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RESUME

Le virus de I'hépatite B (VHB) est le principal agent étiologique responsable du cancer du
foie a travers le monde. Actuellement, il est estimé que 257 millions d’individus sont
chroniquement infectés par ce virus. Parmi ces individus, 17 millions sont également porteurs du
virus de I'hépatite delta (VHD). Le VHD est un virus satellite qui requiert le VHB pour compléter
son cycle de réplication. Une co-infection par les VHB et VHD aggrave significativement les
risques de complications hépatiques chez les patients. Par conséquent, il est crucial de
comprendre les facteurs de I'héte qui favorisent la réplication de ces virus et I'établissement de
leur chronicité. L’infection virale provoque un stress cellulaire qui pourrait induire différents
processus biologiques tels que 'autophagie et la sécrétion des exosomes.

Dans une premiére partie, nous avons analysé I'impact de la réplication de VHB et VHD
sur 'autophagie. Nous avons étudié I'implication du processus autophagique dans le cycle de
réplication du VHD en cas de mono-expression ou de co-expression avec le VHB. Nos résultats
montrent que les protéines HBx et S-AgHBs induisent I'autophagie. De plus, les deux isoformes
de l'antigéne delta (AgHD), S-AgHD et L-AgHD, provoquent 'accumulation des autophagosomes
et perturbent le flux autophagique. Nous avons exploité la technologie « CRISPR-Cas9 » pour
générer des cellules « knockout » pour différents genes autophagiques. Nos résultats montrent
gue la machinerie autophagique, spécifiguement les protéines impliquées dans les étapes
d’élongation des autophagosomes, soit ATG7, ATG5 et LC3, est importante pour la sécrétion des
virions du VHB. Cependant, la réplication intracellulaire du génome du VHB n’est pas affectée. |l
est intéressant de noter que l'inhibition d’expression d’ATG5 provoque une diminution du niveau
d’ARN viral intracellulaire du VHD. En revanche, dans les mémes conditions, nous n’avons pas
observé un effet additionnel sur la sécrétion du VHD (cette étude a été publiée dans « Journal of
Virology »).

Dans une seconde partie, nous avons étudié la possible transmission du VHD,
indépendante du VHB, a travers les exosomes. Ainsi, nos résultats montrent que I'expression de
protéines du VHD seules ou en association avec 'ARN du VHD (RNP) provoque une
augmentation de la concentration des vésicules extracellulaires. De plus, nous avons constaté
gue les exosomes isolés des cellules qui expriment la ribonucléoprotéine, la S-AgHD et la L-
AgHD contiennent I'AgHD sous les deux isoformes. |l était intéressant de montrer que les cellules
Huh7 naives incubées avec des exosomes purifiés de cellules qui expriment la ribonucléoprotéine
accumulent 'ARN viral du VHD dans la cellule.

En conclusion, d’'une part, nous avons mis en évidence que les deux virus VHB et VHD
profitent de la machinerie autophagique pour assurer leurs cycles de réplication. D’autre part,
nous avons découvert que les composantes virales du VHD se retrouvent dans les exosomes.
Par conséquent, le VHD pourrait propager entre les hépatocytes en absence du VHB et il pourrait
aussi propager dans les PBMCs pour moduler la réponse immunitaire.

Mots clés : VHD ; VHB ; autophagie ; exosomes



ABSTRACT

The hepatitis B virus (HBV) is the main etiological agent responsible for liver cancer
worldwide. Currently, it is estimated that 257 million people are chronically infected with this virus.
Among those people, 17 million are also carriers of the hepatitis Delta virus (HDV). The HDV is a
satellite virus that requires HBV to complete its replication cycle. Co-infection with HBV and HDV
increases significantly the risk of liver complications in patients. Therefore, it is crucial to
understand the host factors that promote the replication of these viruses and the establishment
of their persistence. The viral infection causes cellular stress which could induce various cellular
processes such as autophagy and the secretion of exosomes.

In the first part, we analyzed the impact of HBV and HDV replication on autophagy. We
studied the implication of the autophagic process in the replication cycle of HDV in case of mono-
expression or co-expression with HBV. Our results show that HBV proteins HBx and S-HBsAg
induce autophagy. In addition, the two isoforms of the delta antigen (HDAg), S-HDAg and L-
HDAg, cause the accumulation of autophagosomes and disrupt the autophagic flux. We exploited
«CRISPR-Cas9» technology to generate «knockout» cells for different autophagic genes. Our
results show that the autophagic machinery, specifically the proteins involved in the stage of
elongation of the autophagosomes, namely ATG7, ATG5 and LC3, are important for the secretion
of HBV virions. However, intracellular replication of the HBV genome is not affected. Interestingly,
inhibition of ATG5 expression causes a decrease in the level of intracellular HDV RNA in our cell
model. However, under the same conditions, we did not observe an additional effect on the
secretion of HDV (This study was published in «Journal of Virology»).

In the second part, we studied the putative transmission of HDV, independent of HBV,
through exosomes. Our results show that the expression of HDV proteins, only or on association
with the HDV RNA (RNP) causes an increase in the concentration of secreted extracellular
vesicles. In addition, we found that exosomes isolated from cells that express HDV proteins (S-
HDAg and L-HDAQ) separately or on association with HDV RNA (RNP) harbor the two isoforms
of HDAg. It was interesting to show that naive Huh7 cells incubated with purified exosomes from
cells that express RNP accumulate the viral RNA of HDV within the cell.

In conclusion, on the one hand, we have highlighted that the two HBV and HDV viruses
take advantage of the autophagic machinery to ensure their replication cycles. On the other
hand, we discovered that the viral HDV components are found in the exosomes. Therefore,
HDV could propagate to other hepatocytes in the absence of HBV or it could enter PBMCs cells
to modulate the immune response.

Keywords: HDV; HBV; autophagy; exosomes
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION



1 LE VIRUS DE L’HEPATITE B

1.1 Historique

En 1965, Baruch Samuel Blumberg et son collaborateur Harvey Alter ont découvert la
présence d’'un nouvel antigene dans de nombreux échantillons parmi une collection de sérums.
Cet antigéne était frequemment observé dans les sérums d’aborigénes australiens. Par
conséquent il était appelée l'antigene Australia (AgAu) (Blumberg et al., 1966). Au début,
Blumberg a cru que I'AgAu était une protéine sérique polymorphique. Plus tard, différentes
évidences ont permis a Blumberg d’établir une corrélation directe entre la présence de 'AgAu et
l'infection par le virus d’hépatite B (VHB). Cette corrélation a été confirmée par des travaux
d’autres équipes qui ont confirmé que 'AgAu est un marqueur de I'hépatite B aigué ou chronique
et qui peut étre présent méme chez des porteurs sains (Prince, 1968). En 1970, par microscopie
électronique, Dane et son équipe ont découvert la présence d’une particule de 42 nm de diameétre
en plus de 'AgAu. Cette particule est connue aujourd’hui sous le nom «particule de Dane» et
constitue la particule infectieuse du VHB (Dane et al., 1970). L’AgAu est aujourd’hui connu sous
le terme d’antigéne de surface du VHB (AgHBSs) (Gerlich, 2013).

En 1974, il fut démontré que le génome viral était constitué d’ADN (Robinson et al., 1974)
et celui-ci fut séquencé en 1978 par trois différentes équipes qui sont, Pierre Tiollais (Paris),
William Rutter (San Francisco) et Kenneth Murray (Edinburgh) (Charnay et al., 1979; Pasek et
al., 1979; Valenzuela et al., 1979).

1.2 Transmission et Epidémiologie du VHB

La transmission du VHB se fait généralement par voie parentérale verticale (périnatale) de
la meére a I'enfant, ou horizontale par le biais de sang contaminé a la suite d’'une pigQre avec une
aiguille contaminée (utilisateurs de drogue par intraveineuse, le tatouage, le piercing), et
I'exposition au sang ou a d’autres fluides corporels infectés tels que la salive et les sécrétions
vaginales (World Health Organisation, 2019b). Chez un patient adulte, l'infection devient
chronique dans seulement 5% des cas. Cependant, I'infection durant I'enfance peut engendrer
une infection chronique dans 95% des cas (World Health Organisation, 2019b). Selon
'Organisation mondiale de la Santé, la prévalence du VHB la plus élevée est observée dans la

région pacifique occidentale (6,2% des adultes infectés) et en Afrique (6,1% des adultes infectés)



(World Health Organisation, 2019b). Le pourcentage de la population infectée par le VHB est de
3,3% dans la région de la méditerranée orientale. Il est de 2% dans la région de I'Asie du Sud-
Est. Cependant, il est de 1,6% en Europe et de 0,7% en Amérique du Sud et Amérique du Nord
(World Health Organisation, 2019b) (Figure 1.5A).

Au Canada, I'hépatite B est une maladie a déclaration obligatoire (Gouvernement du
Canada, 2020) avec un taux de cas déclarés d’infection aigué en 2017 de 0,5 par 100.000
habitants (Gouvernement de canada 2017). |l a été noté que durant la période entre 2005 et 2013
ce taux a diminué de 1 & 0,5 par 100.000 habitants. Egalement, le taux global d’hépatite B
chronique a diminué de 13,6 a 12 par 100.000 habitants pour la période entre 2009 et 2013. Ces
améliorations sont dues principalement a limplantation d’'un programme de vaccination
universelle dans tout le territoire canadien depuis le début des années 1990 (Coffin et al., 2018;
Delage & Carter, 1992)

1.3 Classification du VHB

Le VHB appartient a la famille des Hepadnaviridae. Selon I'espéce héte du virus et les
différences phylogénétiques, cette derniere se scinde en deux genres. Le genre des
orthohepadnavirus qui infectent les mammiferes et le genre des avihepadnavirus qui infectent les
oiseaux (Dandri & Peterson, 2018) (Tableau 1.1).

Tableau 1.1: Les virus de la famille des Hepadnaviridae

Virus Ho6te naturel Genre
HBV Humain
WHV Marmotte américaine .
: i i Orthohepadnavirus
GSHV Ecureuil fouisseur
ASHV Ecureuil arctique
WMHBV Singe Laineux
DHBV Canard de Pékin
HHBV Héron cendré ) .
i i i Avihepadnavirus
SGHBV Oie de Ross et Oie des neiges
STHBV Cigogne
CHBV Gruidés




De plus, trois espéces d’hepadnavirus apparentées antigéniquement au VHB humain ont été
identifiées chez les chauves-souris. Ces virus sont également capables d’infecter les hépatocytes
humains (Drexler et al., 2013).

1.4 Pathogenese du VHB

Le VHB peut entrainer une infection aigué ou une infection chronique. Lors d’une infection
chronique, le virus est alors 'agent étiologique de maladies hépatiques de sévérités diverses

allant de I'hépatite chronique jusqu’a la cirrhose et au carcinome hépato-cellulaire (CHC).

e Infection aigué : c’est une infection considérée généralement bénigne. Dans la plupart des
cas, plus particuliérement chez les enfants, l'infection aigué est asymptomatique. Le
diagnostic d’une infection primaire est basé sur la détection de 'AgHBs dans le sérum du
patient aprés une période d’incubation de 4 a 10 semaines. La virémie est généralement
importante (10° a 10%° virions par ml) (Ribeiro et al., 2002). L’AgHBs persiste pour 1-5
mois, puis commence a disparaitre accompagné par une amélioration et résolution des
signes clinigues. Une fois guéri, le patient développe des anticorps anti-HBs qui sont
considérés des marqueurs fiables de guérison et de développement de limmunité
(Hoofnagle, 1981). Le systéme immunitaire produit aussi une quantité élevée d’anticorps
anti-HBc (protéine de la capside) (Hoofnagle, 1981). Il est important de mentionner que
dans le cas d’infection résolutive caractérisée par la disparition des marqueurs viraux et
'apparition des anticorps (anti-HBs, anti-HBc), des traces d’ADN viral sont détectables
dans le sang par PCR pendant plusieurs années, méme a vie (Prince et al., 2001). Dans
1% a 5% des cas, les patients adultes avec une infection aigué développent une infection
chronique (Likhitsup & Lok, 2019).

e Infection chronique: linfection par le VHB est considérée chronique quand I'AgHBs
persiste dans le sérum du patient pendant 6 mois ou plus (Seeger & Mason, 2000). Le
risque de développer une infection chronique dépend principalement de I'dge auquel
l'infection est survenue. En effet, chez le nouveau-né la chronicité est systématique, alors
gue pour un enfant 4gé entre 1 et 4 ans, la probabilité de la chronicité est de 30 %.
Cependant, elle est de 1% a 5 % pour les adultes (Lamontagne et al., 2016; Martinot-
Peignoux et al., 2002; McMahon et al., 1985). Chaque patient infecté chroniquement par
le VHB peut avoir des manifestations cliniques différentes. Ainsi I'infection chronique peut

avoir différentes phases cliniques. Ces derniéres sont les suivantes :



e Tolérance immunitaire : caractérisée par un titre élevé d’ADN viral, détection de
'AgHBe (Antigene « e » du VHB) et 'AgHBs et un niveau normal d’alanine
aminotransférase (ALAT) (Li et al., 2020a; Likhitsup & Lok, 2019).

e Clairance immunitaire : le titre d’ADN viral est assez variable (élevé, faible, a non
détectable). Cette phase est caractérisée par la détection d’une inflammation et la
présence de 'AgHBe. L’apparition de I'anticorps anti-HBe durant cette phase est
associée a une diminution de risque de développer une cirrhose ou un carcinome
hépato-cellulaire (Liaw, 2009).

e Porteur inactif d’AgHBs : cette phase est définie par une présence élevée d’anti-
HBe accompagnée par une disparition de 'AgHBe. De plus, elle est caractérisée
par une séroconversion de I’AgHBs en anti-HBs et un niveau tres faible presque
non détectable de niveau sérique d’ADN viral. Cette phase est associée a une
évolution clinique favorable et peut durer indéfiniment. Elle peut, chez certains
individus, aboutir a une phase de réactivation (Lamontagne et al., 2016; Yim &
Lok, 2006).

e Reéactivation : la réplication virale du VHB reprend soit spontanément, soit a la
suite d’une suppression immunitaire (Yim & Lok, 2006). La réactivation est divisée
en trois phases. La premiere phase est l'initiation de la réactivation suivie par une
augmentation soudaine de la réplication du VHB dans le cas de chimiothérapie ou
apres un traitement avec un immunosuppresseur. La quantité d’ADN du VHB dans
le sérum augmente 10 fois par rapport le niveau basal (Guo et al., 2018). De plus,
I’AgHBe peut étre redétecté chez les patients AgHBe négatif (Guo et al., 2018). La
deuxiéme phase commence suite a une diminution de la quantité administrée de
limmunosuppresseur ou un arrét de traitement et elle est caractérisée par une
augmentation significative de niveau d’ALAT alors que I'ADN viral sérique
commence a diminuer (Guo et al., 2018). La troisieme phase correspond a la
période de rétablissement durant laquelle 'ADN viral attient le niveau basal
(Hoofnagle, 2009). Sur le plan clinique, les patients pendant la phase de
réactivation ne vont pas forcement expérimenter un ordre séquentiel de ces trois

phases (Hoofnagle, 2009).

L’infection au VHB engendre non seulement une infection aigué ou chronique, mais elle est
considérée comme un facteur important de développement de cirrhose et de carcinome hépato-

cellulaire. En effet, en absence de traitement antiviral, le taux d’incidence annuel du



développement de cirrhose est de 2% a 6% chez les patients AgHBe positifs et de 8% a 10%
chez les patients AgHBe négatifs (Likhitsup & Lok, 2019). Le risque annuel de développer un
carcinome hépato-cellulaire est de 2% a 5% chez les patients ayant une cirrhose alors qu’il est
inférieur a 1% chez les patients sans cirrhose (Fattovich et al., 2008; Li et al., 2020a; Likhitsup &
Lok, 2019)

e Carcinome hépatocellulaire :

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est considéré le sixieme cancer le plus répandu
(Chaturvedi et al., 2019) et la quatrieme cause de déces parmi tous les cancers dans le monde
avec 782,000 déces pour 2018 (Bray et al., 2018; Rawla et al., 2018). Il est estimé que le nombre
de déces, incluant les deux sexes et tous les groupes d’age, lié au cancer du foie atteindra
1,284,252 pour I'année 2040 (Rawla et al., 2018). Le risque de développer un CHC pour un
patient chroniqguement infecté par le VHB est 100 fois plus élevé que pour le sujet non infecté
(Beasley, 1988; Budzinska et al., 2018). Les mécanismes moléculaires et cellulaires qui
conduisent au CHC restent peu connus, cependant plusieurs facteurs ont été proposés. Ces
facteurs consistent en la régénération cellulaire massive suite a la destruction des hépatocytes,
l'intégration d’ADN viral du VHB dans le génome de la cellule héte et des facteurs viraux tels que

la protéine X (HBx) (Lamontagne et al., 2016).

1.5 Structure des particules virales

Le VHB a une capacité a former plusieurs types de particules virales y compris les particules
de Dane (Dane et al., 1970) (virions matures infectieux) et les particules sous virales (PSV)

sphériques ou filamenteuses (Kaplan et al., 1976) (Figure 1.1).

1.5.1 Particule de Dane

Les particules de Dane sont des particules de 42 nm de diameétre (Dane et al., 1970) (Figure
1.1). Elles correspondent aux virions matures infectieux (Blumberg, 1977). Chez certains patients,
la concentration peut atteindre 10%° virions par ml dans un sérum infectieux (Bruss, 2007). Ces

particules sont formées :

- D’une enveloppe lipoprotéique externe dans laquelle sont ancrées les trois protéines
d’enveloppe du virus (Heermann et al., 1984). Ces protéines jouent un réle important dans
la morphogenése et I'infection du VHB (Bruss & Ganem, 1991; Bruss et al., 1996; Bruss

& Thomssen, 1994; Gripon et al., 1995). Les trois protéines d’enveloppe sont toutes des



antigenes de surface du VHB (AgHBs) (Heermann et al., 1984) et seront appelées dans
la suite de ce document respectivement S-AgHBs, M-AgHBs et L-AgHBs (S pour « small
», M pour « medium », et L pour « large ») (Figure 1.1) ;

- D’une nucléocapside icosaédrique qui a un diamétre de 27 nm (Figure 1.1) (Wei et al.,
1996) ;

- D’un génome viral associé de facon covalente a la polymérase virale (Figure 1.1)
(Bartenschlager & Schaller, 1988; Gerlich & Robinson, 1980).

1.5.2 Particules sous virales sphériques et filamenteuses

Les particules sous virales (PSV) sont sécrétées sous forme sphérique ou filamenteuse.
Ces particules ont le méme diametre de 22 nm, mais de longueur variable (Heermann et al.,
1984). Ces particules ne contiennent pas la nucléocapside du virus. Donc elles sont non
infectieuses et sont composées des protéines de surface S-AgHBs, M-AgHBs et L-AgHBs du
VHB (Bruss, 2007) (Figure 1.1).

