pendant 20 min a température ambiante puis les lamelles ont été incubées
en atmosphere humide pendant 1 h avec les anticorps primaires ciblant les protéines d’intérét
ORF?2 et apoE, dilués au 500°™ dans du PBS — BSA 0,2 %. Aprés 10 allers-retours dans 4 bains
de PBS différents, une incubation pendant 1 h a température ambiante avec les anticorps
secondaires couplés a un fluorochrome dilué au 2 000°™ en PBS — BSA 0,2 % a été réalisée.
Aprés une nouvelle etape de lavage dans 4 bains de PBS, les lamelles ont été posées sur lame

de verre a I’aide d’un milieu de montage. Ce milieu de montage était composé de Fluoromount-
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G et 50 % (Southern Biotech, Birmingham, Etats-Unis). La polymérisation du milieu de
montage a été effectuée sur la nuit a 4 °C.

Les lamelles ont ensuite été observees en microscopie confocale a balayage laser haute
résolution (LEICA SP8 gSTED, LEICA, Wetzlar, Allemagne) afin d’observer les cellules. Une
acquisition de piles d'images axiales (Z-stack) a été faites sur 10 cellules par lamelle. Un total
de 3 lamelles par condition (n=3) a été étudié. Les cellules ont été détourées lors de I’analyse
afin d’étudier uniquement les signaux de fluorescences présents dans la cellule sélectionnée.
L’analyse de la distribution des signaux fluorescents de la protéine ORF2 et I’apoE ou de la
protéine ORF2 et de I’apoB a permis de calculer le Coefficient de Corrélation de Pearson (CCP)
moyen, apres moyenne des CCP de chaque Z-stacks par condition. Le CCP exprime I’intensité

et le sens de la relation linéaire (positive ou négative) entre ces 2 signaux, voxel par voxel.

4.2. Résultats
4.2.1. Co-Immunoprécipitation

4.2.1.1. Co-Immunoprécipitation de ’apoE avec la protéine ORF2 en
systeme VHEcc

Pour étudier I’interaction entre 1’apoE et la protéine virale ORF2, des cellules
PLC/PREF/5 ont été électroporées avec I’ ARN de la souche Kernow C1 p6 du VHE (Fig. 21A)
puis récoltées 24 h aprés. Deux cents microgrammes de lysat de cellules ont ensuite été soumis
a une immunoprécipitation avec différents anticorps ciblant 1’apoE. Les produits
d’immunoprécipitation ont été séparés par SDS-PAGE puis transférés sur membrane PVDF et
nos protéines d’intérét ont été marquées avec un anti-apoE polyclonal de chévre purifié, un

anti-ORF2 monoclonal de lapin et un anti-p-actine de lapin (Fig. 22A).

Une bande & 42 kDa correspondant au poids moléculaire de la B-actine (42 kDa) est
visible dans les deux conditions témoins. Son intensité, identique au sein des cellules naives et
électroporées, permet d’attester que la quantité de lysat cellulaire déposée est identique dans
les échantillons. La présence d’une bande a 34 kDa dans les lysats de cellules naives et
électroporées témoigne de 1’expression constitutive de I’apoE dans les PLC/PRF/5 (Fig. 22A).
Cette bande est retrouvée dans les produits d’immunoprécipitation de tous les anti-apoE utilisés.
Cependant, son intensité varie selon les anticorps utilisés. En effet, elle est moins importante
avec I’anti-apoE polyclonal de chevre lorsque I’anticorps n’est pas purifié par rapport au méme

anticorps apres purification et elle est extrémement faible lorsque 1’anticorps monoclonal de
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lapin a été utilise. Cela indique une différence dans la capacité des différents anticorps a
précipiter la protéine d’intérét.

Une bande a 80 kDa dans le lysat de cellules électroporées avec I’ARN de la souche
Kernow C1 du VHE correspondant a la protéine ORF2 indique une expression de la protéine
virale dans le systeme (Fig. 22A). Cette bande est retrouvée a différentes intensités selon les
conditions dans les produits d’immunoprécipitation de I’anti-apoE de chévre (purifié ou non)
et monoclonal de lapin ce qui témoigne d’une co-immunoprécipitation de la protéine ORF2
lorsque 1’apoE est précipitée. La spécificité de cette co-immunoprécipitation est validée par
I’absence de bande a cette masse moléculaire dans les conditions ou des anticorps isotypiques

ont éte utilisés pour réaliser les immunoprécipitations.