Selon le modele actuel, les particules sous virales filamenteuses seraient sécrétées,
comme les virions du VHB, a travers les corps multi-vésiculaires (MVB) (Watanabe et al., 2007).
Alors que, les particules sous virales sphériques composées majoritairement de la S-AgHBs
transitent par le ERGIC pour «ER-Golgi intermediate compartment » et sont secrétées a travers
la voie de sécrétion classique (Jiang et al., 2015). Il a été montré gue la diminution drastique de
la production des particules sous virales n’influence pas la sécrétion des particules infectieuses

(particule de Dane) (Garcia et al., 2009).

Dans le sérum des patients infectés par le VHB, les PSV sont de 1000 a 100000 fois plus
abondantes que les virions (Chai et al., 2008). La fonction biologique suggérée pour les PSV en
exces est principalement d’ordre immunitaire. Ainsi, les PSV saturent le systéme immunitaire et
empéchent la neutralisation des virions par les anticorps ce qui favorise la rencontre entre les
virions et leur cellule cible (Chai et al., 2008; Patient et al., 2009; Prange, 2012).
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Figure 1.1 : Image de microscopie électronique et représentation schématique des particules virales
Les particules sous virales (sphériques et filamenteuses) et la particule infectieuse (particule de Dane) sont

désignées. La particule de Dane est formée de I'enveloppe, composée de trois protéines d’enveloppe S,
M et L, la nucléocapside et le génome qui est lié a la polymérase virale de fagon covalente. Les particules
sous virales représentent la fraction majeure des particules virales d’'un sérum infectieux.

Madame Lucifora m’as permis aimablement de mettre cette figure dans ma thése (Lucifora, 2008)

1.6 Le génome du VHB

Le génome du VHB est extrémement compact. En effet, I'une des singularités du VHB est

gue tous les cadres de lecture ouverts (ORF) se chevauchent et que tous les nucléotides du
génome sont codants (Galibert et al., 1979; Kassab, 2014). Le génome est composé d’un ADN
circulaire de 3,2 kb partiellement double brin appelé ADN circulaire et relaché (ADN-rc) (Figure
1.2) (Seeger & Mason, 2000).
Le brin négatif de 'ADN-rc est complet et li€, par son extrémité 5’, & la polymérase virale par un
lien phosphotyrosine (Zoulim & Seeger, 1994). Le brin positif est incomplet et s’étend sur les 2/3
du génome avec une extrémité 3’ de longueur variable (Delius et al., 1983; Summers et al., 1975)
(Figure 1.2).



Pré-S2 r ORF des protéines d’enveloppe

S

P : ORF de la polymérase

Pre-C/C : ORF de la protéine de la capside et de 'AgHBe
: ORF de la protéine X

- 1 brin d’ADN de polarité négative
+ : brin d’ADN de polarité positive

| DR1 et DR2 : séquences directement répétées
Enhanceur : régulateur de la transcription

TATAA : signal de polyadénylation

Les transcrits du VHB et leur taille sont indiqués par des

fleches noires pour les ARN sous génomique et par une
. 3,5 kb fleche marron pour 'ARN prégénomique

Figure 1.2 : Représentation schématique du génome du VHB
La légende de la figure est présentée a droite du schéma du génome du VHB.
Madame Lucifora m’as permis aimablement de mettre cette figure dans ma these (Lucifora, 2008).

Le génome du VHB est formé de 4 ORF codants pour 7 protéines virales :

o

ORF Pré-S1/Pré-S2/S : contient 3 codons d’initiation ATG et code pour les 3
protéines d’enveloppe (L-AgHBs, M-AgHBs, S-AgHBs). Ces trois protéines
partagent la méme extrémité C-terminale, le domaine S (Figure 1.2) (Valenzuela
etal., 1979)

ORF P : il est le plus long des ORF et recouvre 80% du génome. Il contient le géne
codant pour la polymérase virale et chevauche au moins partiellement tous les
autres ORF du virus (Figure 1.2) (Bartenschlager & Schaller, 1988; Bosch et al.,
1988).

ORF Pré C/C : contient 2 codons d’initiation ATG permettant la synthése de la
protéine de la capside (AgHBc) et la protéine HBe (AgHBe) (Figure 1.2) (Pasek et
al., 1979; Takahashi et al., 1980; Will et al., 1987).

ORF X : le plus petit des ORF code pour la protéine HBx (Figure 1.2) (Guo et al.,
1991; Rossner, 1992).

Il existe également des éléments de régulation de la transcription et de la réplication dans

le génome viral (2 régulateurs de la transcription appelés « Enhancer 1 » et « Enhancer 2 », 4

promoteurs, un signal de polyadénylation unique utilisé pour 'ensemble des ARN du VHB, et un



signal d’encapsidation) (Antonucci & Rutter, 1989; Billet et al., 1995; Junker-Niepmann et al.,
1990; Su & Yee, 1992; Yen, 1993) (Figure 1.2). De plus, les deux brins du génome viral possédent
deux séquences identiques répétées de 11 nucléotides nommées DR1 et DR2, pour « direct
repeat » en position 1 et 2, respectivement (Figure 1.2). Elles sont impliquées dans la réplication
du génome (Lien et al., 1987; Molnar-Kimber et al., 1984; Seeger et al., 1986; Will et al., 1987) et

leur réle sera détaillé plus loin.

- Les transcrits viraux du VHB :

Une fois dans le noyau de la cellule infectée, TADN-rc partiellement bicaténaire est réparé
pour donner naissance a un ADN circulaire double brin super enroulé nommé I'ADNccc. Ce
dernier sert de matrice pour la transcription des ARN viraux. Tous les transcrits générés sont
coiffés et polyadénylés. Le génome du VHB contient un site unique de polyadénylation qui est
utilisé pour tous les transcrits (Perfumo et al., 1992; Simonsen & Levinson, 1983). On distingue

5 transcrits :

o Deux transcrits d’approximativement 3,5 kb incluant 'ARNpg et 'ARNprécC.
L’ARNpg code pour 'AgHBc et la polymérase. L’ARNpréC code pour la protéine
précore (précurseur de 'AgHBe sécrété). Ces deux ARN ont une extrémité 3’
commune, mais different par leur extrémité 5’, et sont par conséquent, de taille
Iégérement différente (Figure 1.2) (Billet et al., 1995) ;

o Un transcrit de 2,4 kb codant pour la grande protéine de surface L-AgHBs (Figure
1.2) (Imazeki et al., 1987; Valaydon & Locarnini, 2017; Yokosuka et al., 1986);

o Un transcrit de 2,1 kb comportant des micro-hétérogénéités en 5’ codant pour les
protéines M-AgHBs et S-AgHBs (Figure 1.2 et 1.3) (Zhou & Yen, 1991) ;

o Un transcrit de 0,7 kb codant pour la protéine HBx (Figure 1.2) (Treinin & Laub,
1987).

1.7 Les protéines du VHB

1.7.1 Protéines d’enveloppe

Les protéines L-AgHBs, M-AgHBs et S-AgHBSs constituent les trois protéines de surface du
VHB (nommées aussi protéines d’enveloppe). Elles partagent toute la méme extrémité C-
terminale, mais different par leurs extrémités N-terminale. La protéine S-AgHBs est formée du
seul domaine S, M-AgHBs est formée des domaines Pré-S2 et S, et L-AgHBs est formée des

domaines Pré-S1, Pré-S2 et S (Figure 1.3). C’est au niveau de la membrane du réticulum
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endoplasmique (RE) que ces protéines sont synthétisées. Les protéines M-AgHBs et S-AgHBs
contiennent 4 domaines transmembranaires. Ces domaines sont insérés dans la membrane du
RE. Alors que, I'extrémité N-terminale de la protéine L-AgHBs posséde deux topologies
membranaires distinctes. Sa région N-terminale est initialement localisée a la face cytoplasmique
du RE et permet le recrutement des nucléocapsides du VHB. Il est estimé que par la suite, le
domaine Pré-S est transloqué a ~50 % dans la lumiére du RE et se retrouve a la surface des
virions sécrétés (Bruss et al., 1994). Cette topologie externe du domaine Pré-S est nécessaire
pour I'interaction avec le récepteur cellulaire NTCP qui permet I'entrée dans la cellule héte (Wu
et al., 2018; Yan et al., 2012).

Les trois protéines d’enveloppe sont présentes dans différentes proportions
dépendamment du type de particule du VHB. En effet, la protéine S-AgHBs est considérée
comme étant présente en quantité majoritaire dans I'enveloppe des virions et des particules sous
virales (Prange, 2012). Alors que la protéine L-AgHBs est exprimée principalement dans les
virions et les particules filamenteuses (Neurath et al., 1986). La protéine M-AgHBs est exprimée
dans la méme proportion pour toutes les différentes particules virales du VHB (Patient et al.,
2008).

Le domaine S des AgHBs est N-glycosylé au niveau du résidu asparagine 146 dans ~50%
des cas. Cette glycosylation partielle semble due a un défaut d’accessibilité a la machinerie de
glycosylation (Julithe et al., 2014). La protéine S-AgHBs, formée du seul domaine S est
nécessaire et suffisante pour la formation et la sécrétion spontanées des particules sous virales

sphériques en absence de tous autres facteurs viraux (Dubois et al., 1980; Moriarty et al., 1981).

Le role de la protéine M-AgHBs dans le cycle viral du VHB n’est pas bien défini. Des études
ont montré que cette protéine n’est pas nécessaire a la réplication, a la morphogenése des
virions, a la sécrétion et a l'infection in vitro et in vivo (Bruss & Ganem, 1991; Fernholz et al.,
1993; Fernholz et al., 1991). Cependant, d’autres travaux in vitro ont montré que I'absence
d’expression de la protéine M-AgHBSs réduit la sécrétion des virions (Garcia et al., 2009; Huang
et al., 2005; Patient et al., 2009; Wu et al., 2018; Zhao et al., 2017).

De plus, I'étude de (Zhao et al., 2017) a montré que la protéine cellulaire céruloplasmine
interagit avec la M-AgHBs. Cette interaction provoque une diminution dans la production des
virions extracellulaires. La céruloplasmine est principalement produite et secrétée par les

hépatocytes, et elle est impliquée dans le métabolisme de fer (Yang et al., 1990).
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Figure 1.3 : Transcription et expression des protéines de surface du VHB

Les trois protéines de surface ou d’enveloppe du VHB (L-AgHBs, M-AgHBs et S-AgHBs) sont traduites a
partir de deux ARNm différents : la L-AgHBs est codée par I'ARN sous-génomique de 2,4 kb initié par le
promoteur preS1 ; La M-AgHBs et la S-AgHBs sont codées par 'ARN sous-génomique de 2,1 kb a micro-
hétérogénéité 5' et initié par le promoteur preS2. Les trois protéines d’enveloppe partagent la méme
extrémité C-terminale, mais elles ont différentes extrémités N-terminale. D’ou, la L-AgHBs contient les
domaines preS1 + preS2 + S (389 ou 400 résidus d’acide aminé), la M-AgHBSs contient les domaines preS2
+ S (281 résidus d’acide aminé) et la S-AgHBs contient uniquement le domaine S (226 résidus d’acide
aminé) Adapté de Wu et al., 2018.

1.7.2 Protéine HBx

La protéine HBXx issue du gene ORF X est la plus petite protéine du VHB. Elle a un poids
moléculaire de 17 kDa. La HBx est une protéine non structurale et possede une activité trans-
activatrice. Elle module ainsi des génes viraux et cellulaires (Slagle & Bouchard, 2016). Sa
localisation dans la cellule n’étant pas bien délimitée, elle est détectée dans le cytoplasme et
dans le noyau (Bouchard & Schneider, 2004). La protéine HBx est multifonctionnelle et son rdle
dans la réplication du VHB a été confirmé in vitro et in vivo (Slagle & Bouchard, 2016). Elle est
oncogénique ainsi elle participe au développement du CHC (Chaturvedi et al., 2019). De plus elle
a un rble clé dans l'apoptose (Lamontagne et al., 2016). Par ailleurs, comme discuté plus loin

dans ce document (section 8.3), la protéine HBx est impliquée dans I'autophagie.
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1.8 Le cycle de réplication du VHB

Le VHB infecte et se réplique dans les hépatocytes. Cependant, son ADN et son ARN ont

été également détectés dans d’autres types cellulaires tels que les PBMCs, la moelle osseuse,

le pancréas, les reins, la rate, le cceur, la peau ou encore les ovaires (Seeger & Mason, 2000).

Les étapes du cycle de réplication dans le foie sont présentées dans la figure ci-dessous et

explicitées dans la légende (Figure 1.4).
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Figure 1.4: Représentation schématique du cycle de réplication du VHB
Le schéma représente le cycle de réplication du VHB. (A) Attachement et entrée du VHB. (B) Adressage

du génome au noyau. (C) Réparation du génome dans le noyau. (D) Transcription. (E) Formation des
capsides du VHB. (F) Reverse transcription dans la capside néoformée. (G1) Assemblage des virions du
VHB et des particules sous virale filamenteuses et bourgeonnement dans les “MVB”, et (G2) bourgeonnent
des particules sous virales sphériques dans la lumiére du ERGIC. (H) Sécrétions des particules sous virales
et des virions (particules de Dane) du VHB. HSPG, heparan sulfate proteoglycan’s; NTCP, Sodium
Taurocholate Cotransporting Polypeptide; LHB, L-HBsAg; MHB, M-HBsAg; SHB, S-HBsAg; ER,
endoplasmic réticulum; ERGIC, ER-Golgi intermediate compartment. Tiré de Morikawa et al., 2016.
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e Fixation et entrée :

L’entrée du VHB commence par la fixation, de fagon non spécifique, aux protéoglycanes
de sulfate d’héparine (HSPGs) sur la surface de la cellule héte. Cette étape permet
I'enrichissement de la membrane cellulaire en virions avant d’étre internalisée par endocytose
(Abou-Jaoudé & Sureau, 2007; Morikawa et al., 2016; Sureau & Salisse, 2013). Cette étape ne
suffit pas pour I'entrée du virus puisqu’une interaction a un récepteur fonctionnel et spécifique est
nécessaire. En 2012, ce récepteur, le NTCP « Sodium Taurocholate Cotransporting
Polypeptide », a été découvert (Yan et al., 2012). Le NTCP est enrichi dans les cellules
hépatiques et sa principale fonction physiologique dans la cellule est la circulation d’acide biliaire
dans I'organisme (Yan et al., 2012). La séquence N-terminale myristoylée du domaine Pré-S1 de
la L-AgHBs interagit avec le domaine de liaison des acides biliaires (Yan et al., 2012) (Figure
1.4). Suite a la liaison aux récepteurs cellulaires, les virions du VHB entrent par endocytose
clathrine-dépendante dans les cellules immortalisées dérivées de PHH (Primary Human
Hepatocytes) dite HuS-E/2 (Huang et al., 2012) et les cellules HepG2 surexprimant leNTCP
(Herrscher et al., 2020) et par endocytose cavéoline-dépendante dans les cellules HepaRG
(Gripon et al., 2002; Macovei et al., 2010). Les différents modeles cellulaires connus d’étre

exploiter pour étudier le VHB et le VHD seront détaillés plus loin.

e Deécapsidation et transport vers le noyau :

Suite a I'entrée dans les hépatocytes, la membrane des virions fusionne a celle des
endosomes et la nucléocapside (contenant le génome viral) est acheminée aux pores nucléaires.
L’ADN-rc est relargué dans le noyau et réparé en ADNccc. Il a été démontré que le domaine C-
terminal, riche en arginine, de la protéine de la capside facilite le transport de la nucléocapside
du cytoplasme aux pores nucléaires (Rabe et al.,, 2003). Concernant le transport de la
nucléocapside et le relargage du génome viral dans le noyau, deux modéles ont été proposés.
Le premier modéle propose que le génome est libéré dans le cytoplasme avant d’étre transporté
par la polymérase virale vers le noyau (Gallucci & Kann, 2017; Kann et al., 1997). Le deuxiéme
modeéle suggére que la nucléocapside est transportée vers les pores nucléaires ou le génome
sera libéré dans le noyau (Gallucci & Kann, 2017; Rabe et al., 2003). Les deux modéles requiérent
les protéines nucléaires importines alpha et béta ainsi que la nucléoporine Nup 153 (Schmitz et
al., 2010).

e Formation de 'ADNccc a partir de 'ADN-rc
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La conversion de 'ADN-rc en ADNccc s’effectue en plusieurs étapes qui se résument en
(i) Achévement de la synthése du brin positif. (i) Elimination de TARN en 5’ du brin positif. (iii)
Elimination de la polymérase liée au brin (-) de facon covalente. (iv) Elimination de I'extrémité
redondante 5’ du brin négatif. (v) ligature des extrémités 5 et 3’ des brins positif et négatif
(Morikawa et al., 2016). Cette conversion implique plusieurs enzymes et facteurs de la cellule
héte (Mohd-Ismail et al., 2019). Par exemple, il a ét¢é montré que 'ADN polymérase alpha
cellulaire (Tang et al., 2019) et 'ADN topoisomérase (Sheraz et al., 2019) sont impliquées dans
la synthése de 'ADNccc.