4.2.1.2. Co-immunoprécipitation de 'apoE avec la protéine ORF2 en

systeme hétérologue

Un test de co-immunoprécipitation d’apoE et de la protéine ORF2 en systéme
hétérologue a été conduit afin d’étudier I’interaction de 1’apoE et de la protéine ORF2 exprimée
de maniere isolée. Des cellules PLC/PRF/5 ont été transfectées avec le pCI-ORF2 (Fig. 21B),
puis récoltées 24 h aprés transfection. 300 pg de lysat de cellules transfectées ont été
immunoprécipités avec les différents anticorps ciblant 1’apoE. Les produits
d’immunoprécipitation ont été séparés par SDS-PAGE. Les protéines ont ensuite eté transférées
sur membrane PVDF afin de réaliser un marquage avec un anti-apoE polyclonal de chévre
purifié, un anti-ORF2 monoclonal de lapin et un anti-B-actine (Fig. 22B). L’intensité de la
bande correspondant a 1’actine est identique dans les lysats de cellules naives et transfectées,

attestant I’équivalence quantitative des lysats contrdles déposés.

Une bande & 34 kDa dans les lysats de cellules naives et transfectées traduit I’expression
de 1’apoE dans ces cellules (Fig. 22B). Cette bande, présente dans les produits
d’immunoprécipitation de 1’anti-apoE polyclonal de chevre (purifié ou non) et monoclonal de
lapin, indique la précipitation efficace de I’apoE. Cependant, moins d’apoE semble précipiter
avec I’anti-apoE monoclonal de lapin, comme observée lors des co-immunoprécipitation sur
cellules exprimant le génome complet du VHE. Lorsque I’anti-apoE monoclonal de souris a été
utilis¢, aucune bande correspondant a 1’apoE n’a été observée contrairement a celle utilisée
avec le monoclonal de lapin.

L’expression de la protéine ORF2 au sein des cellules est confirmée par la présence

d’une bande a 80 kDa, correspondant au poids moléculaire de la protéine ORF2 dans le lysat

Page 59 sur 86



de cellules transfectées (Fig. 22B). Son expression en systeme hétérologue semble plus faible
qu’en VHEcc. Une bande non spécifique est également présente dans le lysat de cellules naives
a quelques kDas de moins. L’absence de bande a 80 kDa lorsque 1’anti-apoE monoclonal de
lapin ou monoclonal de souris ont été utilisés indique une absence de co-immunoprécipitation
de la protéine. En revanche, une infime bande a 80 kDa est observable lorsque apoE a été
précipitée avec les anticorps polyclonal de chevre (purifié et non-purifi¢). Ce résultat n’est pas
clair et n’a pas pu étre reproduit a I’heure actuelle.
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Figure 22 : Analyse par Western Blot des co-immunoprécipitations anti-apoE en systeme VHEcc
(A) et en systéeme hétérologue (B) sur lignée PLC/PRF/5. La B-actine a été utilisée comme contréle
de charge protéique. Les 2 premiéres pistes correspondent aux échantillons controles : 40 pg de lysat de
cellules naives (CN) (A), 40 pg de lysat de cellules électroporées avec I’ARN de la souche Kernow C1
p6 HEV (CE) (A), 60 g de lysat de cellules naives (CN) (B) et 60 ug de lysat de cellules transfectées
avec le pCI-ORF2 (CT)(B). Deux-cent g de lysat de cellules électroporées (A) et 300 ug de cellules
transfectées (B) ont été immunoprécipités pour chaque condition. Les tests d’ immunoprécipitation ont
été conduits avec différents anticorps ciblant ’apoE : un anti-apoE monoclonal de souris (anti-apoE
MonoMs), un anti-apoE polyclonal de chévre purifié (anti-apoE PolyGt), un anti-apoE polyclonal de
chévre non purifié (anti-apoE PolyGt NP), un anti-apoE monoclonal de lapin (anti-apoE MonoRb). Des
co-immunoprécipitations avec un isotype de souris (isotype IsoMs), un isotype de chevre (isotype IsoGt)

et un isotype de lapin (isotype IsoRb) ont servi de contrdle de spécificité.
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4.2.2. Immunofluorescence

4.2.2.1. Comparaison de différents agents de transfection sur

[’efficacité de transfection

Les cellules PLC/PRF/5 ont été transfectées avec le pCI-ORF2 (Fig. 21B) puis fixées
24 h apres. L’observation des marquages par immunofluorescence de nos protéines d’intérét
ont permis de déterminer quel était I’agent de transfection le plus adapté pour les études de
colocalisation ultérieures entre JetPEI®, FUGENE® et lipofectamine. L’objectif était de
comparer leur impact sur I’efficacité de la transfection et la localisation intracellulaire de la

protéine ORF2.

La présence de marquage spécifique pour chaque condition indique que nos protéines
d’intérét, ORF2 et apoE, sont exprimées quel que soit I’agent transfectant (Fig. 23). Dans
I’ensemble des cellules observées, 1’apoE présente un marquage diffus accentué¢ dans la région
périnucléaire a I’inverse de la protéine ORF2 qui présente différents phénotypes d’expression.
A noter que efficacité de transfection est inférieure a 20 % et que les cellules présentant un
marquage positif a la protéine ORF2 ont un marquage faible d’apoE en regle générale.
L’inverse est aussi observé lorsque 1’apoE est fortement marquée dans les cellules exprimant
la protéine ORF2.