L’ADNccc est la matrice de tous les transcrits viraux du VHB. La transcription est assurée
par ’ARN polymérase Il cellulaire (Rall et al., 1983) et tous les ARN contiennent une coiffe en 5’
et une queue polyA en 3’ (signal de polyadénylation) (Seeger et al., 1986; Simonsen & Levinson,
1983). De plus, des observations au microscope électronique révelent la présence dans le noyau
de la cellule infectée de 'ADNccc incorporé dans la chromatine de I'hdte et se comporte comme
un « minichromosome » (Bock et al., 1994; Bock et al.,, 2001; Newbold et al., 1995). Par
conséquent, ’ADNccc est un facteur clé de persistance du VHB dans la cellule infectée et son

élimination est une cible clé pour éliminer l'infection par le VHB (Nassal, 2015; Zhang et al., 2013).

e Reéplication du génome et assemblage de la capside :

Les ARN viraux sont transportés vers le cytoplasme ou ils sont traduits en différentes
protéines virales. Parmi ces ARN, on trouve 'ARNpg qui sert pour la synthése de la protéine core
et de la polymérase virale, mais il sert également de matrice nucléotidique utilisée pour
synthétiser une nouvelle copie d’ADN viral par transcription inverse a l'aide de la polymérase
virale (Chou et al., 2005; Fallows & Goff, 1995). L'ARNpg présente la séquence virale entiére
ainsi qu’une séquence redondante de 120 nucléotides (Will et al., 1987). Cette derniére inclut le
signal d’encapsidation (¢) en épingle a cheveux et la région DR1 pour « direct repeat » en position
1 (Kramvis & Kew, 1998; Summers & Mason, 1982). La réplication du génome viral commence
par une étape cruciale qui consiste en I'encapsidation de '’ARNpg et la polymérase virale dans
les capsides néosynthétisées (Ganem et al., 1994). D’une part, la polymérase virale interagit, de
fagon non covalente, avec 'AgHBc ce que permet une association indirecte entre TARNpg et la
capside (Bartenschlager & Schaller, 1993; Ganem et al., 1994; Nassal et al., 1990). D’autre part,
la polymérase virale se fixe sur la séquence (€) pour déclencher I'encapsidation de ’ARNpg ainsi
qgue la transcription inverse (Fallows & Goff, 1995; Ganem et al., 1994). Comme mentionné
précédemment, la synthése du brin d’ADN (-) commence par la fixation de la polymérase virale

sur la séquence (€) (Nassal & Rieger, 1996; Zoulim & Seeger, 1994). La polymérase virale a un
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domaine de transcriptase inverse et un domaine ARNase-H (Cheng et al., 2003a; Clark & Hu,
2015) ainsi elle assure I'élongation d’un brin d’ADN de polarité négatif et dégrade simultanément
la matrice d’ARN par son activité d’ARNase-H (Karayiannis, 2017; Loeb et al., 1991). L’'extrémité
du brin d’ADN (-) n’est pas dégradée par cette activité, ce que laisse un fragment de TARNpg de
20 nucléotides intact (Loeb et al., 1991) (Haines & Loeb, 2007). Le fragment non dégradé est
constitué du DR1 plus 6 nucléotides et il sert d'une amorce a la synthése du brin d’ADN (+)
(Lewellyn & Loeb, 2007). Les régions DR1 et DR2 sont identiques, ce qui leur permet de
s’apparier. Le déplacement et 'hybridation du DR1 sur DR2 sont facilités par la présence des
petites extrémités redondantes (r) (8 nucléotides) aux I'extrémité 5’ et 3’ du brin (-) (Nassal, 2015).
L’appariement du brin (+) a I'extrémité (r) en 3’ du brin (-) permet la circularisation du génome et
le suivie de la synthése du brin positif (Will et al., 1987). La réplication du génome aboutit & un
ADN partiellement bicaténaire (ADN-rc) caractérisé par la présence de la polymérase virale a
'extrémité 5’ du brin (-) et une coiffe ’ARN a I'extrémité 5’ du brin (+) (Bruss, 2004; Karayiannis,
2017).

Les nucléocapsides néoformées ont deux destinations. Une partie sera réadressée vers le
noyau dans le but d’'amplifier la formation de I’ADNccc pour ainsi établir une infection persistante.
Une partie majoritaire sera enveloppée par les protéines d’enveloppe et sécrétée sous forme de

particules de Dane (Dane et al., 1970; Morikawa et al., 2016).
e Maturation, assemblage et sécrétion

Les étapes de maturation, assemblage et sécrétion impliquent les protéines d’enveloppe
du VHB et la machinerie de sécrétion cellulaire. Les protéines d’enveloppe (S-AgHBs, M-AgHBs
et L-AgHBSs) s’accumulent dans le systéme sécrétoire de la cellule et elles sont synthétisées dans
la membrane du RE (Eble et al., 1986; Eble et al., 1990). Comme décrit précédemment, les
protéines d’enveloppe sont retrouvées non seulement a la surface des virions infectieux du VHB,
mais aussi, elles bourgeonnent sous forme des particules sous virales (PSV). L’'assemblage de
ces derniéres est initié par l'intégration des protéines S-AgHBs dans la membrane du RE, ou elles
s’associent en diméres. Ce processus implique la protéine chaperonne (résidente du RE)
“isomérase de ponts disulfure” (PDI) pour « protein disulphide isomerase » (Huovila et al., 1992).
Dans le compartiment ERGIC, ces diméres s’associent en multiméres et y bourgeonnent (Huovila
et al., 1992; Patient et al., 2009; Patient et al., 2007). Les PSV sont sécrétées ensuite soit a
travers I'appareil de Golgi, pour les particules sphériques (Patzer et al., 1986), soit a travers le

corps multivésiculaire (MVB), pour les particules filamenteuses (Figure 1.4) (Jiang et al., 2015).
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La concentration en L-HBsAg, différente entre ces 2 types de PSV, pourrait étre a I'origine de ces
différences d’adressage (Morikawa et al., 2016).

Rappelons que la L-HBsAg est caractérisée par une topologie Pré-S alternative (Bruss et al.,
1994; Guo & Pugh, 1997; Ostapchuk et al., 1994; Prange & Streeck, 1995). Ainsi, le domaine
Pré-S dans sa disposition cytoplasmique qui contient un domaine matrice assure la maturation
des virions du VHB (Bruss et al., 1994). Ce domaine recrute ainsi la nucléocapside du VHB et
permet son bourgeonnement a travers les MVB (Figure 1.4) (Watanabe et al., 2007).

L-AgHBs interagit également avec le gamma 2 adaptine (Lambert et al., 2007). Cette
derniére appartient a la famille des protéines adaptatrices a la clathrine qui sont impliquées dans
le trafic entre le réseau du Golgi et les endosomes et probablement dans la maturation du VHB
dans les MVB. Il a été montré que le bourgeonnement du VHB dépend de la machinerie ESCRT
(Lambert et al., 2007; Zeyen & Prange, 2018).

La voie de la sécrétion des virions du VHB n’est pas encore caractérisée, cependant, il a
été montré que le VHB est secrété suite de I'activation de la voie endo-lysosomale et la voie
autophagique a travers l'activation de Rab7 (Inoue et al., 2015). Dans cette étude, les auteurs
ont démontré que dans le contexte des cellules HepG2.2.15 (expression stable du VHB), la
protéine AgHBe active la protéine Rab7, cela engendre la formation d’'un réseau tubulaire
interconnecté des autophagosomes, des MVB et des lysosomes. Ce réseau favorise le transfert
du virus entre ces différents comportements ce qu’entrainent la dégradation des virus
néosynthétisés et la réduction de la sécrétion des virions. Cependant, dans le méme modele
cellulaire, 'inhibition de I'expression de la Rab7 réduit I'interaction entre ces comportements, ainsi
la quantité de virus intracellulaire et celle libérée augmentent parce que 'acheminement des virus

vers les lysosomes pour la dégradation est réduit.
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2 LE VIRUS DE L’HEPATITE DELTA

2.1 Historique

En 1977, a l'université de Turin, I'antigéne delta (AgHD) a été décrit comme étant une
nouvelle entité immunologique présente seulement chez les patients infectés chroniquement
avec le VHB (Rizzetto et al., 1977). Au début, I'antigéne delta a été défini comme un variant du
VHB ainsi qu’un indicateur des formes sévéres du VHB (Rizzetto et al., 1980a).

En 1986, le génome du virus de I'hépatite delta (VHD) a été cloné et séquencé (Wang et al.,
1986). Le séquencage reflete une hétérogénéité a différentes positions du génome qui contient
1679 nucléotides. Etrangement, deux clones ont été identifiés, un contenant un codon stop UAG
(Amber) au nucléotide 196 codant pour une protéine de 195 acides aminés et un autre clone
contenant un codon UGG a la méme position (196) qui a codé pour une protéine de 214 acides
aminés (Wang et al., 1986; Xia et al., 1990). La présence de deux protéines rend 'estimation de
la longueur de I'antigéne delta complexe. Plus tard, I'étude de Weiner (Weiner et al., 1988) a
montré que les clones contenant UAG ou UGG expriment la petite protéine (S-AgHD) ou la
grande protéine (L-AgHD) respectivement. Ensuite, des études in vitro (culture cellulaire) et in
vivo (co-infection chez des chimpanzés déja infectés avec le VHB) ont démontré que cette
hétérogénéité dans cette position se produit au cours de la réplication du VHD (Luo et al., 1990;
Sureau et al., 1989). Par la suite, les études de (Casey et al., 1992; Luo et al., 1990) ont déduit
gue l'apparition d’hétérogénéité coincide avec I'apparition de L-AgHD. Cela fut expliqué par un
phénoméne d’édition du génome au niveau du codon stop de S-AgHD. Cette édition est
spécifiguement due a un mécanisme de conversion d’'U- & -C (uridine a cytidine) au niveau de
I'ARN génomique réalisé par la cellule héte. Au cours de la réplication, le phénoméne d’édition
permet la suppression du codon non-sens marquant la fin de traduction de S-AgHD et le
remplacement par un codon tryptophane qui déclenche la synthése de la L-AgHD. Le site
d’édition est nommé amber/W et permet la synthése de la protéine L-AgHD qui difféere de la S-

AgHD par son extension C-terminal de 19 acides aminés.
2.2 Epidémiologie

D’aprés des données récentes de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), 5% des

personnes porteuses de I'antigéne de surface AgHBs sont co-infectées par le VHD dans le
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monde, soit 15-20 millions de patients. Les zones de forte prévalence sont les suivantes :
Méditerranée, Moyen-Orient, Pakistan, Asie centrale et du Nord, Japon, Taiwan, Groenland,
certaines régions d’Afrique (principalement la Corne de I'Afrique et I'Afrique de I'Ouest), bassin
amazonien et certaines zones du Pacifique. La prévalence est en revanche faible en Amérique
du Nord, en Europe du Nord, en Afriqgue du Sud et en Asie orientale (World Health Organisation,
2019a). lIs existent 8 génotypes du VHD classifiés de VHD-1 jusqu’au VHD-8 (Figure 1.5B)
(Botelho-Souza et al., 2017).

La distribution géographique du VHD est bien différente de celle du VHB malgré le fait que
le VHD est dépendant du VHB. L’'une des explications est le mode de transmission différent entre
VHB et VHD. En effet, le VHD, comme le VHB, est transmis principalement par voie parentérale
(a travers le sang et dérivés). Cependant, la transmission verticale est rare et la transmission

sexuelle n’est pas fréquente (Masood & John, 2020; Mentha et al., 2019).
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Figure 1.5: Répartition géographique mondiale des VHB et VHD selon leurs génotypes
A : Répartition géographique du VHB : La couleur rouge représente les pays a prévalence élevée, la

couleur orange représente les pays a prévalence modérée, la couleur jaune représente les pays a
prévalence faible. Les lettres représentent les génotypes et sous-génotypes les plus prévalents dans
chaque pays (Al-Sadeq et al., 2019).

B : Répartition géographique du VHD : La légende en fonction de couleur est indiquée sur la partie
gauche du schéma. La distribution génotypique est également désignée sur le schéma (Gilman et al.,
2019).

2.3 Classification

Selon le Comité international de taxonomie des virus, le VHD est une nouvelle espéce
virale, n’appartenant a aucune famille, et seule membre du genre Deltavirus (Botelho-Souza et
al., 2017). Son mode de réplication ainsi que sa structure ressemblent aux phytopathogenes

(viroide et virusoids) (Brazas & Ganem, 1996). Le VHD est reconnu comme étant un virus satellite
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du VHB. En effet le VHD ne peut infecter les cellules qu’en présence du VHB (Rizzetto et al.,
1980Db).

2.4 Pathogenése du VHD

Le VHD infecte les hépatocytes en association avec le VHB de fagon aigué ou chronique.
Dans le cas d’une co-infection, les VHB et VHD infectent simultanément la cellule. Dans le cas
d’une surinfection, le VHD infecte un patient préalablement infecté chroniquement par le VHB
(Flores et al., 2016; Negro, 2014). La surinfection peut mener a une infection aigué fulminante ou
a une infection chronique. Les dommages au foie causés par l'infection par le VHD augmentent
considérablement par rapport a la mono-infection par le VHB (Flores et al., 2016; Negro, 2014).
Il a été suggéré que le VHD a un effet cytopathique direct, ou indirect probablement relié a une
réponse immunitaire cellulaire T (Negro, 2014). Il a été proposé que la protéine S-AgHD du VHD
soit impliquée directement dans la pathogenése du VHD (effet cytopathique) (Cole et al., 1991).
La réplication du VHB est réprimée par le VHD. En effet, dans le cas d’'une co-infection les
dommages au foie sont dus principalement au VHD plutét qu‘au VHB (Negro, 2014). Un chapitre

sur les conséquences des infections par le VHB et le VHD est présenté a la section (3).

2.5 Morphologie des virions et le génome du VHD

Le virion du VHD (Figure 1.6) est composé d'une enveloppe sphérique lipoprotéique
semblable a celle du VHB (contenant 'AgHBSs). Cette enveloppe entoure une ribonucléoprotéine

(RNP) formée par association entre le génome viral et 'AgHD (Ryu et al., 1993).

Le génome viral est un simple brin d’ARN circulaire a polarité négative d’'une taille de 1,7
kb. Le génome s’auto apparie sur plus de 70% de sa séquence, donnant lieu & une structure
secondaire pseudo-bicaténaire dite « en batonnet ». Le génome s’associe avec I'antigéne delta
donnant la RNP (Ryu et al., 1993). Le génome du VHD se réplique selon le mécanisme du cercle
roulant (Harichandran et al., 2019; Lai, 1995).

Le génome du VHD contient deux ORF, le premier est situé sur le brin d’ARN
antigénomique codant pour la protéine delta (les deux isoformes delta). Le deuxiéme, code pour
un polypeptide, peptide K, dont la fonction est encore inconnue, mais dont I'expression dans
certaines cellules infectées a déja été démontrée (Bichko et al., 1996). Le génome du VHD
comporte une région codante pour la protéine delta et une région dite « viriod-like ». La premiére
région contient un seul ORF permettant la production de 'AgHD. La deuxiéme région contient

une séquence d’'un ribozyme nécessaire pour la monomérisation du génome delta a partir des
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concatémeres issus de la réplication d’ARN. Dans une cellule infectée par le VHD, il existe trois
formes d’ARN : i) TARN génomique, ii) TARN anti-génomique et iii) TARN messager (ARNm).
L’ARN génomique est assemblé dans les particules virales. L’ARN anti-génomique, par définition,
est complémentaire a 'ARN génomique (Taylor, 2006). LARNm posséde une coiffe a son
extrémité 5’, une queue polyA (polyadénylée) a son extrémité 3’ et contient la séquence codante
pour 'AgHD.

HDV

S-HDAg

HDV
genomic RNA

Figure 1.6: Structure du VHD
La surface du VHD est formée d'une enveloppe lipidique dans laquelle sont ancrées les trois protéines

d’enveloppe du VHB (L-AgHBs, M-AgHBs et S-AgHBs). L'intérieur du virion est constitué d’'une
ribonucléoprotéine qui est une association de 'ARN du VHD avec I'antigéne delta sous ses deux isoformes
(L-AgHD et S-AgHD) (Mentha et al., 2019).

2.6 L’antigéne delta

Durant la réplication du VHD, deux isoformes de la protéine delta sont produites, la S-AgHD
et la L-AgHD. La protéine L-AgHD est produite a la suite d’'une édition du codon stop amber
(UAG) du S-AgHD en un codon tryptophane (UGG) par la protéine ADAR. L’édition est réalisée
sur le brin d’ARN antigénomique (Casey, 2012; Weiner et al., 1988) (Figure 1.7). Les deux
isoformes de la protéine delta sont identiques dans leur portion N-terminale et différent par leur
partie C-terminale. En effet, L-AgHD, selon le génotype, contient 19 ou 20 acides aminés

additionnels a I'extrémité C-terminale (Casey, 2012) (Figure 1.7 et 1.8).

Bien que globalement tres similaires en séquence, les deux isoformes possédent chacune

un réle différent dans le cycle de réplication du VHD. La S-AgHD permet la réplication du génome
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du VHD, alors que L-AgHD est impliqué dans 'assemblage des virions (Chang et al., 1991; Chao
et al., 1990)

Les deux isoformes du VHD forment avec I’ARN viral une ribonucléoprotéine d’environ 20
nm de diameétre (Ryu et al., 1993) (Figure 1.6). Les deux isoformes possédent différents domaines
indiqués dans la figure ci-dessous (Figure 1.8).

] Stop codon Trp (¥
UAG == ARALA

mARMNA 3 mRMNA edited

I
"> C D

Genome l Genome edited

|
T N a—

Antigenome Antigenome edited

Figure 1.7: Mécanisme d’édition d’ARN du VHD
L'ARN génomique (indiqué en noir) sert de matrice pour la synthése d'ARNm qui est traduit en S-AgHD.

L’ARN génomique sert également de matrice pour la synthése de I'ARN antigénomique (indiqué en noir)
qui lui-méme a son tour sert de modéle pour la synthése des nouveaux ARN génomiques. Une fraction des
ARN antigénomiques est éditée par I'enzyme adénosine désaminase (ADAR-1) au site appelé site
Amber/W (codon stop UAG) ainsi I'adénine est remplacée par I'inosine. Les ARN antigénomiques édités
(indiqué en orange) constituent une matrice pour la synthése des génomes édités (indiqué en orange). Ces
derniers servent pour la synthése des ARNm édités, qui a un codon UGG- tryptophane (Trp, W) au lieu du
codon stop UAG. Cet ARNm code pour la L-AgHD. Les génomes et les antigénomes sont synthétisés
simultanément par un mécanisme de réplication en cercle roulant (Botelho-Souza et al., 2017).

Des études par immunomarquage ont montré que la localisation nucléaire de la protéine
delta dépend considérablement de la présence ou l'absence d’accumulation de I'ARN viral
(Bichko & Taylor, 1996; Han et al., 2009).

La S-AgHD est cruciale pour la transcription et la réplication de TARNm du VHD (Chao et
al., 1990; Glenn et al., 1990; Glenn & White, 1991; Harichandran et al., 2019; Kuo et al., 1989;
Yamaguchi et al., 2001). Différentes études ont mis en évidence que la S-AgHD mime la stratégie
des histones et recrute différents facteurs cellulaires pour supporter la synthése des ARN viraux
(Abeywickrama-Samarakoon et al., 2018; Abeywickrama-Samarakoon et al., 2020; Lucifora &
Delphin, 2020). Il a été publié que la S-AgHD se polymérise en octamére et se lie a 'ARN viral
(Alves et al., 2010; Cornillez-Ty & Lazinski, 2003; Zuccola et al., 1998). De plus, la S-AgHD
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interagit avec I'histone H1e pour favoriser la réplication du VHD (Lee & Sheu, 2008). Il a été
proposé que la S-AgHD interagit aussi avec d’autres facteurs cellulaires pour assurer la
réplication de 'ARN viral. Parmi ces facteurs on cite la polymérase Il (Cao et al., 2009; Fu &
Taylor, 1993; Rall et al., 1983) et le facteur de transcription YY1 pour « Yin-Yang 1 » (Huang et
al., 2008).

La L-AgHD a été décrite initialement comme inhibiteur de la réplication de 'ARN du VHD
(Chao et al., 1990). Cependant, une étude ultérieure (Macnaughton & Lai, 2002b) suggére qu’une
une fois la réplication de I'ARN est établie, la L-AgHD n'agit pas comme suppresseur de la
réplication de I'ARN. Leurs résultats ont montré que la L-AgHD n’affecte pas le taux de synthése
d’ARN du VHD. De plus, une autre étude (Modahl & Lai, 2000) a montré que la L-AgHD inhibe la
synthése d’ARN génomique alors que la synthése d’ARN antigénomique résiste a l'inhibition de
la L-AgHD. La synthése d’ARN antigénomique est inhibée seulement quand la L-AgHD est

exprimée en exces par rapport a 'expression de la S-AgHD.