Un marquage de 1’apoE est parfois présent au sein des noyaux lors de transfection en
JetPEI® (Fig. 23A). Ce dernier est présent dans certaines cellules exprimant ou non un
marquage de la protéine ORF2. Cela traduit potentiellement un stress cellulaire lié au protocole
de transfection. Ce phénoméne est retrouvé de maniére moins fréquente dans les cellules
transfectées en utilisant le FUGENE® (Fig. 23B). Trés peu de cellules présentent un marquage
par immunofluorescence 24 h apres transfection en lipofectamine (Fig. 23C).

Malgré ces marquages d’apoE pouvant se retrouver en intranucléaire, une quantité plus
importante de cellules exprimant la protéine ORF2 est observée lorsque la transfection a été

réalisée avec du JetPEI®. Cet agent de transfection a donc été choisi pour les études suivantes.
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Cellules PLC/PRF/5 transfectées par le
plasmide pCI-ORF2
Jour 1 post-transfection en JetPEI®
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Cellules PLC/PRF/5 transfectées par le
plasmide pCI-ORF2
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Figure 23 : Comparaison de différents
agents transfectants sur Defficacité de
transfection et la localisation
intracellulaire de la protéine ORF2. Trois
protocoles de transfection ont été réalisés
avec des agents transfectants différents :
JetPEI® (A), FUGENE®(B) et Lipofectamine
(C). Les cellules PLC/PRF/5 ont été
transfectées avec le plasmide pCI-ORF2 et
utilisées  pour le  marquage  par
immunofluorescence & 24 h post-
transfection. Des cellules transfectées avec
de I’eau ultra stérile servent ici de témoins
négatifs. Un anticorps anti-apoE polyclonal
de chévre purifié et un anti-ORF2
monoclonal de souris clone 1E6 ont été
utilisés pour marquer respectivement 1’apoE
(vert) et la protéine ORF2 (rouge). (barre
d’échelle 25 um).
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4.2.2.2. Etude de la localisation de la protéine ORF2 et de I’apoE en

systeme hétérologue

Les marquages par immunofluorescence ont été effectués sur des PLC/PRF/5
transfectées en JetPEI® et fixées 24 h post-transfection. La protéine ORF2 est marquée
specifiquement avec un anti-ORF2 monoclonal de souris. L’apoE est quant a elle marquée avec
un anti-apoE polyclonal de chévre purifie (Fig. 24A et 24B) ou monoclonal de lapin (Fig 24B
et 24D). Les marquages par immunofluorescence de la protéine ORF2 et 1’apoE sont
observables respectivement en rouge et en vert. Le marquage de 1’apoE par 1’anti-apoE
polyclonal de chevre purifié (Fig. 24A et 24C) est plus diffus que celui obtenu avec 1’anti-apoE
monoclonal de lapin (Fig. 24B et 24D). Cependant, les deux marquages sont majoritairement

présents en zone périnucléaire de la cellule.

Les figures 24A et 24B montrent les 3 marquages distincts mettant en évidence 3 profils
d’expression de la protéine ORF2 retrouvés 24 h apres fixation des PLC/PRF/5. Un marquage
diffus, potentiellement cytoplasmique, de celle-ci est retrouvé majoritairement dans les cellules
transfectées. Il peut aussi €tre retrouvé sous forme de petits amas répartis dans I’ensemble de la
cellule ou regroupés aux abords du noyau traduisant une localisation périnucléaire de la protéine
ORF2. Treés rarement, une saturation du signal a pu étre observée dans 1I’ensemble de la cellule
en raison d’une surexpression de la protéine ORF2 mais aucune étude de colocalisation n’a été

effectuée sur ce profil.

4.2.2.3. Comparaison de la colocalisation de [’apoE et la protéine

ORF2 entre différentes lignées cellulaires hépatiques

L’étude de la colocalisation avec l’apoE a été effectuée aprés marquage par
immunofluorescence sur 2 lignées hépatiques différentes : la lignée polyclonale PLC/PRF/5 et
la lignée monoclonale Huh7.5. Les cellules ont été transfectées en JetPEI® et fixées 24 h post-
transfection.