Par ailleurs, des études ont montré que la L-AgHD est responsable de I'assemblage des
virions du VHD (Chang et al., 1991; Lee et al., 2001). En effet, cette protéine, en présence ou
non de la RNP, interagit avec I’AgHBs pour former les virions (Casey & Gerin, 1995; Chang et
al., 1991; Glenn et al., 1992a; Hwang & Lai, 1993).

Il est intéressant de noter que la S-AgHD et la L-AgHD, par association avec 'ARN
génomique lors de la formation de la RNP, protégent le génome contre une édition excessive par
'enzyme ADAR (Cheng et al., 2003b). En effet, le taux et la quantité de I'édition sont bien
équilibrés par I'interaction entre les deux isoformes de I'AgHD, et des régions bien spécifiques de
I’ARN viral. Par ailleurs, une édition excessive inhibe la réplication d’ARN viral alors qu’une édition
insuffisante réduit la sécrétion du virus (Cheng et al., 2003b). Les AgHD agissent comme des

chaperonnes pour 'ARN pour favoriser les activités des ribozymes du VHD (Huang & Wu, 1998).

Les deux isoformes de la protéine d’AgHD subissent différentes modifications post-
traductionnelles importantes étant donné qu’elles peuvent changer les fonctions de la protéine.
Ces changements jouent un rble important tout au long du cycle de réplication du VHD. Le VHD
utilise les enzymes cellulaires pour établir ces modifications (Abbas & Afzal, 2013; Rizzetto, 2016;
Sureau & Negro, 2016). Ces maodifications consistent en «la phosphorylation » (Hong & Chen,
2010), «la méthylation » (Li et al., 2004), « 'acétylation » (Mu et al., 2004) a la position Ser-177,
Arg-13 et Lys-72 de la S-AgHD respectivement et « la sumoylation» aux plusieurs résidus lysines
de la S-AgHD (Tseng et al., 2010). Ces maodifications post-traductionnelles sont importantes pour

la synthése de 'ARN génomique et ne les sont pas pour 'ARN antigénomique (Tseng et al., 2010;
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Tseng et al., 2008). Cependant la L-AgHD subit «la prenylation» (farnésylation) a la position Cys-
211 (Glenn et al., 1992b). Cette modification de L-AgHD est importante pour 'assemblage des
virions (Lee et al., 1994). En effet, elle inhibe la réplication de 'ARN en faveur de I'enveloppement
de la ribonucléoprotéine a la suite de sa combinaison avec I'AgHBs, (Hwang & Lai, 1993; O'Malley
& Lazinski, 2005; Sato et al., 2004).
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Figure 1.8: Isoformes de I'antigéne delta
L’'antigéne delta est synthétisé sous deux isoformes, la S-AgHD et la L-AgHD. La S-AgHD est synthétisée

dans I'étape précoce de la réplication du génome du VHD. Un phénoméne d’édition de 'ARN modifie le
codon stop en codon tryptophane. Cette édition permet la synthese de la deuxieme isoforme la L-AgHD.
Cette derniére est impliquée dans le processus de maturation des virions du VHD. Le schéma indique la
localisation des différents domaines fonctionnels ainsi que le réle de chaque domaine.

Monsieur Blanchet m’a donné l'autorisation avec amabilité pour utiliser cette figure dans ma thése.
(Blanchet, 2007).

2.7 Cycle de réplication du VHD

L’hépatotropisme du VHD est lié au processus d’entrée et a la co-infection avec le VHB. En
effet, 'expression des glycoprotéines de surfaces du VHB dans la méme cellule permet un cycle
viral productif du VHD. Cependant, d’autres étapes des cycles de la réplication du VHB et VHD
sont indépendantes. Ainsi le VHB ne semble pas contribuer a I'étape de la réplication du génome
du VHD et vice-versa (Bichko & Taylor, 1996). Le cycle de la réplication du VHB nécessite des
facteurs de transcription spécifiques au foie (Schaller & Fischer, 1991; Seeger & Mason, 2000;
Shaul, 1992), alors que la réplication du génome du VHD peut étre supportée par différents types
cellulaires de mammiféres en délivrant de maniére expérimentale son génome dans la cellule
(Chang et al., 2005).
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2.7.1 Entrée

L’entrée des particules virales dans la cellule hépatique nécessite des récepteurs
cellulaires. Etant donné que le VHD partage la méme enveloppe avec le VHB, il a le méme
mécanisme d’entrée que celui de VHB (décrit dans la section 1.8). En effet, l'infectivité de deux
virus (VHD et VHB) dépend de la présence de L-AgHBs et du récepteur cellulaire NTCP (Figure
1.9) (Urban et al., 2014; Yan et al., 2012). Une fois dans le cytoplasme, la RNP est transportée
vers le noyau (Figure 1.9) grace au signal de localisation nucléaire de 'AgHD (Chou et al., 1998;
Tavanez et al., 2002).

2.7.2 Réplication

Une fois dans les hépatocytes, le VHD ne nécessite pas la présence du VHB pour se
répliquer (Cao et al., 2009). La réplication de 'ARN du VHD se produit dans le noyau de la cellule
infectée. La réplication du VHD dépend entierement de la machinerie de réplication cellulaire
(Cao et al., 2009) (Figure 1.9). Il a été montré que 'ARNm du VHD possede une coiffe en 5’ et
une queue poly A en 3 comme 'ARNm cellulaire (Hsieh et al., 1990). Différentes études ont
suggéré que 'ARN polymérase |l cellulaire est impliquée dans la réplication de 'ARN du VHD
(MacNaughton et al., 1991; Taylor, 2006). De plus, 'ARN polymérase Il se lie a ’ARN du VHD de

polarité génomique et antigénomique (Chang et al., 2008; Greco-Stewart et al., 2007).

Le réle d’autres ARN polymérases dans la réplication du VHD constitue encore un débat.
L’ARN polymérase | et TARN polymérase lll se lient également a 'ARN du VHD. L’ARN
polymérase | semble étre impliquée dans la transcription d’ARN antigénomique (Greco-Stewart
et al., 2009). Le génome du VHD se réplique selon un modéle de cercle roulant (Branch et al.,
1990; Chen et al., 1986). Ce modéle consiste en la génération des transcrits intermédiaires
multimériques linaires, par la suite clivés en monoméres par l'activité ribozyme en cis, puis
religués (Kuo et al., 1988; Lazinski & Taylor, 1995; Reid & Lazinski, 2000). L’ARN génomique
sert de matrice a la synthése d’ARN antigénomique, et réciproquement. Les ARNs génomique et
antigénomique du VHD sont synthétisés lors de la réplication en quantité significativement
différente (Macnaughton & Lai, 2006). La quantité de 'ARN antigénomique est 5 a 22 fois
inférieure a celle de 'ARN génomique (Chen et al., 1986; Gudima et al., 2002). De plus, 'ARN
antigénomique reste dans le noyau, plus précisément dans le nucléole, alors que I'ARN
génomique se déplace entre le cytoplasme et le noyau et est incorporé dans les virions sécrétés
(Macnaughton & Lai, 2002a) (Figure 1.9).
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2.7.3 Assemblage et sécrétion

Comme mentionné précédemment, le VHD est capable, a I'aide de la machinerie cellulaire,
de répliquer son ARN et de former la RNP indépendamment du VHB (Chen et al., 1986; Wang et
al., 1986). En revanche, la formation et la sécrétion des virions du VHD nécessitent
'enveloppement de la RNP par les protéines d’enveloppe du VHB (Bonino et al., 1986). La L-
AgHD est exprimée plus tardivement lors du cycle viral et elle est impliquée dans I'assemblage
des virions. Comme présentée dans la Figure 1.8, le signal d’export nucléaire sur la L-AgHD
permet le transport nucléo-cytoplasmique des RNP assemblées (Lee et al., 2001). Ce transport
est aussi assuré a la suite de l'interaction de L-AgHD avec les protéines TAP/NXF1 pour « mRNA
export transport receptor », Aly/REF pour « export adaptor mRNA-binding protein » au niveau du
complexe d’export nucléaire et TREX pour « transcription-export complex » (Huang et al., 2016).
Dans le cytoplasme, plus précisément dans les membranes du RE, les RNP sont farnésylées au
niveau d’un motif CXXX a I'extrémité C-terminale de la L-AgHD (Hwang & Lai, 1993) (Figure 1.8
et 1.9). Les RNP farnésylées interagissent ainsi avec le domaine S de ’AgHBs du VHB présent
aux membranes du RE (Hwang & Lai, 1993). Cette interaction permet le bourgeonnement des
virions du VHD, probablement par la méme voie de sécrétion des particules sous virales du VHB
(Bonino et al., 1986; Sureau & Negro, 2016) (Figure 1.9). Il est important de mentionner que le
déterminant d’enveloppement de la RNP du VHD est situé dans la boucle cytosolique Il du
domaine S de 'AgHBs du VHB (Komla-Soukha & Sureau, 2006) et qu’il est différent de celui de
la nucléocapside du VHB (preS de L-AgHBs) (Bruss, 1997). De plus, il a été suggéré que
l'interaction de la L-HDAg avec la chaine lourde de la clathrine favorise le trafic des RNP
néosynthétisées par le réseau trans-Golgi (Huang et al., 2009; Huang et al., 2007; Wang et al.,
2009). Récemment, il a été démontré que le VHD pouvait étre secrété en présence des virus
enveloppés (HCV, DENV) autre que le VHB (Perez-Vargas et al., 2019).

Malgré les connaissances actuelles des interactions entre le VHD et sa cellule hbte, les

voies cellulaires impliquées dans la sécrétion et 'assemblage du VHD sont encore a explorer.
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Figure 1.9: Cycle de réplication du VHD

Etape d’entrée du VHD, qui commence par I'attachement non spécifique avec les HSPGs, suivie par une
interaction spécifique de L-AgHBs avec le récepteur cellulaire NTCP. (2) la RNP est transportée vers le
noyau ou le génome viral est libéré. (3) transcription du génome viral en ARNm. (4) traduction de I'antigéne
delta (AgHD). (5) réplication d’ARN viral, selon le mécanisme de cercle roulant, qui est assurée par de
'ARN polymérase ADN dépendante cellulaire et en présence de S-AgHD. Cette réplication génére des
multiméres et de '’ARN antigénomique intermédiaires. (6) Edition de 'ARN antigénomique par ADAR 1 qui
entraine I'expression de L-AgHD. (7) Farnésylation de L-AgHD qui favorise I'assemblage du VHD et régule
sa réplication. (8) Assemblage de la ribonucléoprotéine dans le noyau et son export vers le cytoplasme. (9)
enveloppement du RNP par les glycoprotéines du VHB a la suite de linteraction entre L-AgHD et AgHBs
du VHB. (10) Sécrétion du VHD a travers I'appareil de Golgi en paralléle avec les particules sous virales
du VHB (Mentha et al., 2019).
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3 Conséquences des co-infection et surinfection par le VHB et le VHD

Comme mentionné précédemment, I'infection avec le VHD nécessite la présence du VHB
lors d’une co-infection ou une surinfection. La mono-infection par le VHB est beaucoup moins
séveére que la co-infection ou la surinfection. La présence de VHD aggrave la situation des
patients et accélere la progression vers une infection chronique, la fibrose, la cirrhose ainsi que

le cancer du foie (Freitas et al., 2014; Freitas et al., 2012).

Chez le patient adulte, la co-infection est généralement transitoire. Ainsi, la probabilité de
développer une infection VHD chronique est la méme que celle en cas de mono-infection par le
VHB (5%). La réplication du VHB est généralement réprimée a la suite d’'une infection par le VHD
(Shirvani-Dastgerdi & Tacke, 2015). Cette suppression est persistante en cas d’infection
chronique du VHD (Negro, 2014). Les patients co-infectés par les VHB/VHD présentent une
virémie plus faible par rapport aux patients mono-infectés par le VHB (Jardi et al., 2001).
L’interférence entre le VHB et le VHD est expliquée également par I'étude de (Pollicino et al.,
2011), dans laquelle les auteurs montrent une perturbation de Il'activité traductionnelle et
transcriptionnelle du VHB chez des patients co-infectés par les deux virus. lls ont montré que le
niveau intrahépatique de ’ADN-rc et le niveau sérique d’ADN du VHB chez ces patients sont plus

faibles en comparaison avec les patients mono-infectés par le VHB.

Dans un modéle de culture cellulaire, la quantification, par ELISA, de la synthese et
I'accumulation de 'AgHBs et 'AgHBe a partir des extraits cytoplasmiques et des surnageant des
cellules Huh7 co-transfectées par le plasmide codant pour le VHB et le plasmide codant pour la
L-AgHD et la S-AgHD, montre 4 a 5 fois moins d’AgHBs et d’AgHBe synthétisés et sécrétés
(Williams et al., 2009). L’inhibition exercée par le VHD sur la réplication VHB est soit directe ou
indirecte. L’inhibition directe est exercée par la S-AgHD et la L-AgHD du VHD sur le « Enhancer
1 » et « Enhancer 2 » du VHB (Williams et al., 2009). La S-AgHD réduit de 40 % l'activité de
« Enhancer 1 » et de 10 % l'activité de « Enhancer 2 » alors que la L-AgHD exerce un effet
d’inhibition de 20 % sur I'activité de « Enhancer 1 » et « Enhancer 2 » (Williams et al., 2009).
Alors que l'inhibition indirecte est exercée par la L-AgHD uniquement (Williams et al., 2009). Il a
été montré que la protéine MxA pour « Myxovirus resistance protein 1 » est impliquée dans
l'inhibition de la réplication du VHB (Gordien et al., 2001; Peltekian et al., 2005). Ainsi, I'étude de
(Williams et al., 2009) a exploré la possibilité que la L-AgHD agisse sur la voie impliquant la
protéine MxA pour exercer son effet d’inhibition sur la réplication du VHB. Effectivement, cette

étude, in vitro, a montré que I'expression de la L-AgHD seule ou en combinaison avec un
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traitement par l'interféron alpha/béta, induit le promoteur de géne MxA et augmente le niveau
d’ARN de MxA. En effet, la L-AgHD transactive le géne MxA et par conséquent, une inhibition de
la réplication du VHB est installée (Williams et al., 2009).

Cependant, les auteurs d’'une autre étude ont publié que chez des patients co-infectés par
le VHD et le VHB, la réplication du VHB ainsi que l'activité du VHD fluctuent de fagcon dynamique
au fil du temps de l'infection. De plus, le niveau de 'AgHBs dans le cas de mono-infection par
VHB est stable alors qu'il fluctue dans le cas d’infection chronique par le VHD (Schaper et al.,
2010).

Des fragments de I’ADN viral du VHB, dont la taille varie de 28bp a 3215bp (Yang et al.,
2018), sont capables de s’intégrer dans le génome de la cellule infectée et se comportent comme
des « minichromosomes » (Newbold et al., 1995). Il est intéressant que différentes études ont
mis en évidence que les hépatocytes peuvent produire les protéines d’enveloppe a partir de TADN
du VHB intégré indépendamment de la réplication de 'ADN viral (Mak et al., 2020; Mason et al.,
2010; Seeger & Mason, 2000; Wang et al., 2002). Dans le cadre de I'interaction de deux virus
VHB/VHD, I'étude de (Freitas et al., 2014) a prouvé, in vitro, que les protéines d’enveloppe du
VHB (L-AgHBs et S-AgHBs) produites a partir de I'ADN viral intégré sont suffisantes pour
assembler et secréter les virions du VHD infectieux. Cette étude propose que le VHD peut
persister dans la cellule indépendamment de la réplication d’ADN viral du VHB. Cela souligne
limportance de développer des traitements spécifiques au VHD. Ainsi, il est important de
mentionner que les traitements actuels contre le VHB ne sont pas efficaces contre le VHD en cas

de co-infection ou de surinfection (Mentha et al., 2019).

4 Traitements

4.1 Traitements anti-VHB

L’objectif de la thérapie chez les patients infectés par le VHB est de supprimer la réplication
virale et 'expression des protéines virales afin d’améliorer les fonctions hépatiques ainsi que la
survie et la qualité de vie des patients infectés (Gkouvatsos et al., 2017). Depuis des nombreuses
années, linterféron alpha standard était le traitement de choix pour linfection par le VHB
(Greenberg et al., 1976; Lok et al., 1984). Plus tard, I'interféron alpha standard était remplacé par
l'interféron alpha pégylée afin d’améliorer sa stabilité et sa délivrance (Cooksley et al., 2003; Woo
et al., 2017). Aprés 4 a 12 mois, l'efficacité de traitement par linterféron est de 30% a 40%

(Terrault et al., 2018a). Cependant I'utilisation de cette molécule est associée d’effets secondaires
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(syndrome pseudo grippal, une fatigue intense, dépression) diminuant sa tolérance et limitant son
acceptabilité (Terrault et al., 2018a).

Les analogues de nucléosides ou de nucléotide sont également des molécules validées
pour le traitement de l'infection par le VHB (Nguyen et al., 2020). Elles sont des antiviraux qui
inhibent la réplication de génome du VHB et ciblent spécifiquement la polymérase virale (Le
Guerhier et al., 2000; Seigneres et al., 2002; Zoulim, 2004; Zoulim et al., 1996). Ces antiviraux
nécessitent un traitement de longue durée pour diminuer le risque de rechute (Terrault et al.,
2018a). Un des exemples de ces molécules est la Lamivudine qui peut étre administrée,
contrairement a l'interféron, en cas de cirrhose (Villeneuve et al., 2000). La limitation majeure de
cette molécule est le développement fréquent de résistance virale suite a I'émergence de

mutations ponctuelles au niveau du site actif de la polymérase virale (Melegari et al., 1998).

Compte tenu les effets secondaires accompagnés l'interféron et le risque de résistance
associée a certains analogues nucléosidique ou nucléotides la recherche de nouvelles cibles
thérapeutiques est en plein expansion (Fanning et al., 2019). En effet, différentes stratégies

thérapeutiques ont été proposées.

La découverte de récepteur d’entrée virale, le NTCP, en 2012 (Yan et al.,, 2012) a
révolutionné la recherche des molécules antivirales ainsi une des stratégies antivirales cible le
récepteur NTCP pour inhiber I'entrée du VHB (Fanning et al., 2019). Comme exemple d’inhibiteur
d’entrée on trouve Myrcludex B (Volz et al., 2013) qui est synthétisé de 47 acides aminés dérivant
de la séquence d’acide aminés de L-AgHBs. Myrcludex B se fixe, de fagcon compétitive, sur le
récepteur NTCP et empéche la fixation de 'AgHBs par conséquent inhibe I'entrée du virus (Volz
et al., 2013).