En lignée Huh7.5, le marquage de la protéine ORF2 est dans 90 % des cas présent aux
abords du noyau traduisant une localisation périnucléaire de la protéine. Quelques cellules
présentant un marquage diffus sont observables de facon minoritaire (Fig. 24C et 24D). Le taux
de transfection des Huh7.5 est moins important que celui des PLC/PRF/5. Environ 20 % des
PLC/PRF/5 présentent un marquage positif pour la protéine ORF2 contre environ 10 % pour
les Huh7.5. Dans ces cellules, I’apoE présente le méme marquage qu’au sein des cellules non
transfectées.
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Une acquisition de piles d'images axiales (Z-stack) a été faites sur 10 cellules
transfectées présentant les marquages de nos protéines d’intérét. Trois lamelles ont été étudiées
par condition (n=3). La colocalisation de la protéine ORF2 et de 1’apoE est traduite par un
cumul des deux signaux, respectivement rouge et vert, donnant du jaune. En lignée PLC/PRF/5,
la colocalisation des deux protéines a lieu dans la région périnucléaire ou de maniére plus
étendue dans la cellule. Le CCP moyen est de 0,64 avec 1’anti-apoE polyclonal de chévre et de
0,62 avec I’anti-apoE monoclonal de lapin (Fig. 24E). En lignée Huh7.5, la colocalisation est
en trés grande majorité observée proche du noyau, dans la région périnucléaire. Pour cette
lignée, le CCP moyen est de 0,50 lorsque I’apoE est marquée par un anti-apoE polyclonal de
chévre et de 0,53 lorsqu’elle est marquée par un anti-apoE monoclonal de lapin (Fig. 24E). Ces
données montrent que dans chaque lignée cellulaire le CCP moyen calculé est proche quel que

soit I’anticorps permettant le marquage de 1’apoE.

Cellules PLC/PRF/5 transfectées par le Cellules PLC/PRF/5 transfectées par le
plasmide pCI-ORF2 plasmide pCl-ORF2
Jour 1 post-transfection en JetPEI® Jour 1 post-transfection en JetPEI®
Marquage avec anti-apoE polyclonal de Marquage avec anti-apoE monoclonal de
chevre purifié lapin
ApoE Protéine ORF2 Merge ApoE Protéine ORF2 Merge

Page 64 sur 86



C D

Cellules Huh7.5 transfectées par le Cellules Huh7.5 transfectées par le
plasmide pCI-ORF2 plasmide pCI-ORF2
Jour 1 post-transfection en JetPEI® Jour 1 post-transfection en JetPEI®
Marquage avec anti-apoE polyclonal de Marquage avec anti-apoE monoclonal de
chevre purifié lapin
ApoE Protéine ORF2 Merge ApoE Protéine ORF2 Merge

Coefficients de corrélation de Pearson moyens (CCP) des tests de colocalisation

0.8 o Marquage anti-apoE Poly Gt en PLC/
PRF/5
0,7
= m Marquage anti-apoE Mono Rb en
0,6 X PLC/PRE/S
Marquage anti-apoE Poly Gt en
o] - e
e 03 B tiun7 s
o
o Marquage anti-apoE Mono Rb en
0,4 O Huh7.5
0,3
0,2
0,1

Figure 24 : Observation en microscopie confocale de la localisation de I’apoE et de 1a protéine
ORF2 en systéeme hétérologue. Les cellules PLC/PRF/5 (A, B) et Huh7.5 (C, D) ont été transfectées
en JetPEI® avec le plasmide pCI-ORF2 et utilisées pour le marquage par immunofluorescence a 24 h
post-transfection. Un anti-ORF2 monoclonal de souris clone a permis le marquage de la protéine ORF2
(rouge). Un anti-apoE polyclonal de chévre purifié (A, C) ou un anti-apoE monoclonal de lapin (B, D)
ont été utilisés pour marquer ’apoE (vert). (barre d’échelle 10um). (D) Le CCP moyen pour la
colocalisation de la protéine ORF2 et I’anti-apoE Poly gt est de 0.64, N=3. Le CCP moyen pour la
colocalisation de la protéine ORF2 et I’anti-apoE Mono Rb = 0.62, N=3. Le CCP pour la colocalisation
de la protéine ORF2 et I’anti-apoE Poly gt en Huh7.5 est de 0.50, N=3. Le CCP moyen pour la
colocalisation de la protéine ORF2 et I’anti-apoE Mono Rb en Huh7.5 est de 0.53, N=3. ApoE =

apolipoprotéine E. Poly gt = Polyclonal de chévre purifié. Mono Rb = Monoclonal de lapin.
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4.2.2.4. Etude de la colocalisation la protéine ORF?2 et de I’apoB en

systeme hétérologue

Des marquages par immunofluorescence de la protéine ORF2 et de ’apoB ont été
effectués sur des PLC/PRF/5 transfectées en JetPEI® et fixées 24h post-transfection afin de
savoir si la colocalisation avec 1’apoE précédemment observée était spécifique de cette
apolipoprotéine. La protéine ORF2 (en rouge) est marquée spécifiquement avec un anti-ORF2
monoclonal de souris et I’apoB (en vert) par un anti-apoB polyclonal de chévre (Fig. 25A). Le
marquage de 1I’apoB est ponctiforme au sein des cellules avec une localisation majoritairement
périnucléaire pouvant s’étendre au reste de la cellule dans certains cas (Fig 25A). Tout comme
observé avec les marquages de 1’apoE, lorsqu’une cellule transfectée présente un marquage
pour 1’apoB, un marquage de la protéine ORF2 de faible intensité est observé et inversement.
Lorsque les deux protéines sont exprimées de maniere équivalente, une colocalisation de nos
protéines d’intérét est observée. La distribution des signaux fluorescents de la protéine ORF2

et I’apoB montre une faible colocalisation traduite par un CCP moyen de 0,32 (Fig. 25B).
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Figure 25 : Observation en microscopie confocale de la localisation de I’apoB et de la protéine
ORF2 en systeme hétérologue. (A) Les cellules PLC/PRF/5 ont été transfectées en JetPEI® avec le
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plasmide pCI-ORF2 et utilisées pour le marquage par immunofluorescence 24 h post-transfection. Un
anti-apoB polyclonal de chévre purifié a été utilisé pour marquer 1’apoB (vert). Un anti-ORF2
monoclonal de souris clone 1E6 et un anti-apoB polyclonal de chévre ont été utilisés pour marquer
respectivement 1’apoB (vert) et la protéine ORF2 (rouge). (barre d’échelle 10 um). (B) Le CCP moyen
pour la colocalisation de la protéine ORF2 et 1’anti-apoB est de 0.32, N=3. ApoB = apolipoprotéine B

4.3. Discussion

L’objectif de ce projet était d’étudier I’interaction entre la protéine de capside du VHE
ORF?2 et I’apolipoprotéine E en systéme de culture VHEcc et en systeme hétérologue exprimant
la protéine ORF2 de maniére isolée. Des résultats préalablement obtenus par I’équipe INSERM
U1259 ont montré une colocalisation de la protéine ORF2 et de I’apoE en systéme VHEcc
permettant d’émettre 1’hypothése que la protéine ORF2 et apoE interagiraient lors de la
morphogenése virale et que 1’apoE serait conservée sur les virions sortant de la cellule. Afin de
confirmer et de caractériser ces résultats, des tests de co-immunoprécipitation et de
colocalisation de I’apoE et de la protéine ORF2 sur du lysat de systéme VHEcc et de cellules

exprimant la protéine ORF2 en systéme hétérologue ont été réalisés.

Nous avons d’abord cherché a confirmer la co-immunoprécipitation de la protéine
ORF2 avec I’apoE, en systéme hétérologue et en VHEcc, en utilisant différents anticorps
capables de capturer 1’apoE. En effet, deux anti-apoE polyclonaux ont été utilisés et leur
capacité a co-immunoprécipiter la protéine ORF2 a été comparée a celle d’anticorps
monoclonaux. L’apoE précipitait en plus grande quantité avec les anticorps polyclonaux anti-
apoE. Ces derniers ciblant plusieurs épitopes de 1’apoE a la fois, il n’est pas étonnant d’observer
une précipitation de la quasi-totalité de 1’apoE présente dans le systéme 1a ou les monoclonaux
ne ciblant qu’un seul épitope peuvent étre limités par 1’acces a cet épitope ou sa disponibilité.
En effet, la zone spécifique ciblée par les anticorps monoclonaux peut déja étre engagée dans
une interaction, étre encombrée stériqguement, ou simplement ne pas étre accessible a cause du
repliement de la protéine selon son association avec d’autres molécules, notamment des lipides.
Il est important de noter que malgré la variabilité d’efficacité de précipitation de I’apoE par ces
différents anticorps, une co-immunoprécipitation de la protéine ORF2 était observée dans
chaque condition a partir du lysat de systeme VHEcc. Une Iégére co-immunoprécipitation a
également pu étre obtenue en systeme hétérologue, cette fois seulement avec les anti-apoE

polyclonaux, mais sans pouvoir étre systématiquement reproduite. La masse moléculaire de la
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protéine ORF2 précipitée avec I’apoE était de 80 kDa, soit celle de 1’isoforme ORF2i décrit
dans la littérature (13). Les tests de co-immunoprécipitation indiquent donc que la forme de la
protéine ORF2 interagissant avec I’apoE est la celle associée aux particules virales neoformées.

En systeme VHEcc, les tests de co-immunoprécipitations ont été réalises 4 jours apres
électroporation et seulement un jour post-transfection en systeme hétérologue. Cette différence
de temps d’étude pourrait expliquer les difficultés a observer une co-immunoprécipitation en
systeme hétérologue. De plus, les autres protéines virales ne sont pas présentes dans ce systéme,
ce qui pourrait ralentir la cinétique d’interaction des deux protéines. En effet, les protéines
ORF1 et ORF3 peuvent jouer un role direct de co-facteur a cette interaction (46), ou indirect
via leurs actions sur d’autres facteurs cellulaires qui pourraient faciliter 1’interaction entre
I’apoE et la protéine ORF2. Ainsi, il serait nécessaire de pouvoir étudier cette co-
immunoprécipitation en ajoutant progressivement les protéines ORF3 et/ou ORFL1 afin de voir

si son efficacité est augmentée, mais aussi de 1’étudier a 48 et 72 h post-transfection.