Une autre stratégie cible I'étape de 'assemblage des capsides. Les composés qui inhibent
la formation de la capside sont classés principalement en deux catégories, les modulateurs de la
conformation de la protéine core (exemple RO7049389) et les modulateurs de I'assemblage de
la capside (exemple JNJ637) (Yuen et al., 2019; Zoulim et al., 2018). Ces derniers permettent la
formation des capsides morphologiqguement intacts mais elles ne contiennent pas l'acide
nucléigue viral (Zoulim et al., 2018). Les deux catégories permettent de réduire la sécrétion des
particules infectieuses virales ainsi la diminution d’ADN et d’ARN viral extracellulaire. De plus,
elles bloquent le transport des nucléocapsides au noyau ainsi la formation de 'ADNccc (Lahlali
et al., 2018).
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Dernierement, la stratégie qui cible la sécrétion de 'AgHBs en utilisant les NAPs (nucleic
acid polymers). Ces derniers se sont des polymeres d’acides nucléiques dont leur activité est
basée sur leurs propriétés en tant que des polyméres amphipathiques (Vaillant, 2016). Le
mécanisme antiviral des NAPs n’est pas encore clair, mais leur activité post-entré lors d’infection
par le VHB ont été montré. En effet, Les NAPs inhibent la sécrétion d’AgHBs des hépatocytes
infectés par le VHB (Vaillant, 2016). Une étude récente d’essai clinique, a montré qu’une thérapie
combinant REP 2139 et linterféron alfa-2a pégylé permet d’établir un contréle fonctionnel de
l'infection VHB et la co-infection avec le VHD chez les patients durant un traitement d’'une année
(Bazinet et al., 2020). De plus cette combinaison de thérapie semble étre bien tolérée par les
patients (Bazinet et al., 2017).

4.2 Traitements anti-VHD

Comme expliqué précédemment le VHD exploite la machinerie cellulaire pour la réplication
de son génome cependant son enveloppement et sa sécrétion sont dépendantes du VHB. Par
conséquent, I'objectif de la thérapie du VHD est de supprimer sa réplication soit directement en
agissant sur le VHD ou indirectement en ciblant le VHB. Actuellement, il n’existe aucun traitement
approuvé par 'agence ameéricaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) pour
l'infection par le VHD mais I’Association américaine pour I'étude des maladies du foie (AASLD),
I’Association pour I'étude du foie de I'Asie-Pacifique (APASL) et I'Association européenne pour
I'étude du foie (EASL) recommandent I'interféron-a pégylé (peg-IFN-a) (European Association for
the Study of the Liver, 2017; Sarin et al., 2016; Terrault et al., 2018b). L'utilisation de I'interféron-
a pégylé est limitée pour les patients non-cirrhotiques (Erhardt et al., 2006). Malgré I'absence de
traitement approuvé pour l'infection par VHD ils existent des différentes investigations en cours
pour développer des nouveaux médicaments pour éradiquer le VHD (Koh et al., 2019). Il a été
montré que l'interféron-lambda-1a pégylé a un effet antiviral contre le VHD dans une étude in vivo
sur un modéle de souris chimérique du foie humaine (Giersch et al., 2017). Récemment, une
autre étude clinique, réalisée sur 33 patients chroniquement infectées par le VHD, a montré I'effet
antiviral contre le VHD de I'interféron- lambda-1a pégylé avec une meilleure tolérance par rapport

a l'interféron-a pégylé (Etzion et al., 2019).

Comme le VHB et le VHD ont le méme récepteur d’entrée dite NTCP (Yan et al., 2012),
l'une des stratégies thérapeutiques est linhibition de l'entrée en ciblant ce récepteur. Le
Myrcludex-B a démontré un inhibiteur d’entrée pour le VHB et le VHD in vitro et in vivo (Gripon et

al., 2005; Lutgehetmann et al., 2012). Les essais cliniques avec Myrcludex-B associé ou non a
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linterféron-a pégylé ont démontré des résultats prometteurs aprés 24 semaines de traitement
(Bogomolov et al., 2016). Une autre stratégie thérapeutique repose sur l'inhibition d’assemblage
du VHD (Bordier et al., 2002) plus précisément linhibition de la farnésylation a 'extrémité C-
terminale de la L-AgHD, une étape clé d’assemblage et la sécrétion des virions du VHD (Glenn
etal., 1992a; Lee etal., 1994). Le Lonafarnib est un inhibiteur de farnesyltransferase qui perturbe
l'interaction entre la L-AgHD et I'AgHBs (Bordier et al., 2002) et qui a montré une réduction
significative du niveau sérique de ’ARN du VHD (Koh et al., 2015). Cependant, cette molécule a
des effets secondaires tels que la nausée, la diarrhée et la perte de poids (Koh et al., 2015).

La formation et la sécrétion des virions du VHD nécessitent la présence de 'AgHBs du VHB
(Hwang & Lai, 1993). Par conséquent, 'une des stratégies thérapeutiques consiste a inhiber la
sécrétion de 'AgHBs. Les NAPs ont été proposés comme des molécules thérapeutiques qui ont
un effet antiviral également sur le VHD (Beilstein et al., 2018). Dans une étude clinique, 12
patients infectés par le VHD ont été traités par REP2139-CA par perfusion intraveineuse une fois
par semaine pour 15 semaines suivie par une thérapie combinée entre REP 2139-CA et
linterféron-a pégylé pour 15 semaines et ensuite une monothérapie avec linterféron-a pégylé
pour 33 semaines (Bazinet et al., 2017). Les patients traités ont été suivie durant une année. Les
résultats de cette étude prometteuse montrent une diminution significative du niveau de la virémie
du VHD et une réduction de 'AgHBs et séroconversion a anti-HBs dans certains cas (Bazinet et
al., 2017). Il semble que les NAPs ont un effet antiviral a travers différents mécanismes d’action
soit I'inhibition de la sécrétion de 'AgHBs (Noordeen et al., 2015), soit la diminution de 'AgHBs
intracellulaire a travers l'inhibition de 'assemblage de particules sous virales (Blanchet et al.,
2019b) soit l'interaction de NAPs avec S-AgHD et L-AgHD inhibant le cycle de réplication du VHD
(Shamur et al., 2017).

5 Les modeles cellulaires

5.1 Cultures primaires d’hépatocytes

5.1.1 Hépatocytes Humains

Les études sur le VHB et VHD utilisant les cellules primaires d’hépatocytes (PHH) sont
limitées a différentes contraintes. Les PHH ont une durée de vie limitée a quelques semaines et
elles sont difficiles & gérer dans des conditions de culture habituelles (Gripon et al., 1988). Elles
n’ont pas la capacité de s’amplifier (Levy et al., 2015). De plus, il est difficile de s’approvisionner

en hépatocytes humains (Gripon et al., 1988). L’efficacité d’infection de PHH est faible et décline
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rapidement aprés quelques jours de mise en culture (Galle et al., 1994). La sensibilité a I'infection
des PHH augmente par traitement avec la diméthylsulfoxyde (DMSO) et ajout de polyéthylene
glycol (PEG) au moment de l'inoculation (Galle et al., 1994; Gripon et al., 1993; Gripon et al.,
1988; Schulze-Bergkamen et al., 2003). La sensibilité & l'infection varie d’'un prélévement a I'autre
(Galle et al., 1994; Mabit et al., 1996). En conséquent, une forte variabilité de donneur a un autre

est observée ce que limite le nombre d’études reproductibles (Allweiss & Dandri, 2016).

5.1.2 Hépatocytes de Tupaia

Les cultures primaires d’hépatocytes obtenues a partir de I'animal mammiféere Tupaia
belangeri, dite PTH, sont sensibles a l'infection par le VHB et VHD (Walter et al., 1996; Yan et
al., 2012). L'utilisation du modéele cellulaire PTH a permis d’identifier le récepteur NTCP d’entrée
du VHB et VHD (Yan et al., 2012). Les PTH sont réfractaires a l'infection par WHV mais sont
sensibles a l'infection par WMHBV (Kock et al., 2001).

5.2 Lignées cellulaires hépatiques

Les lignées cellulaires HepG2 et Huh7 sont des lignées cellulaires dérivées
hépatocarcinome largement utilisées comme modele d’étude d’hépatocytes. Cependant, ces
lignées cellulaires ne sont pas sensibles a l'infection par le VHB et VHD parce qu’elles ne
permettent pas I'entrée du virus faute d’expression de récepteur d’entrée NTCP du VHB et VHD
(Kullak-Ublick et al., 1996; Meier et al., 2013). L’'un des avantages de ces lignées cellulaires est
le fait de supporter la réplication du VHD. En effet, la co-transfection de ces cellules par le
plasmide qui code pour le génome du VHD avec le plasmide codant pour les protéines
d’enveloppe du VHB permet la production des virions du VHD infectieux (Blanchet & Sureau,
2007; Sureau et al., 1994). De plus, la transfection de ces cellules par de 'ADN circulaire du VHB
permet la production des particules virales du VHB (Sureau et al., 1986). Les cellules HepAD38
(Ladner et al., 1997) et HepG2.2.15 (Sells et al., 1987) sont des cellules dérivées des cellules
HepG2, elles sont transduites de fagon stable par le génome du VHB et permettent la production

des particules infectieuses.

La lignée HepaRG est dérivée d’'une tumeur hépatique d’'une patiente souffrante d’'un
hépatocarcinome et d’une infection chronique par le virus de I’hépatite C qui a été décrite en 2002
(Gripon et al., 2002). Le traitement a long terme des cellules HepaRG avec DMSO permet sa

différentiation ainsi sa sensibilité a I'infection par le VHB et VHD (Gripon et al., 2002).
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La découverte de récepteur NTCP d’entrée du VHB et VHD était une étape clé pour
développer de cellules hépatiques (HepG2-NTCP, Huh7-NTCP) sensibles a I'infection par le VHB
et VHD par I'expression exogéene de récepteur NTCP (Ni et al., 2014; Yan et al., 2012). Ce modele
cellulaire est considéré un outil utile pour étudier le cycle viral du VHB et VHD ainsi que
l'interaction héte-virus. Cependant, pour pouvoir infecter les cellules, il faut un titre viral tres élevé
(500 a 10000 équivalents de génome du VHB par cellule) (Allweiss & Dandri, 2016; Ni et al.,
2014).
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6 LAUTOPHAGIE

6.1 Découverte et définition

Le terme « autophagie » a été inventé par Christian de Duve en 1963. Cette dénomination
a été décrite suite a des observations en microscopie électronique des vésicules a simples et
doubles membranes. Ces vésicules contiennent une partie du cytoplasme incluant des organelles
(Feng et al.,, 2014; Klionsky, 2007; Tooze & Yoshimori, 2010). En 2016, le prix Nobel en
physiologie et médecine a été accordé au professeur Yoshinori Ohsumi pour son implication dans
la découverte et I'élucidation de mécanismes de I'autophagie (Tooze & Dikic, 2016). En grec, le
terme autophagie signifie « se manger soit méme ». L’autophagie a été considérée initialement
comme étant une réponse a une privation nutritive. Plus tard, elle a été définie comme un
processus cellulaire permettant a la cellule de dégrader et de recycler les organelles et les
molécules défectueuses, mais aussi des pathogénes intracellulaires comme des bactéries ou des
virus (Li et al., 2020b).

Il existe trois types d’autophagie : i) 'autophagie médiée par les protéines chaperons, ii) la
microautophagie et iii) la macroautophagie (Parzych & Klionsky, 2014). Les trois permettent la
dégradation des composants cytosoliques dans les lysosomes. L’autophagie médiée par les
protéines chaperonnes n’est pas médiée par la vésicule a double membrane nommée
autophagosome. Elle permet la dégradation sélective des protéines cytoplasmiques solubles
dans les lysosomes (Arias & Cuervo, 2011). A la suite d’une interaction spécifique entre la
protéine de choc thermique de 70 kDa (Hsc70) et une séquence d’acide aminé spécifique de la
protéine a dégrader, 'ensemble est acheminé au lysosome (Arias & Cuervo, 2011; Mizushima et
al., 2011). Lors de la microautophagie, la membrane du lysosome englobe directement une petite
partie du cytoplasme. Le mécanisme et le réle de cette derniére ne sont pas encore bien compris
surtout dans les cellules des mammiféres (Mizushima et al., 2011). La macroautophagie (référée
par autophagie pour tout le reste de manuscrit) se déroule de fagon canonique, ainsi elle
correspond a la formation des autophagosomes selon le processus habituel illustré dans la Figure
1.10 (Codogno et al., 2011). Elle permet la dégradation des protéines cytosoliques par
intermédiaire de 'autophagosome. La formation de cette derniére s’initie par la formation d’'un
phagophore qui englobe progressivement le cytoplasme, les protéines malformées, les protéines
a longue durée de vie et les organelles. La vésicule ainsi formée fusionne alors avec les

lysosomes pour dégrader le contenu (Figure 1.10). L’autophagie peut étre sélective ou non
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sélective (Yang & Klionsky, 2020). L'autophagie sélective est caractérisée par une spécificité
élevée dans le choix et la livraison de la cargaison pour la dégradation, tandis que l'autophagie
non sélective est caractérisée par la dégradation au hasard de contenu du cytoplasme et la
manque de spécificité de sélection de la cargaison (Yang & Klionsky, 2020). De plus, il existe
également I'autophagie non canonique durant laquelle la formation des autophagosomes n’est
pas dépendante de toutes les protéines autophagiques. Ainsi, ce processus, a linverse de
'autophagie canonique, ne suit pas un ordre hiérarchique habituel, qui est décrit dans la Figure
1.10 (Codogno et al., 2011).

Nutrient or energy limitation or Infection

mTORC1  ATG12 conjugation system LC3 conjugation system

ATG7
- - ATG5-ATG12/
ULK1-ATG13 ATG
FIP200 complex ATG16L1

ATG5-ATG12/ATG16L1 LC3-PE(LC3II)
VPS34-Beclinl- \ PLEKHM1, SNAP29

ATG14 complex

Rab7, Syntaxine 17, VAMPS8
Membrane recruitment

—

VESICLE ELONGATION m FUSION WITH LYSOSOME

Isolation

Membrane Autophagosome Autolysosome

® o
Lysosome

Figure 1.10: Processus de I'autophagie canonique
Le schéma représente un apercu de la voie macroautophagique. Elle est activée a la suite d'un stress

(carence nutritive ou énergétique et infection). La formation de l'autophagosome commence par la
nucléation d’'une vésicule, suivie par I'élongation de la membrane d’isolement et la fermeture de la vésicule.
Ces étapes impliquent plusieurs protéines autophagiques (ATG) indiquées sur le schéma.
L’autophagosome mature fusionne avec le lysosome pour former un autolysosome dans lequel le contenu
séquestré est dégradé. Cette étape implique différentes protéines dont certaines sont indiquées sur le
schéma, adapté de Liu & Levine, 2015.
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6.2 Machinerie de I’autophagie

6.2.1 Initiation de I'autophagie

La formation de la double membrane des autophagosomes nécessite un apport important
de lipides. Les organites donneurs des membranes peuvent étre le réticulum endoplasmique,
l'appareil de Golgi, la mitochondrie et les endosomes (Abreu et al., 2013). De plus, la double
membrane peut également étre originaire de la membrane plasmique (Ravikumar et al., 2010;
Rubinsztein et al., 2012). Il a été suggéré que ATGY, la seule protéine autophagique
transmembranaire, fournit des lipides pour la formation des autophagosomes (Orsi et al., 2010).
Cependant dans une étude ultérieure, il a été montré que dans les cellules de mammiféres, ATG9
ne s’intégre pas dans la membrane des autophagosomes, mais interagit de facon transitoire et
dynamique avec les autophagosomes (Orsi et al., 2012; Walker & Ktistakis, 2019). De plus,
récemment, il a été découvert que la protéine ATG2 peut extraire les lipides des vésicules pour
les transférer dans d’autres vésicules. Le transfert des lipides du réticulum endoplasmique vers
les phagophores par ATG2 facilite 'expansion de I'autophagosome (Maeda et al., 2019; Osawa
et al., 2019).

L’autophagie est activée a la suite d’un stress tel que la privation nutritive ou « starvation »,
essentiellement la déplétion en acides aminés et en facteurs de croissance. La protéine mTOR
(Mammalian Target Of Rapamycin) est une enzyme de la famille des sérine/thréonine kinases
(Saxton & Sabatini, 2017). Elle joue un réle important dans la voie de signalisation activée en
réponse aux nutriments et elle est composée de deux complexes (complexe 1 et 2) (Kroemer et
al., 2010; Saxton & Sabatini, 2017; Zoncu et al., 2011). L’inhibition du complexe mTOR 1 par la
Rapamycine active I'autophagie (Yip et al., 2010).

A la suite de linhibition de mTORC1, une séquence d’événements est déclenchée.
Premiérement, I'activation du complexe ULK1 par autophosphorylation du domaine riche en
proline et sérine (PS) spécifiguement entre les résidus 287 et 351 (Yan et al., 1998). Ensuite,
ULK1 active a son tour le complexe phosphatidylinositol-3-kinase classe 3 (PI3KCIIl). Ce dernier
permet la formation de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) qui déclenche alors la formation
du phagophore, appelé aussi membrane d’isolation, et le recrutement de plusieurs protéines
autophagiques nommées « autophagy related genes » (ATG) (Figure 1.10) (Ganley et al., 2009;
Hosokawa et al., 2009; McEwan, 2017; Mizushima, 2010; Shpilka et al., 2012).

38



6.2.2 Elongation du phagophore

L’élongation du phagophore fait intervenir deux systémes de conjugaison « ubiquitin-like ».
Le premier est le systéeme de conjugaison ATG12 (Shpilka et al., 2012) qui aboutit a la formation
du complexe ATG5-ATG12/ATG16L1 (Figure 1.10). La formation de ce complexe fait intervenir
différentes protéines autophagiques qui se comportent comme des enzymes d’ubiquitination dites
« enzyme ubiquitine-like ». La premiére protéine ATG a intervenir est ATG7, qui se comporte
comme une enzyme ubiquitine-like E1. Cette derniére active ATG12 en se fixant sur son résidu
glycine en C-terminal. Puis ATG12 est transférée a ATG10. Cette derniére est une protéine
ubiquitine-like E2 qui permet la liaison covalente d’ATG12 a la lysine 130 d’ATGS5. Ensuite le
complexe ATG5-ATG12 forme un complexe multimérique avec ATG16L1 (Figure 1.10) (Glick et
al.,, 2010). Il a été rapporté que, in vitro, le complexe ATG5-ATG12/ATG16 s’attache aux
membranes lipidigues d'une maniére dépendante d’ATG16 et que cette association est
nécessaire pour le processus autophagique. De plus, ATG16 est nécessaire pour la localisation

du complexe ATG5-ATG12 au phagophore (Romanov et al., 2012).