Nous avons par la suite analysé la colocalisation de nos protéines d’intérét par des
marquages par immunofluorescence suivis d’analyses en microscopie confocale. Dans un
premier temps la comparaison de différents agents de transfection était primordiale afin de juger
de la meilleure méthode de transfection a utiliser pour la suite du projet. En effet, une toxicité
cellulaire importante ou un impact sur 1’expression de nos protéines d’intérét pourrait constituer
un biais dans nos résultats. Il a été observé que 1’agent de transfection exercait une influence
dans un premier temps sur I’efficacité de transfection. En effet, lorsque la lipofectamine a été
utilisée, peu de cellules exprimaient la protéine ORF2 comparé aux deux autres agents de
transfection. L’efficacité de transfection était relativement similaire entre le JetPEI® et le
FUGENE®. Au-dela de I’efficacité de transfection, un impact a été observé sur le marquage de
1’apoE. Suites aux transfections en JetPEI® ou FUGENE®, un marquage intranucléaire de I’apoE
a pu étre observé, dans les cellules exprimant la protéine ORF2 et méme dans les cellules non
transfectées. Cette translocation dans le noyau pourrait dans un premier temps étre engendré
par un stress cellulaire dii a I’emploi des agents de transfection. Il est aussi possible que cette
formation de « granules de stress » engendre un marquage non spécifique dans le noyau.

Pour remedier a leur toxicité, les agents de transfections ont été dilués dans le milieu de
culture avant d’étre déposés sur les cellules, puis le milieu a été changé 6 h apres. Finalement,
le JetPEI® a été sélectionné en tant qu’agent de transfection pour réaliser nos analyses en raison

d’un nombre plus important de cellules transfectées.
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Nous avons ensuite étudie la localisation de la protéine ORF2 et de ’apoE au sein de
différentes lignées cellulaires hépatiques transfectées en JetPEI® et fixée 24 h apres.
L’utilisation d’un anticorps polyclonal de chévre et d’un anticorps monoclonal de lapin ont
permis d’effectuer des analyses de colocalisation en marquant par immunofluorescence
différents épitopes de I’apoE. L’ensemble de 1’apoE marquée par ’anti-apoE polyclonal de
chévre donnait un marquage périnucléaire s’étendant dans la cellule de maniére diffuse quelle
que soit la lignée utilisée. Avec I’anti-apoE monoclonal de lapin, le signal était localisé
majoritairement dans la zone périnucléaire. Comme énoncé précédemment, la différence
d’épitopes ciblés par ces anticorps peut expliquer la différence de marquage. 1l est aussi facile

d’imaginer qu’un anticorps polyclonal puisse engendrer plus de bruit de fond.

Les différents phénotypes d’expression de la protéine ORF2 observés par
immunofluorescence, apres transfection de la lignée polyclonale PLC/PRF/5, attestent de la
présence de différents clones dans cette lignée. En effet, 1’observation de phénotypes
hétérogenes selon les cellules exprimant la protéine ORF2 serait due au caractére polyclonal de
cette lignée. Un marquage diffus était majoritairement observé probablement car le clone
cellulaire donnant ce phénotype d’expression était mieux transfectable ou plus présent dans la
population cellulaire. En lignée Huh7.5, on observe un marquage de la protéine ORF2 proche
du noyau traduisant une expression périnucléaire de cette protéine. Un seul profil d’expression
protéique est attendu en lignée ne comportant qu’un seul clone cellulaire, mais les observations
ont montré une minorité de cellules Huh7.5 présentant une expression de la protéine ORF2 dans
I’ensemble de la cellule. Ceci est probablement li¢ a une dérive de la lignée a travers le temps.
L’expression de la protéine ORF2 semble différente en fonction de la lignée hépatique utilisée.
On pourrait se questionner sur le phénotype d’expression en in vivo dans les hépatocytes lors

d’une infection par le VHE.

En lignée PLC/PRF/5, la distribution des signaux fluorescents de la protéine ORF2 et
de I’apoE montre une colocalisation de ces deux protéines dans certaines cellules mais pas
toutes. Ceci s’explique entre autres par la diversité clonale de la lignée. Le CCP moyen est de
0,64 lorsque le marquage est effectué avec un anti-apoE polyclonal de cheévre et de 0,62
lorsqu’il est effectué avec un anti-apoE monoclonal de lapin. Ces valeurs situées entre 0,6 et
0,7 montrent une corrélation quel que soit 1’épitope de I’apoE ciblé.

Le marquage de I’apoE avec un anti-apoE polyclonal de chevre en Huh7.5 donne un CCP
moyen de 0,50, proche de celui de 0,53 obtenu par un marquage de I’apoE avec un anti-apoE

monoclonal de lapin. Les écarts types montrent que les valeurs sont trés proches de la valeur
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moyenne dd au caractere monoclonal de la lignée et a I’expression identique de la protéine
ORF?2 et de I’apoE dans toutes les cellules. La valeur du CCP moyen suggére une colocalisation
partielle des protéines d’intérét.