Le deuxiéme systéme de conjugaison « ubiquitine-like » est LC3 pour « Microtubule-
associated protein light chain 3 » (Figure 1.10) (Mizushima et al., 2011). La protéine LC3 est une
protéine cytosolique qui est synthétisée en tant que précurseur. Apres sa synthese, les 22 résidus
de I'extrémité C-terminal du précurseur LC3 sont immédiatement clivés par 'ATG4 (une protéase
a cystéine) pour générer la LC3-1 (Fujita et al., 2008). A la suite de I'induction de 'autophagie, la
glycine carboxyterminale, exposée de LC3-I est conjuguée au phosphatidyléthanolamine (PE)
par ATG7, ATG3 (activité de conjugaison E2-like) et le complexe ATG12-ATG5/ATG16L1 (activité
de ligase E3-like) pour former la LC3-ll (LC3-PE) (Figure 1.10. Le complexe ATG5-
ATG12/ATG16L1 recrute ATG3, conjugué a LC3-I, a la membrane pour favoriser le transfert de
LC3-I vers le PE situé a la membrane (Hanada et al.,, 2007). Ce complexe est également
nécessaire pour la formation du phagophore (Walczak & Martens, 2013) De plus, il a été montré
que la liaison de LC3 au PE nécessite I'association du complexe ATG5-ATG12 a 'ATG16L1
(Romanov et al., 2012).Le PE favorise I'intégration de LC3-ll dans la membrane lipidique du
phagophore et de I'autophagosome (Figure 1.10) (Glick et al., 2010). La LC3-Il se trouve donc
sur les membranes internes et externes des autophagosomes (Johansen & Lamark, 2020). La
synthése de LC3 et le processus de formation de LC3-Il augmentent durant 'autophagie. Par
conséquent, LC3-Il est considérée comme un marqueur d’induction de l'autophagie dans la
cellule (Klionsky et al., 2016).
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6.2.3 Maturation des autophagosomes

Une fois l'autophagosome formé, il fusionne avec les lysosomes pour former un
autolysosome dans lequel le contenu est dégradé. Cette étape de fusion est médiée par des
protéines du complexe SNARE. Parmi ces protéines, on trouve la syntaxine 17 (STX17), la
protéine 29 associée aux synaptosomes (SNAP29), et la protéine membranaire 8 associée aux
vésicules (VAMPS8) (Figure 1.10) (Wilkinson, 2020). Le complexe STX17-SNAP29 présent a la
surface de l'autophagosome permet la fusion au lysosome qui exprime la VAMP8 sur sa
membrane (Ahat et al., 2019; Itakura et al., 2012; Lorincz & Juhasz, 2019). De plus, 'étape de
fusion fait intervenir aussi la protéine PLEKHM1, une protéine adaptatrice, qui favorise
l'interaction entre LC3 et le complexe HOPS (Figure 1.10). Cette interaction favorise la fusion des

autophagosomes aux lysosomes (Jiang et al., 2014; McEwan et al., 2015).

6.2.4 Dégradation sélective

Au début, 'autophagie était principalement connue comme étant un processus aléatoire de
dégradation du matériel cytosolique. En effet, des expériences de microscopie électronique ont
permis de visualiser différentes composantes du cytoplasme (mitochondries, des membranes du
RE et du Golgi) dans la lumiére des autophagosomes (Barth et al., 2010; Eskelinen, 2008; Glick
et al.,, 2010). Cependant, l'autophagie n’est pas uniquement un mécanisme de dégradation
aléatoire d’une partie de cytoplasme, mais est aussi un mécanisme de dégradation sélective. En
effet, 'autophagie dégrade sélectivement les agrégats protéiques (agréphagie) (Sun et al., 2020),
les peroxysomes (pexophagie) (Germain & Kim, 2020), les mitochondries endommagées
(mitophagie) (Ding & Yin, 2012) ainsi que les bactéries intracellulaires (Xénophagie) (Sharma et

al., 2018) et les virus (xénophagie et virophagie) (Mao et al., 2019).

La sélection et lidentification du cargo a dégrader sont définies par des récepteurs
autophagiques également appelées protéines adaptatrices telles que la protéine p62, la protéine
NBR1 « Neighbor of BRCAL1 Gene 1 », la protéine NDP52 « Nuclear Dot Protein 52 » et la
protéine OPTN « Optineurin » (Shpilka et al., 2012).

La protéine p62, également nommée sequestosome 1 (SQSTML1), est la premiére protéine
adaptatrice autophagique sélective découverte chez les mammiféres (Bjorkoy et al., 2005; Pankiv
et al.,, 2007). C’est une protéine cellulaire multifonctionnelle contenant plusieurs domaines
importants. Entre autres un domaine LIR « LC3-interacting region » (Pankiv et al., 2007) et un
domaine UBA « C-terminal ubiquitin-associated domain » (Ciani et al., 2003). La protéine p62

interagit d’'une maniére non covalente avec les chaines ubiquitines ou poly-ubiquitines des
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protéines a travers le domaine UBA. Par la suite, les cargos ubiquitinylés sont transférés par la
p62 a lautophagosome a travers le domaine LIR (Lippai & Léw, 2014). L’activation de
'autophagie permet la dégradation de la protéine p62. De ce fait, p62 est un excellent indicateur
de I'état du flux autophagique (Klionsky et al., 2016).
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7 LAUTOPHAGIE ET LES VIRUS

L’autophagie est un processus de catabolisme cellulaire dont le rdle principal est le maintien
de I’homéostasie cellulaire (Ktistakis & Tooze, 2016). L’infection virale induit un stress cellulaire
qui provoque l'activation de l'autophagie. Cette derniere permet la survie de la cellule face a ce
stress, mais peut aussi, dans certains cas, aider les virus a subvenir a leur besoin en différents
facteurs cellulaires et en énergie pour assurer leur cycle de réplication. Ainsi, bien que différentes
études aient montré le rble antiviral de I'autophagie, il a été observé que I'autophagie peut aussi

avoir un role proviral (Choi et al., 2018).

Le VHB interagit avec le processus autophagique, par exemple il peut induire 'autophagie
a travers le stress du RE et la réponse aux protéines dépliées , UPR ou a travers ces protéines
virales (Li et al., 2011; Zhang, 2020) Par ailleurs, Le VHB manipule également I'étape de
maturation des autophagosomes et profite de I'autophagie pour la réplication de son génome,
pour 'assemblage et/ou I'enveloppement (Doring et al., 2018; Li et al., 2011; Sir et al., 2010). Les

détails reliés seront expliqués dans la section (8.3).

7.1 Mécanismes d’induction de I'autophagie par les virus

7.1.1 Induction indirecte de Pautophagie par le stress du réticulum endoplasmique

Nombreux virus, par exemple le virus de la varicelle et du zona (Carpenter et al., 2011) et
le virus de la grippe (IAV) (Mehrbod et al., 2019), sont connus pour activer I'autophagie en
induisant le stress du réticulum endoplasmique et en déclenchant une réponse UPR. La
signalisation de la voie UPR est médiée par trois médiateurs, I'ATF6 pour « Activated
Transcription Factor 6 », I'lRE1 pour « Inositol Requiring Enzyme 1a » et PERK pour « Protein
kinase RNA (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase ». Chacun des trois médiateurs ont un
récepteur situé dans la lumiére du RE et un domaine effecteur cytosolique (Shen et al., 2002).
L’accumulation de protéines virales au cours de la réplication des virus peut induire un stress du
RE et déclenche une réponse UPR qui induit le processus autophagique (Ogata et al., 2006).
Cela a été prouvé, par exemple, pour les infections par le virus de I'hépatite C (VHC). En effet,
l'infection par le VHC induit une réponse UPR définie par le clivage de la protéine ATF6,
'épissage de 'TARNm de XBP1 par l'activation de IRE1, ainsi que la phosphorylation de PERK
(Ke & Chen, 2011; Sir et al., 2008). De plus, I'activation de la voie UPR par la protéine core du
VHC régule a la hausse les genes autophagiques ATG12 et LC3 (Wang et al., 2014).
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7.1.2 Induction directe de I"autophagie par des protéines virales

L’autophagie peut étre induite par I'expression des protéines virales. Par exemple,
I'expression de la protéine non structurale NS5A du VHC est suffisante pour induire la conversion
de LC3I en LC3II et former les autophagosomes (Shrivastava et al., 2012). Cette protéine virale
régule a la hausse I'expression de Bécline 1 pour induire 'autophagie (Shrivastava et al., 2012).
De plus, la protéine non structurale NS4B du VHC interagit avec les protéines Rab5 et Vps34,
protéine clés pour linitiation de I'autophagie (Li et al., 2010; Ravikumar et al., 2008) et permet
ainsi la formation des vésicules autophagiques (Su et al., 2011). La protéine NS4A du virus de la
Dengue (DENV) induit l'autophagie a travers la voie PI3K pour « Phosphoinositide 3-kinase »
(McLean et al., 2011). De plus, Il a été montré que les protéines virales de Poliovirus, les PV2BC
et 3A, sont responsables de la liaison de LC3I au PE et de la formation des autophagosomes.
D’autres Picornavirus, par exemple, le HRV, le coxsackie virus B3 (CVB3) et le EV71, induisent
également la synthése de LC3II ainsi que la formation des autophagosomes (Choi et al., 2018;
Robinson et al., 2018). La protéine Nef du VIH-1 est responsable de l'induction de I'autophagie
(Kyei et al., 2009).

7.2 Le role antiviral de I'autophagie

7.2.1 Virophagie

L’une des stratégies pour maintenir ’homéostasie cellulaire est la dégradation sélective des
éléments « étrangers » a la cellule via l'autophagie par exemple. Ce processus est nommé
xénophagie et permet le contrdle des infections par des micro-organismes intracellulaires, dont
les virus (Levine, 2005). Il désigne la dégradation sélective de particules virales complétes (Mao
et al., 2019). Cependant, la dégradation par autophagie des composantes virales individuelles et
nouvellement synthétisées est appelée virophagie (Choi et al., 2018; Ma et al., 2013). Dans cette

section, nous citons des exemples de la dégradation autophagique par la virophagie (Figurel.11).

Pour limiter la réplication du VHC, I'étude de (Kim et al., 2016) a montré que la protéine
résidente du RE SHISA5, également nommée « IFN-B-inducible SCOTIN » recrute la protéine

virale NS5A du VHC aux autophagosomes et entraine sa dégradation (Figure 1.11).

La capside de SINV colocalise avec la protéine p62, ce qui permet le mouvement de
ensemble vers les autophagosomes pour une éventuelle dégradation par virophagie (Figure

1.11). La colocalisation est favorisée par les deux protéines, la E3 ubiquitine-protéine ligase
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(SMURF1) et la protéine du groupe C de I'anémie de Fanconi (FANCC) (Figure 1.11) (Orvedahl
et al., 2010; Orvedahl et al., 2011).

La virophagie a été aussi rapportée dans le contexte d’infection par le virus
d’immunodéficience humaine 1 (VIH-1). Il a été montré que la protéine virale Vif interagit avec le
complexe HDACG6 (I'histone désacétylase 6) / APOBEC3G pour favoriser sa dégradation
autophagique (Valera et al., 2015) (Figure 1.11). De plus, la protéine Tat du VIH est sélectivement
dégradée par l'autophagie a la suite de son interaction avec la protéine autophagique p62
(Sagnier et al., 2015) (Figure 1.11).

\
HDAC6 |Zi # HIV —»
APOBEC3G o

/ L
HCV y
Autophagosome

wv
S NSS5A
vss \
>
w

Virophagy

Figure 1.11: Le r6le antiviral de I'autophagie
Le schéma représente quelques exemples du rble antiviral de I'autophagie. Les deux protéines SMURF1

et FANCC sont impliquées dans I'acheminement de la protéine de capside SINV a la dégradation par
'autophagie. La protéine Vif du VIH interagit avec le complexe HDAC6 / APOBEC3G ainsi elle favorise sa
dégradation. L'autophagie dégrade sélectivement le transactivateur du VIH-1 Tat, une protéine essentielle
a la transcription du VIH-1 et a la production de virions. La protéine NS5A du VHC interagit avec la protéine
inductible SHISAS. Cette interaction favorise 'acheminement de NS5A aux autophagosomes pour une
dégradation ultérieure. Adapté de Mao et al., 2019.
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7.2.2 Induction de réponses immunitaires innée et adaptative

L’autophagie est impliquée lors de la réponse immunitaire innée et adaptative (Choi et al.,
2018). Commengcant par 'immunité innée, premiere ligne de défense cellulaire, durant laquelle
'autophagie module différents éléments de voie de signalisation de la réponse interféron (Ma et
al., 2013). Rappelons que, en réponse a une infection virale, l'interféron de type | (IFN-I) est
produit (Ma et al., 2013). Cette production est déclenchée en réponse a la reconnaissance par
des récepteurs appelés PRR pour « pattern recognition receptor » des motifs conservés
spécifigues de micro-organismes appelés PAMPs pour « Pathogen Associated Molecular
Patterns ». Parmi les classes de PRR on trouve les « toll-like receptors » (TLR), dont certains
sont exprimés dans les endosomes (TLR 3/7/8/9) ainsi que les « RIG-like receptor » (RLR) qui
sont des récepteurs cytosoliques (Delneste et al., 2007). Le TLR 3 détecte I’ARN double brin viral,
le TLR 7 et le TLR 8 détectent TARN simple brin viral alors que le TLR 9 reconnait I’ADN avec
des sites CpG non méthylés. Le TLR 3 recrute les deux protéines adaptatrices MyD88 pour «
Myeloid Differentiation factor 88 » et TRIF pour « TIR domain-containing adapter inducer IFN-3 »
alors que les autres TLR recrutent seulement la protéine adaptatrice MyD88. MyD88 et TRIF
provoquent I'activation des cascades de signalisation aboutissant a la production des IFN-I. Par
ailleurs, les RLR, le géne | inductible par I'acide rétinoique (RIG-I) et la protéine associée a la
différenciation mélanome 5 (MDA-5), interagissent avec la protéine MAVS pour induire une
cascade de signalisation qui aboutit a la synthése d’'IFN-I (Figure 1.12-A) (Lee & Kim, 2007). Pour
activer l'autophagie, la stimulation des TLR aboutit a I'association de MyD88/TRIF a Bécline 1,
protéine impliquée dans l'initiation de 'autophagie. Cette liaison perturbe linteraction entre Bcl 2
et Bécline 1 et induit 'autophagie. Cependant, la dégradation sélective par I'autophagie de TRIF
inhibe la voie de signalisation des TLR (Figure 1.12-A) (Yang et al., 2017a). L’autophagie semble
donc avoir un role important dans la production de I'interféron de type | a travers I'activation des
TLR. Ainsi les protéines autophagiques et les autophagosomes semblent étre impliqués dans
'acheminement des PAMPs (ou des acides nucléiques virales) aux endosomes exprimant les
TLR. Cette association entre les PAMPs et les TLR induit la production des interférons (Figure
1.12-A) (Ma et al., 2013; Mao et al., 2019; Yordy et al., 2013). |l a été observé que la production
d’'IFN-I dépendante du TLR 7 est diminuée dans les cellules dendritiques plasmacytoides
déficientes en ATG5 et infectées par le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) ou par le virus
Sendai (Heung Kyu Lee et al., 2007).

L’autophagie est également impliquée dans la réponse immunitaire adaptative en favorisant

la présentation antigénique aux cellules immunitaires. Lors de différentes infections virales, le
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processus autophagique permet de générer des antigenes viraux et de les associer aux
complexes majeurs d'histocompatibilit¢ (CMH) de classe | et Il, assurant une présentation
antigénique aux cellules T (Choi et al., 2018). Il a été montré que I'autophagie est impliquée dans
la présentation de I'antigéne nucléaire 1 de I'Epstein-Barr virus (EBNA1) en complexe avec le
CMH classe Il des lignées cellulaires B (Paludan et al., 2005) (Figure 1.12-B). Dans le méme
contexte l'inhibition de I'autophagie (inhibiteur de PI3K ou « knockdown » d’ATG12) peut causer
une accumulation d’EBNAL dans les autophagosomes et une diminution de la capacité de sa
reconnaissance en association au CMH-classe |l par les cellules spécifiques T CD4+ (Choi et al.,
2018; Paludan et al., 2005). Un autre exemple de limplication de l'autophagie lors de la
présentation antigénique est la présentation de la glycoprotéine B du virus herpés simplex-1
(HSV-1) a travers le CMH-classe | (Ahmad et al., 2018; English et al., 2009) (Figure 1.12-B). Il a
également été montré que la présentation par le CMH-classe Il de la protéine Gag du VIH-1 et
du virus d'immunodéficience simienne (SIV) et de la protéine de matrice (MP1) du virus
d’influenza A est améliorée par le processus autophagique (Figure 1.12-B) (Ahmad et al., 2018;
Choi et al., 2018).
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Figure 1.12: Autophagie et réponse immunitaire innée et adaptative
L’autophagie est impliquée dans la réponse immunitaire innée et adaptative. (A) Immunité innée : Les

récepteurs Toll-like (TLR) localisés sur la membrane endosomale reconnaissent les acides nucléiques
viraux, ainsi ils recrutent la protéine TRIF et la protéine MYD88. Cette derniere transmet les signaux vers
le facteur NF-kB et MAPK. La liaison a TRIF et MYD88 provoque la dissociation du complexe de Bécline 1
avec BCL-2 donc l'activation de l'autophagie. La protéine TRIF est dégradée par I'autophagie a la suite de
son acheminement vers I'autophagosome par le complexe TRIM32-TAX1BP1. JNK phosphoryle BCL-2
pour initier 'autophagie médiée par Bécline 1. Durant l'infection par des virus a ARN, les récepteurs RIG-I
et MDAS détectent 'ARN double brin viral. Des signaux sont transmis via la protéine de signalisation
antivirale mitochondriale (MAVS) pour activer le facteur de régulation de linterféron 3 (IRF3). Par
conséquent, l'interféron est produit. Le complexe ATG5-ATG12 perturbe I'interaction entre RIG-I et MAVS,
ainsi il inhibe la signalisation de RIG-I. (B) Immunité adaptative : le processus autophagique permet la
livraison des antigénes intracellulaires et extracellulaires des autophagosomes aux endo-lysosomes. Ainsi,
ces antigénes seront associés aux complexes majeurs d’histocompatibilité 1 ou I (MHC I, MHCII) pour étre
présentés aux cellules T-CD8+ ou aux cellules T-CD4+ respectivement. EBNAL: EB nuclear antigen 1,
Gag: Group-specific antigen, gB: Glycoprotein B, MP1: Matrix Protein 1. Adapté de Choi et al., 2018.

8 Neutralisation de 'autophagie et autophagie provirale

Les virus sont des parasites obligatoires intracellulaires qui ont développé des stratégies
pour s’échapper de la dégradation autophagique. Certains virus ont développé des mécanismes

pour détourner le processus autophagique a leur profit (Choi et al., 2018)
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8.1 Echappement de la dégradation par I'autophagie

8.1.1 Inhibition de P’initiation de I’autophagie

Pour échapper a l'action antivirale de 'autophagie, différents virus inhibent I'initiation de
'autophagie. Le HSV-1, par exemple, inhibe l'initiation de I'autophagie soit par la protéine ICP34.5
(Talléezy et al., 2006) exprimée précocement au cours de l'infection, soit par la protéine US11
(Lussignol et al., 2013) exprimée tardivement durant le cycle de réplication. La protéine virale
ICP34.5 bloque la signalisation induite par la PKR pour « double-stranded RNA dependent
Protein Kinase » et interagit avec la protéine Bécline 1 (Talléczy et al., 2006). Cependant, la
protéine virale US11 n’interagit pas avec la protéine Bécline 1, mais exerce son effet d’inhibition
de l'autophagie en interagissant avec la PKR (Lussignol et al., 2013). Nous mentionnons que
Bécline 1 et la voie PKR sont des éléments clés d’initiation de I'autophagie (Jackson, 2015). Un
autre exemple intéressant est l'infection par le cytomégalovirus humain (HCMV) qui permet tres
tét linduction de lautophagie, mais aprés expression des protéines virales le virus bloque
'autophagie par I'expression de la protéine virale TRS1 qui interagit avec la protéine Bécline 1
(Chaumorcel et al., 2012).

8.1.2 Inhibition de la maturation des autophagosomes

Certains virus manipulent 'autophagie en inhibant la maturation des autophagosomes. Des
virus comme le virus coxsackie du groupe B3 (CVB3) et le virus parainfluenza type 3 humain
(HPIV3), inhibent la fusion des autophagosomes avec les lysosomes en ciblant les protéines
SNAR. Ce blocage de flux favorise la réplication et la production des virus (Ding et al., 2014;
Mohamud et al., 2018). De plus, il a été rapporté que le VHC induit un processus autophagique
incomplet dans les hépatocytes. En effet, la protéine virale NS4B induit I'expression de la protéine
Rubicon pour « Run domain Beclin-1 interacting and cysteine-rich containing protein » qui inhibe
la maturation des autophagosomes. A linverse, linfection par le VHC inhibe I'expression
d’'UVRAG pour « UV resistance-associated gene » connu pour favoriser la maturation des
autophagosomes. Cela provoque ainsi I'accumulation des autophagosomes dans la cellule
infectée par le VHC (Wang et al., 2015). De plus, le VHC induit la production des autophagosomes
dans les hépatocytes, mais il inhibe la dégradation vraisemblablement par une insuffisante fusion
des autophagosomes aux lysosomes (Sir et al., 2008). |l a également été observé que l'infection
par le VHC provoque une altération de l'acidification des autolysosomes qui entraine une

inhibition de la maturation et blocage de la dégradation autophagique (Taguwa et al., 2011).
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8.2 Détournement de I’autophagie au profit des virus

Les virus peuvent non seulement s’échapper de I'effet antiviral de 'autophagie, mais aussi
développer différentes stratégies pour détourner le processus autophagique afin de favoriser leur
cycle de réplication (Mao et al., 2019).

> Des autophagosomes comme plateformes de réplication

Prenons comme exemple le VHC qui utilise 'autophagie pour favoriser sa réplication ’ARN
(Ait-Goughoulte et al., 2008; Fahmy et al., 2018; Fahmy & Labonte, 2017; Guévin et al., 2010; Sir
et al., 2008; Sir et al., 2012) (Figure 1.13). En effet, différentes études ont montré que l'inhibition
de l'autophagie provoque une inhibition de la réplication du VHC indiquant que I'autophagie est
importante pour la réplication d’ARN viral. Par exemple, I'étude de (Dreux et al., 2009) a suggéré
que l'autophagie est importante pour l'initiation de la réplication du VHC. Une étude réalisée dans
notre laboratoire a montré que linhibition de I'expression de 'ATG5 par siRNA bloque la
réplication du VHC et que la protéine ATG5 interagit avec les protéines virales NS5B et NS4B,
deux protéines nécessaires pour la réplication d’ARN viral (Guévin et al., 2010). De plus, il a été
publié que les protéines virales NS5A et NS5B, qui sont deux protéines du complexe de
réplication du VHC, et 'ARN viral colocalisent avec les autophagosomes. Cela suggere que le
VHC exploite les membranes autophagosomales comme site de réplication de 'ARN viral
(Ferraris etal., 2010; Sir et al., 2012). Deux autres études réalisées dans notre laboratoire (Fahmy
et al., 2018; Fahmy & Labonte, 2017) ont démontré que le complexe d’élongation ATG5-ATG12
est nécessaire pour la réplication d’ARN viral. Ainsi, seulement la protéine ATG5, sans ATG16 ni
LC3, interagit avec différentes protéines du VHC. De plus, la purification des réseaux
membranaires du VHC, site de réplication virale, montre la présence de ATG5-ATG12 et ATG16

avec les protéines non structurales virales du VHC.
» L’autophagie pour I'assemblage ou I'enveloppement des virus

L’autophagie est aussi impliquée dans I'assemblage et la maturation de certains virus a
ARN et de virus a ADN. Ainsi, elle favorise 'assemblage du virus de I'immunodéficience humaine
(VIH). En effet, il a été montré que la protéine virale Gag se lie a la protéine autophagique LC3II
et que la protéine pl7 colocalise avec des éléments membranaires. Ces derniers expriment la

protéine LC3 et représentent les sites d’assemblage du virus (Kyei et al., 2009) (Figure 1.13).

La maturation des particules virales du DENV nécessite un processus autophagique intact. En
effet, 'inhibition de 'autophagie aboutit a la formation des particules virales du DENV défectives
(Mateo et al., 2013).
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L’autophagie peut également étre provirale durant I'étape d’enveloppement des virus,
comme c’est le cas pour le VHB (voir section 8.3) (Li et al., 2011). De plus, il a été montré que la
voie autophagique est essentielle pour 'enveloppement du virus de la grippe A (IAV) et pour la
formation des particules virales morphologiqguement intactes (Figure 1.13). Ceci dépend de
I'interaction entre la protéine M2 du virus de la grippe avec la protéine LC3 (Beale et al., 2014).
Les herpesvirus sont des virus a ADN enveloppés pour lesquels I'autophagie joue un réle
important pour l'acquisition de leur enveloppe. En effet, 'EBV recrute les membranes

autophagiques contenant la LC3 pour former son enveloppe (Figure 1.13) (Nowag et al., 2014).
» L’autophagie pour la sécrétion des virus

L’autophagie favorise la sécrétion et la propagation de certains virus entre les cellules. Par
exemple, le virus VIH-1 profite de I'autophagie pour la sécrétion des particules virales. Ainsi,
I'inhibition de 'autophagie dans des macrophages par « knockdown » des genes ATG7 et BECN1
(code pour Beclinel) provoque la diminution de la production des particules virales du VIH-1
(Figure 1.13).

L’autophagie est aussi essentielle pour une propagation efficace entre des cellules voisines
des virus de la famille de Paramyxoviridae y compris les Morbillivirus, et des autres virus comme
Canine Distemper Virus (CDV), Measles Virus (MeV), Nipah Virus (NiV), Hendra Virus (HeV), et
Mumps Virus (MuV) (Figure 1.13) (Delpeut et al., 2012).

Les virus non enveloppés de la famille de Picornaviridae (PV, HRV, CVB3) profitent de
I'autophagie pour favoriser leur sécrétion non lytique puisque ces virus ont été retrouvés dans les
autophagosomes. L’inhibition d’expression des génes ATG12, LC3 et BECN1 diminue la

sécrétion des Picornaviridae (Figure 1.13) (Sun et al., 2019).

Contrairement aux plusieurs études (Ait-Goughoulte et al., 2008; Fahmy et al., 2018; Fahmy &
Labonte, 2017; Guévin et al., 2010; Sir et al., 2008; Sir et al., 2012) qui ont démontré que
I'autophagie favorise la réplication d’ARN du VHC, deux publications ont montré que I'autophagie
est nécessaire aussi pour la production et la sécrétion des particules infectieuses du VHC (Figure
1.13). En effet, I'inhibition de I'expression de ATG7 et Bécline 1 par siRNA provoque une réduction
des particules virales extracellulaires ainsi qu'une accumulation de I'ARN viral et les particules

infectieuses a l'intracellulaire (Shrivastava et al., 2016 ; Tanida et al., 2009).

Il a été démontré que le titre viral du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) dans le
surnageant de la culture cellulaire diminue significativement dans les cellules qui n’expriment pas

'ATGS. Le complexe protéique autophagique ATG5-ATG12 interagit avec RIG-I. Cette interaction
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perturbe la cascade de signalisation, par conséquent elle inhibe la production de l'interféron type
| (Figure 1.12A) (Jounai et al., 2007).
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Figure 1.13: Roéle proviral de 'autophagie
Différents roles proviraux de I'autophagie lors de différentes étapes de cycle de réplication des virus sont

présentés. Différents exemples des virus qui profitent de I'autophagie sont également présentés (panneau
marron a gauche) adapté de Robinson et al., 2018.

8.3 L’Autophagie et le VHB

» Le VHB induit 'autophagie

Plusieurs études ont montré que le VHB induit 'autophagie in vitro et in vivo. D’'une part,
dans le contexte d’expression transitoire du VHB dans les cellules Huh7 et HepG2, des études
ont montré la conversion de LC3I en LC3lII, 'augmentation du pourcentage des cellules positives
pour GFP-LC3II et 'augmentation du nombre des vacuoles a double membrane (Li et al., 2011,
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Mao et al.,, 2011). De plus, dans le contexte d’expression stable du VHB par les cellules
HepG2.2.15, l'activation de I'autophagie a travers la conversion de LC3l en LC3Il a été mise en
évidence (Wang et al., 2013). D’autre part, il a été observé que I'autophagie est activée dans le
foie de patients infectés par le VHB (Sir et al., 2010; Yeganeh et al., 2015). De plus, I'induction
de l'autophagie a également été confirmée dans les cellules du foie dans un modeéle de souris
transgénique pour le VHB (Tian et al.,, 2011). Les deux protéines virales responsables de
I'activation de I'autophagie, selon du groupe de recherche, sont la protéine HBx et/ou la protéine
S-AgHBs.

» Induction de 'autophagie par la S-AgHBs du VHB

Les travaux de (Li et al., 2011) ont montré que la protéine S-AgHBs induit I'autophagie a
travers I'activation de la réponse cellulaire au stress du réticulum endoplasmique appelée la
réponse de la protéine dépliée (UPR). Cette étude a été conduite in vitro par une expression
transitoire soit du VHB complet soit de la protéine d’enveloppe S-AgHBs. IlIs ont confirmé
l'activation de l'autophagie par le VHB en évaluant I'expression de la protéine LC3Il. lls ont
également évalué I'expression de la protéine p62 des cellules qui expriment le VHB et ont conclu
gue le VHB bloque le flux autophagique. De plus, en effectuant différentes mutations dans le
plasmide pHBV1.3, et I'expression transitoire dans les cellules Huh7 de la protéine S-AgHBS, par
le plasmide pcDNA3.1-Flag-SHB, I'’équipe a montré que cette protéine virale est suffisante pour
induire la conversion de LC3l en LC3Il et I'accumulation des autophagosomes. Cette étude a
démontré que la protéine S-AgHBs active I'autophagie a travers l'induction de stress du RE. En
effet, suite a l'inhibition de la voie de signalisation UPR par des siRNA dirigés contre les trois
protéines clés médiatrices de cette voie; 'ATF6, 'IRE1 et la PERK, la formation de LC3Il par la

protéine S-AgHBs est inhibée.
» Induction de l'autophagie par la protéine HBx du VHB

La protéine HBXx est considérée comme étant une protéine multifonctionnelle (Slagle et al.,
2015). En effet, elle est impliquée dans la régulation de différentes étapes du cycle de réplication
du VHB ainsi que dans différentes voies cellulaires (Slagle & Bouchard, 2016). Différentes études
ont mis en évidence le role de la HBx dans la modulation de I'autophagie par le VHB. Ces travaux
ont prouvé limplication de la protéine HBx au niveau précoce et tardif du processus
autophagique. De plus, différentes voies de signalisation ont été suggérées pour montrer que la
HBx régule les différentes étapes de I'autophagie (Figure 1.14) (Bagga et al., 2016; Liu et al.,
2014; Sir et al., 2010; Tang et al., 2009; Wang et al., 2013; Xie et al., 2016; Zhang et al., 2014;
Zhong et al., 2017).
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Il a été montré que la protéine HBx module a la hausse I'expression génique et protéique
de Bécline 1, in vitro, sous une condition nutritive restrictive, et induit la formation des vacuoles
autophagiques (Tang et al., 2009). La diminution d’expression de Bécline 1 par des siRNA dans
des cellules exprimant la protéine HBx diminue le niveau de l'autophagie mesuré par le
pourcentage des cellules positives avec des ponctuations de la GFP-LC3. Cela permet de
conclure que cette protéine virale induit 'autophagie dans des conditions pauvres en nutriments

et que cette induction dépend de Bécline 1 (Tang et al., 2009).

L’étude de (Zhang et al., 2014) a suggéré que l'autophagie est induite a la suite de
I'activation de la protéine kinase 1 associée a la mort (DAPK) par la protéine HBx. Cette protéine
virale favorise I'expression de Bécline 1. Cette publication propose que la voie de signalisation

JNK n’est pas impliquée dans I'activation de I'autophagie (Figure 1.14).

Cependant un autre groupe de recherche (Zhong et al., 2017), a montré que la protéine
HBx favorise la formation des espéces réactives de l'oxygene (ROS) dans la cellule, ce qui
engendre l'activation de la voie de signalisation JNK. La protéine HBx perturbe l'interaction entre

Bcl 2 et Becline 1 ce qui induit 'autophagie (Figure 1.14).

De plus, il a été montré que I'expression transitoire de la protéine HBx dans les cellules
HepG2, ainsi que I'expression consécutive du VHB dans les cellules HepG2.2.15, active
'autophagie. Le traitement des cellules exprimant la HBx par la Rapamycine (inhibiteur de mTOR)
augmente le niveau de l'autophagie. Cependant, le traitement de ces cellules par l'inhibiteur de
PI13K-Akt (LY294002) diminue considérablement le niveau de I'autophagie. Ainsi il a été proposé
que la HBx active I'autophagie probablement a travers la voie PI3K-Akt-mTOR (Gao et al., 2019;
Wang et al., 2013). En revanche les travaux de (Liu et al., 2014) suggére que la protéine HBx

induit la formation des autophagosomes indépendamment de l'inhibition de mTOR.

L’étude de (Mao et al., 2011) a démontré qu’en condition de carence nutritive, les cellules
HepG2 transfectées par la protéine HBx activent 'autophagie. Alors qu’en condition nutritive
normale, elles n’activent pas I'autophagie. La méme observation a été faite dans les cellules
HepG2.2.15. La protéine HBx favorise la survie cellulaire en condition de carence nutritive en
inhibant 'apoptose et en activant 'autophagie. Ces travaux démontrent que cette protéine virale
inhibe la sécrétion de cytochrome c et AlF par les mitochondries ainsi que I'activité des caspases
3 et 9, ce quiexplique 'activité anti-apoptotique de la protéine HBx a travers la voie mitochondriale
(Mao et al.,, 2011). De plus, il a été proposé que la protéine HBx favorise I'activité enzymatique
de PI3KC3 et accroit ainsi I'activation de I'autophagie (Figure 1.14) (Sir et al., 2010).
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Une étude récente (Wang et al., 2019) a montré, in vitro et in vivo, que la protéine HBx
interagit avec c-myc. Cette interaction inhibe I'expression de miRNA-192-3p. Par conséquent,
I'expression de la protéine inhibitrice de I'apoptose liée au chromosome X (XIAP) est augmentée.
Cette augmentation active la protéine NF-kB ce qui active I'autophagie a travers la protéine
Bécline 1 (Figure 1.14).

e Le VHB et le flux autophagique

Il a été publié que la protéine HBXx inhibe la dégradation autophagique. L’étude de (Liu et
al., 2014) a montré que cette protéine virale perturbe l'acidification des lysosomes. Cette
perturbation est causée a la suite d’'une interaction de la protéine HBx avec la V-ATPase (Figure
1.14). De plus, il a été constaté une diminution de la dégradation de la protéine LC3 et de la
protéine p62 dans les cellules exprimant la protéine HBx. Dans la méme étude, ils ont montré
gue I'expression de la protéine p62 est élevée dans des échantillons cliniques (tissues de patients
chroniqguement infectés par le VHB ayant un cancer de foie associé au VHB). D’autre part, les
études de (Sir et al., 2010; Zhong et al., 2017) confirment le r6le de la HBx dans l'induction du
flux autophagique incomplet. Il a par ailleurs été montré que dans un contexte d’expression
transitoire et d’expression stable du VHB et in vivo, la fusion des autophagosomes avec les
lysosomes est bloquée. De plus, le VHB provoque une diminution de I'expression de la protéine
Rab7. Cette diminution pourrait expliquer le mécanisme par lequel le VHB inhibe la fusion des

autophagosomes aux lysosomes (Figure 1.14) (Zhou et al., 2016).

Cependant, d’autres études ont confirmé que le VHB (virons, AgHBSs) est dégradé dans les
autolysosomes (Lin et al., 2019a; Lin et al., 2019b; Xie et al., 2016; Yang et al., 2015b). D’une
part, il a été proposé que la réplication du VHB dans les cellules (HepAD38 ou HepG2.2.15) induit
la production des ROS, par conséquent, la protéine AMPK est activée. Cette activation favorise
la dégradation du VHB par la voie autophagique (Xie et al., 2016). D’autre part, il a été suggéré
gue la dégradation du VHB est médiée par le complexe Rab7- PLEKHM1-LC3 et le complexe
SNAP29-VAMPS (Lin et al., 2019a; Lin et al., 2019b).
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Figure 1.14: Induction de I'autophagie par la protéine S-AgHBs et la protéine HBx du VHB
La protéine HBx induit 'autophagie a travers différentes voies (encadrées et colorées en marron). La

protéine SHBs (S-AgHBs) active également l'autophagie a travers l'induction du stress de réticulum
endoplasmique et ainsi une réponse UPR. La fusion des autophagosomes avec les lysosomes peut étre
inhibée par le VHB. Cette réaction est médiée par la protéine Rab7. La protéine HBx peut altérer
I'acidification des lysosomes et des autolysosomes. Adapté de Zhang, 2020, seulement la partie VHB qui
a été conservé.

e |’autophagie et le cycle de réplication du VHB

Plusieurs études ont montré I'effet proviral de I'autophagie sur le cycle de réplication du
VHB, soit sur la réplication de 'ADN viral (Gao et al., 2019; Sir et al., 2010; Wang et al., 2020;
Zhong et al., 2017), soit sur I'enveloppement et/ou la sécrétion du VHB (Doring & Prange, 2015;
Doring et al., 2018; Li et al., 2011). Des études ont démontré que la suppression de I'autophagie
par la 3-Methyladenine (3MA), la wortmannine (inhibiteurs de I'autophagie), ou par des siRNA
dirigés contre des protéines autophagiques importantes (ATG7, ATG5...), affecte négativement
le cycle de réplication du VHB. En effet, le groupe de recherche (Sir et al., 2010) a traité des
cellules exprimant le VHB avec linhibiteur de lautophagie, 3-Methyladenine, (inhibiteur du
PISKC3). Leurs résultats montrent une diminution significative de la réplication de I'’ADN viral.
Pour confirmer la spécificité de leurs résultats, ils ont utilisé des siRNA contre Vps34 et ATG7.