Les cellules ont été détourées afin que seuls les marquages dans la cellule positive a la
transfection soient analysés. En effet, de cette maniere les cellules voisines exprimant 1’apoE
constitutivement sont éliminées du calcul du CCP. Pour pallier le bruit de fond engendré par
les anticorps utilisés, il serait intéressant d’effectuer une déconvolution sur les images acquises
afin d'améliorer la résolution et obtenir un résultat plus fidele. De méme, il serait intéressant de
vérifier que la colocalisation ait lieu entre 1’apoE et la protéine ORF2i associée aux virions ou
circulante dans le milieu intracellulaire, ou si elle comprend aussi les formes sécrétées de la
protéine (ORF2s). En effet, dans nos conditions expérimentales il n’est pas possible de faire la
différence entre les protéines ORF2s et ORF2i en immunofluorescence, et la protéine ORF2s
ainsi que le virus complet utilisent les voies de secrétions cellulaires. D’autres outils seraient
nécessaires afin de pouvoir déterminer quelle forme colocalise avec 1’apoE.

Ainsi, plusieurs constructions ont été débutées au cours de ce projet afin de réaliser une
mutation du 1° codon Start sur la séquence nucléotidique du gene codant pour la protéine ORF2
afin de n’exprimer que la forme ORF2i, mais aussi d’ajouter des étiquettes HA (Human
influenza hemagglutinin) en N-terminal et C-terminal de la protéine ORF2. L’utilisation d’un
anticorps anti-HA pourrait permettre de faciliter la détection de la protéine virale lors de nos
tests de co-immunoprécipitation ou d’analyse de colocalisation. Cependant, 1’introduction de
cette étiquette sur la protéine pourrait agir sur son activité et sa distribution intracellulaire.
Aussi, cette étiquette pourrait ne pas étre détectable par les anticorps si les extrémités de la
protéine sont repliées au sein de sa structure tridimensionnelle, ce qui ne permettrait pas
d’effectuer de marquage par immunofluorescence. Ces constructions seront testées
ultérieurement.

Environ 20 % des cellules PLC/PRF/5 éte transfectées, cette proportion était encore plus
faible en Huh7.5. 11 est aussi possible qu’a 24 h post-transfection, les cellules transfectées
n’aient pas produit assez de protéine ORF2 pour obtenir un signal fort en immunofluorescence,
ne facilitant pas leur détection. 1l serait intéressant de réaliser ces marquages a 48 ou 72 h post-
transfection pour savoir si le temps post-transfection influence sur la quantité de cellules
marquées. Aussi, d’autres agents de transfection autres que les trois ayant été testés dans ce
projet pourraient étre plus efficaces, mais leur codt est souvent limitant.

Les cellules exprimant la protéine ORF2 expriment trés peu ou faiblement I’apoE. 1l est
possible que la forte expression de la protéine ORF2 dans les cellules encombre 1’interaction

entre I’anticorps et 1’apoE, ou que la quantité d’apoE exprimée soit affectée par I’expression de
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la protéine ORF2. Cependant, dans les Western-Blots réalisés, la quantité d’apoE semblait
similaire entre les conditions infectées et non infectées. 1l serait possible de réaliser une étude
plus poussée de I’expression d’apoE dans ces conditions pour savoir si la protéine ORF2 aurait

un impact sur cette expression.

Notre étude pose donc les premicres bases d’une interaction entre le VHE et 1’apoE.
Dans le cas d’une confirmation de cette interaction, le VHE serait le troisiéme virus des
hépatites a interagir avec 1’apoE avec le VHB et le VHC (305,306). Nous avons aussi voulu
vérifier si seulement 1’apoE pouvait interagir avec ce virus ou si d’autres apolipoprotéines
pourraient aussi étre engagées dans le cycle cellulaire du VHE. Des marquages par
immunofluorescence de la protéine ORF2 et de I’apoB ont donc été réalisés afin de vérifier si
une colocalisation serait observable. En PLC/PRF/5 fixées 24 h post-transfection avec le pCl-
ORF2, le marquage de I’apoB se présentait plus ponctiforme et localis¢ que celui de I’apoE. La
valeur du CCP moyen était de 0,32, indiquant une faible corrélation des signaux. L’absence de
colocalisation de la protéine ORF2 avec 1’apoB concorde avec ’hypothése que la protéine

ORF?2 interagit spécifiquement avec I’apoE.

Conclusion

Le VHE peut étre retrouvé sous forme nue dans la bile et les féces, ou entourée d’une
bicouche lipidique d’origine exosomale dans le sérum des patients infectés ou le surnageant de
culture cellulaire (VHEcc). Son ARN génomique de polarité positive code pour 3 protéines
différentes dont la protéine de capside ORF2. 1l est probable que le virus interagisse in vivo

avec un ou plusieurs co-facteurs permettant entre autres sa liaison a son réecepteur cellulaire.

Il existe 8 génotypes différents du virus de I’hépatite E dont 4 pouvant infecter ’humain
par transmission oro-fécale ou zoonotique. L’infection est généralement asymptomatique et
spontanément résolutive mais le taux de mortalité reste tout de méme important chez les
femmes enceintes et les sujets immunodéprimeés en raison notamment d’un affaiblissement de

leur systéme immunitaire.
Il n’existe a ce jour aucun traitement spécifique contre I’infection par le VHE, d’ou la

nécessité d’affiner la compréhension de son cycle de multiplication. L’apolipoprotéine E,

synthétisée par le foie, contribue au métabolisme lipidique et pourrait étre impliquée dans la
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morphogénése du virus de I’hépatite E. En effet, des études préliminaires menées par les
membres de 1’équipe ont montré son interaction avec la protéine ORF2 du VHE. L’objectif de
ce projet de these était de caractériser cette interaction au sein de différentes lignées cellulaires

hépatiques.

Lors de cette étude, la colocalisation 1’apoE et de la protéine ORF2 préalablement
observée a été confirmée par une co-immunoprécipitation positive de nos protéines d’intérét en
systeme exprimant le génome complet du VHE et semble indiquer que ce résultat serait
reproductible en systeme exprimant la protéine ORF2 isolée. Cette colocalisation a été
démontrée avec différents anticorps ciblant I’apoE, appuyant sur le caractére spécifique de cette
interaction. Une colocalisation de ces deux protéines dans la région périnucléaire a été observée
dans deux lignées hépatocytaires différentes avec des anticorps monoclonaux et polyclonaux et

n’a pas ¢été observée avec 1’apoB.

Pour poursuivre ce projet, différents temps post-transfection du plasmide pCIl-ORF2
seront testés afin de vérifier si la co-1P peut étre obtenue et confirmer dans ce systeme. De plus,
I’utilisation d’une construction permettant I’expression isolée de la protéine ORF2i permettra
de continuer la caractérisation de I’interaction entre VHE et apoE. Il sera aussi intéressant
d’étudier la colocalisation et la co-IP de la protéine ORF3 avec 1’apoE pour savoir si la
deuxieme protéine structurale du VHE pourrait étre engagée dans cette interaction. Enfin, il
serait intéressant de renouveler cette étude en exprimant les autres génotypes du VHE infectant

’'Homme.

L’identification de I’interaction entre 1’apoE et le VHE permet d’ajouter un co-facteur
cellulaire participant au cycle cellulaire du virus, et pourrait potentiellement, par la suite,

permettre d’identifier une cible thérapeutique specifique pour combattre I’infection par le VHE.
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Caractérisation de I’interaction de la protéine ORF2 du virus de I'hépatite E et de 1’apolipoprotéine
E en lignées hépatiques

RESUME DE LA THESE

Le virus de I’hépatite E (VHE) appartient a la famille des Hepeviridae et comporte un génome a
ARN monocaténaire de polarité positive. 1l est enveloppé d’une bicouche lipidique d’origine
exosomale lorsqu’il est observé a partir de sérum de patients infectés ou de surnageant de culture
cellulaire (VHEcc). Responsable de la majorité des hépatites aigués dans le monde, le VHE constitue
un probléme de santé publique majeur. Il peut provoquer des infections pouvant entrainer le décés
chez les personnes les plus vulnérables notamment les femmes enceintes et les sujets
immunodéprimés. Environ 2 milliards de personnes vivent dans des zones endémiques ou circulent
activement le virus et sont a risque de contracter une infection pour laquelle il n’existe a ce jour
aucun traitement spécifique. A I’instar des virus de ’hépatite B ou C, le VHE pourrait interagir avec
des apolipoprotéines, notamment 1’apolipoprotéine E, lors de son cycle de multiplication. Des
données préalablement acquises par I'unit¢ INSERM U1259 ont suggéré 1’existence d’une
colocalisation de 1’apolipoprotéine E et de la protéine ORF2 du VHE. L’objectif de cette thése était
de caractériser cette interaction au sein de différentes lignées cellulaires hépatiques. Lors de notre
étude, des marquages par immunofluorescence de la protéine ORF2 et de 1’apoE ont montré une
colocalisation de ces 2 protéines. Des tests de co-immunoprécipitation aprés expression du génome
viral complet ou de la protéine ORF2 seule en systéme hétérologue, ont permis de confirmer une
interaction entre cette protéine virale et 1’apoE. Ces données permettent d'améliorer les
connaissances sur le cycle de multiplication du virus et pourraient, par la suite, aider au
développement de traitements spécifiques contre 1’infection par le VHE.
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