Leurs résultats confirment la suppression de la réplication de ’'ADN dans ces conditions. Ce qui
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confirme I'effet proviral de I'autophagie sur la réplication d’ADN du VHB. Dans la méme étude,
les auteurs ont évalué I'effet de 'autophagie sur le niveau des ARN viraux du VHB en traitant les
cellules avec du 3MA ou un siRNA contre ATG7. Leurs résultats révélent un effet marginal sur
'ARN et 'AgHBs du VHB et aucun effet sur la protéine core.

Il a été montré que la voie de signalisation ROS-JNK est importante pour la formation des
autophagosomes ainsi que pour la réplication du VHB. Il a été expliqué que I'inhibition, en utilisant
des différentes doses d’inhibiteur de la voie JNK-ROS, diminue le niveau d’ADN viral. Cependant,
aucun effet significatif n’a été observé sur le niveau d’ARN viral. Cela confirme le réle positif de
l'autophagie sur la réplication de 'ADN du VHB. Cette étude a été réalisée in vitro dans des

cellules HepG2 et des cultures primaires d’hépatocytes humains (Zhong et al., 2017).

Les différentes études mentionnées précédemment défendent I'hypothése selon laquelle
'autophagie est majoritairement impliquée dans la réplication de 'ADN viral du VHB (Gao et al.,
2019; Sir et al., 2010; Wang et al., 2020; Zhong et al., 2017). Cependant, une étude a proposé
que l'autophagie agisse positivement plutét sur 'enveloppement du VHB. En effet, le groupe de
Yuan, (Li et al.,, 2011), a constaté une diminution de la concentration en virions dans les
surnageants de culture apres le traitement des cellules exprimant le VHB avec du 3MA. Les
mémes observations ont été confirmées par l'utilisation de différents siRNA, ciblant notamment
l'autophagie (Bécline 1 et ATGb)) et la voie UPR (PERK, IRELIALPHA, ATF6). Ces résultats
permettent aux auteurs de déduire que l'autophagie a un effet proviral sur 'enveloppement et/ou
la sécrétion des virions. Pour trancher entre un effet positif sur I'enveloppement et/ou la sécrétion,
ils ont traité les cellules avec du 3MA, ou des siRNA ciblant la Bécline 1 et ATG5. Ensuite, ils ont
utilisé un anticorps anti-AgHBs pour précipiter les virions. Les résultats des deux traitements
montrent une diminution de concentration pour les virions intracellulaires et extracellulaires, et
aucun effet sur les nucléocapsides intracellulaires (Li et al., 2011). Cela permet de confirmer I'effet
proviral de I'autophagie sur I'enveloppement du VHB. Par ailleurs, il a été démontré que le
complexe d’élongation ATG5-ATG12/ATG16L1 est important pour I'assemblage/stabilité des
nucléocapsides du VHB. Cependant le systéme de conjugaison LC3ll semble ne pas étre
impliqué dans cette étape du cycle de réplication du VHB (Doring & Prange, 2015; Doring et al.,
2018).

En conclusion, l'autophagie joue un rdle proviral sur le cycle de réplication du VHB.
Cependant la nature des effets proviraux (réle dans la réplication de 'ADN, I'assemblage des
capsides, I'enveloppement des capsides) n'a pas atteint de consensus, et pourrait dépendre des

modéles cellulaires ainsi que des génotypes utilisés.
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9 LES VESICULES EXTRACELLULAIRES

La présence des vésicules extracellulaires (VE) de la cellule a été découverte il y a plus 50
ans (Hessvik & Llorente, 2018; Wolf, 1967). lls existent principalement trois types de VE
dépendamment de leur mécanisme de sécrétion et de leur taille : i) les exosomes, ii) les
microvésicules (microparticules), iii) les corps apoptotiques (Figure 1.15) (Gyorgy et al., 2011).
Les microvésicules et les corps apoptotiques sont sécrétés directement a partir de la membrane
plasmique des cellules. Pour les besoins de cette thése, nous allons nous intéresser uniquement

aux exosomes.

Extracellular vesicles

resting or activated cell apoptotic cell

activated or tumor cell

Figure 1.15: Représentation schématique des vésicules extracellulaires
Le schéma représente les différentes vésicules extracellulaires sécrétées par les cellules, soient les
exosomes, les microvésicules et les corps apoptotiques (Gyorgy et al., 2011)

9.1 Les exosomes

9.1.1 Définition et historique

Les exosomes sont des nanovésicules extracellulaires dont la taille varie de 50 nm a 100
nm. L’origine de ces vésicules est la voie endosomale. Elles dérivent des vésicules intraluminales
(ILVs) présentes dans les corps multivésiculaires (MVB) ou endosomes tardifs. Les exosomes
sont libérés dans le milieu extracellulaire & la suite de la fusion des endosomes tardifs (corps
multivésiculaires) avec la membrane plasmique (Inoue et al., 2018; Le Lay et al., 2018; Raposo
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& Stoorvogel, 2013). Les corps multivésiculaires (MVB) fusionnent soit avec des lysosomes pour
former des endo-lysosomes entrainant la dégradation du contenu, soit avec la membrane
plasmique pour libérer les exosomes (Figure 1.16) (Harding et al., 2013). Les exosomes sont
sécrétés dans le milieu de culture cellulaire in vitro. De plus, ils sont également libérés in vivo

dans divers fluides corporels tels que le sérum, les urines et la salive (Angélique, 2012).

Les exosomes peuvent contenir des lipides, des protéines, et des ARN, incluant les
microRNAs (Zhang et al., 2019). lls sont impliqués dans la communication intercellulaire (Raposo
& Stoorvogel, 2013). Les exosomes expriment différentes protéines, qui peuvent étre des
marqueurs potentiels permettant de distinguer les vésicules extracellulaires. Parmi les protéines
enrichies dans les exosomes on trouve les protéines ALIX, TSG101, HSP70 et les tétraspanines
telles que CD63, CD81 et CD9 (Mathivanan et al., 2010; Mathivanan & Simpson, 2009; Record
etal., 2014). Ces derniéres se sont communes aux exosomes cependant on trouve d’autres qu’ils
sont spécifiques aux types cellulaires (Mathivanan et al., 2012; Mathivanan et al., 2010;
Stremersch et al., 2016; Thery et al., 2002b) par exemple les exosomes secrétés des cellules NK
expriment la perforine (Lugini et al., 2012) et les cellules dendritiques secrétent des exosomes

gui expriment CMH-classe Il (Munich et al., 2012).

.
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Figure 1.16: Représentation schématique de la sécrétion des exosomes dans le milieu extracellulaire
Le contenu des endosomes précoces est séquestré dans les ILVs des MVB. Les MVB fusionnent soit avec

les lysosomes pour une dégradation, soit avec la membrane plasmique pour la libération des exosomes a
I'extérieur de la cellule. Adapté de Mathivanan et al., 2010.
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Le processus de la sécrétion des nanovésicules a été observé pour la premiére fois dans
des réticulocytes de rat en 1983 (Harding et al., 1983). Plus tard, en 1985, des observations
similaires ont été faites sur des réticulocytes de mouton (Pan et al., 1985). Deux ans plus tard
(1987), le nom « exosome » a éte attribué a ces nanovésicules par Rose Johnstone (Johnstone,
2005; Johnstone et al., 1987). Les exosomes ont été considérés, au début de leur découverte,
comme étant des déchets cellulaires (Johnstone et al., 1987). Par la suite, d’autres réles

importants ont été déterminés.

9.1.2 Fonctions biologiques des exosomes

Les exosomes sont impliqués dans différents processus biologiques tels que 'homéostasie
cellulaire (Desdin-Mico & Mittelbrunn, 2017), la présentation antigénique et I'inflammation
(Gurunathan et al., 2019). Les exosomes affectent également différents processus pathologiques
tels que le cancer. Le rdle des exosomes dans les processus physiologiques et pathologiques
est lié a leur aptitude a transférer des ARN, des protéines et des lipides entre les cellules. Ce
phénomeéne contribue a la communication entre les cellules voisines et distantes (Edgar, 2016;
Mathivanan et al., 2010; Record et al., 2014).

Les exosomes contribuent & I’homéostasie cellulaire. lls sont impliqués dans la protection
des cellules contre le stress intracellulaire. Ainsi, a la suite d’'un stress, la sécrétion des exosomes
est augmentée et leur composition est modifiée (Villarroya-Beltri et al., 2014). Par exemple,
l'induction de stress du réticulum endoplasmique favorise la formation des MVB et la sécrétion
des exosomes (Kanemoto et al.,, 2016). La réplication du VHB dans les cellules hépatiques
modifie 'abondance de 35 protéines dans les exosomes par rapport a des exosomes issues des
cellules non infectées (Jia et al., 2017). Cependant, les raisons pour lesquelles la cellule en stress
augmente la sécrétion des exosomes ne sont pas bien définies et différentes explications sont
proposées : i) L’'augmentation de la sécrétion des exosomes pourrait étre une voie alternative
d’élimination des déchets et des composantes nuisibles a la cellule; ii) les cellules peuvent
communiquer aux cellules voisines un état de stress intracellulaire en augmentant la sécrétion

des exosomes (Hessvik & Llorente, 2018).

Dans le contexte de la présentation antigénigue, il a été montré que les cellules dendritiques
sécrétent des exosomes. Ces dernieres transferent des protéines membranaires, comme le
complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il, a d’autres cellules dendritiques. De plus, elles
activent les cellules T CD4+ naives. Cela permet la propagation de I'antigéne et 'amplification de

la réponse immunitaire (Nolte-'t Hoen et al., 2009; Thery et al., 2002a; Thery et al., 2002b).
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Les exosomes sont également des meédiateurs de la réponse inflammatoire. Ainsi,
différentes cellules immunitaires sécrétent des exosomes a la suite de la détection d’antigenes
étrangers. Par exemple, la stimulation des macrophages par des lipopolysaccharides (LPS)
provoque la sécrétion d’exosomes par ces cellules et induit la production de TNF-a et IL-6 par
des macrophages naifs (Essandoh et al., 2015). Les cellules immunitaires peuvent aussi recevoir
les exosomes sécrétés par d’autres cellules. Par exemple, le traitement, in vitro des macrophages
par des exosomes isolés de sérum des souris atteintes de colite aigué induite par le Sulfate de
Dextrane Sodigue (DSS) cause la production de TNF a (Wong et al., 2016).

Dans le contexte du cancer, les exosomes transferent des miARN (micro-ARN) dans le
microenvironnement de la tumeur. C’est le cas par exemple du cancer du foie, dans lequel les
exosomes contiennent le miR-1247-3p et activent la voie de signalisation intégrine béta-1/ NF-kB
dans les fibroblastes. Cela permet la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8),
favorise la propagation du cancer de foie et la métastase pulmonaire de ce cancer (Fang et al.,
2018).

9.1.3 Biogeneése et absorption des exosomes

Les exosomes proviennent de la voie endosomale et correspondent, comme mentionné
précédemment, aux vésicules intraluminales (ILVSs) présentes dans les corps multivésiculaires
intracellulaires (Zhang et al., 2019). Deux mécanismes de formation des exosomes ont été décrits
en fonction de la dépendance vis-a-vis de la machinerie des ESCRT (Figure 1.17) (Raposo &
Stoorvogel, 2013).
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Figure 1.17 : Biogenése des exosomes
Les vésicules intraluminales (ILVs) sont générées par l'invagination de la membrane endosomale selon

des mécanismes dépendants ou non des protéines ESCRT. Les ILVs ont deux destinations différentes,
elles peuvent fusionner avec des lysosomes pour étre dégradées ou fusionnées avec la membrane
plasmique pour secréter les exosomes adapté de Edgar, 2016.

La machinerie des protéines ESCRT est importante dans le processus de biogenése des
exosomes. On distingue quatre complexes protéiques ESCRT (ESCRTSs -0, -, -Il, -lll) ainsi que
le complexe Vps4 AAA ATPase (Figure 1.17) (Henne et al., 2013; Khan et al., 2017). Ces
complexes sont impliqués a la fois dans la formation des MVB, dans le processus d’invagination
aboutissant a la formation des ILVs, et dans la sélection des protéines qui sont incorporées dans
les ILVs (Zhang et al., 2019). La machinerie des ESCRT est initiée par une étape de
reconnaissance et de séquestration des protéines ubiquitinées dans des domaines spécifiques
de la membrane endosomale. Cette étape est réalisée via la sous-unité de liaison a l'ubiquitine
de la protéine ESCRT-0. Cette derniére interagit avec les complexes ESCRT-I et ESCRT-II. Ce
dernier complexe se combine avec 'ESCRT-III. Cette derniere est impliquée dans le processus

de bourgeonnement. Aprés la formation des ILVs, le complexe ESCRT-IIl se sépare de la
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membrane des MVB gréce a la protéine Vps4 (Figure 1.17) (Henne et al., 2011). L’enrichissement
dans les exosomes de certaines protéines ESCRT ou accessoires (ALIX, TSG101), ainsi que des
protéines ubiquitinées, suggére que les protéines ESCRT sont impliquées dans le tri des
protéines vers les exosomes ainsi que dans la biogenése des exosomes (Zhang et al., 2019). En
effet, les protéines TSG101 et ALIX ainsi que certaines tétraspanines (CD63 et CD81) sont des
marqueurs largement utilisés pour caractériser les exosomes (Urbanelli et al., 2019).

Cependant, les mécanismes indépendants de la machinerie des ESCRT pour I'adressage des
protéines dans les exosomes font intervenir différents éléments tels que les tétraspanines et la

céramide (Raposo & Stoorvogel, 2013).

Les exosomes libérées dans le milieu extracellulaire assurent la communication
intercellulaire. Cette communication nécessite I'entrée puis la libération du contenu exosomal
dans la cellule réceptrice. Ainsi, les exosomes peuvent pénétrer dans une nouvelle cellule par
une interaction ligand-récepteur, fusion avec la membrane plasmique, ou I'endocytose
(endocytose clathrine ou calvéoline dépendante et indépendante) (Figure 1.18) (Abudoureyimu
etal., 2019; Mulcahy et al., 2014). Il a été montré que le mécanisme d’entrée des exosomes varie
selon de type de la cellule réceptrice (Horibe et al., 2018). L’interaction entre les exosomes et les
cellules réceptrices peut impliquer des récepteurs intégrines situés sur la surface des exosomes
ou des cellules cibles. Il a été montré que les exosomes sécrétés a partir des hépatocytes se
fixent sur les hépatocytes et les cellules stellaires hépatiques réceptrices en présence des
intégrines avB3 ou a5B1 et des molécules de types héparines. De plus, les protéoglycanes a
héparane sulfate cellulaires sont impliqués lors de la liaison des exosomes sécrétés par les
cellules stellaires hépatiques a ce méme type cellulaire (cellules stellaires hépatiques) (Chen et
al., 2018).
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Figure 1.18: Absorption des exosomes par la cellule réceptrice
Les exosomes sécrétés dans le milieu extracellulaire sont directement captés par la cellule receveuse.

L’entrée de ces exosomes peut étre réalisée par fusion a la membrane plasmique, par endocytose et a
travers une interaction ligand-récepteur tiré de Feng et al., 2019.

9.2 Les exosomes et les virus

La cellule augmente la sécrétion d’exosomes en réponse a un stress pour maintenir son
homéostasie (Gurunathan et al., 2019; Hessvik & Llorente, 2018). Une infection virale stimule la
sécrétion des exosomes. Il a par exemple été montré que I'expression de la protéine HBx du VHB
augmente la sécrétion des exosomes dans la cellule (Kapoor et al., 2017). La sécrétion des
exosomes et l'activité autophagique permettent a la cellule infectée d’éliminer différentes
composantes nuisibles a son homéostasie. Par ailleurs, le contenu des exosomes peut étre
modifié lors des conditions de stress et de pathologies (Conde-Vancells et al., 2008; Zhang et al.,
2018). De plus, la structure et la quantité des protéines et des lipides membranaires d’exosomes
changent a la suite des infections (Zhang et al., 2018). Par exemple, des analyses protéomiques
des exosomes dérivés des cellules infectées par le VHB révélent un changement significatif de
I'abondance de 35 protéines en présence de la réplication virale du VHB (Jia et al., 2017). Les
exosomes et les virus ont en commun plusieurs caractéristiques, telles que la taille et la
biogenése. Par exemple le complexe protéiqgue ESCRT est impliqué dans la biosynthése des
exosomes et de certains virus, comme le VHB (Votteler & Sundquist, 2013). Récemment, il a été
démontré que le VHD permet une augmentation de la sécrétion des vésicules extracellulaires et

que ces derniéres contiennent 'ARN viral et provoquent la sécrétion des cytokines pro-
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inflammatoires (TNF-a, IFN-y, IL-6) des cellules PBMC et des macrophages (Jung et al., 2020).
Les exosomes peuvent jouer un role antiviral ou proviral (Zhang et al., 2018).

9.2.1 Le rble antiviral des exosomes

Les exosomes peuvent jouer un rble antiviral. Cela se produit lorsque les exosomes
stimulent la réponse immunitaire en envoyant des signaux aux cellules immunitaires qui vont a
leur tour déclencher la réponse immunitaire ciblant 'agent pathogéne. Aussi, les exosomes sont
capables de transférer des protéines impliqguées dans la réponse antivirale. C’est le cas de
l'infection par le VIH (Figure 1.19) durant laquelle il a été montré que les exosomes sécrétés par
les cellules infectées transportent la protéine cellulaire antivirale APOBEC3G (Khatua et al.,
2009).

Les exosomes sont également impliqués dans la réponse antivirale par la diffusion des
antigénes viraux afin d’activer une réponse immunitaire contre ce virus. Par exemple, il a été
montré que dans le contexte d’une infection par EBV les exosomes contenant des composantes
virales et des microRNAs sont capables de médier une communication intercellulaire en
transférant leur contenu vers d’autres cellules du systéme immunitaire (Figure 1.19) (Cellules T,
cellules dérivées de monocytes et aussi les cellules B), ce qui permet d’établir une réponse contre
le virus et d’augmenter la capacité de prolifération et de différenciation des cellules B (Gutzeit et
al., 2014; Pegtel et al., 2010; Rechavi et al., 2009).

Il a été montré que 'ARN viral du VHC est transféré, par le biais des exosomes aux cellules
immunitaires non permissives au virus, telles que les cellules dendritiques plasmacytoides. Ce
transfert de '’ARN virale induit une production de I'lFN alpha (Figure 1.19) (Dreux et al., 2012).

9.2.2 Le r6le proviral des exosomes

Premiérement, le rble proviral consiste en la transmission entre les cellules de l'infection
virale et I'échappement du virus au systéme immunitaire. Les exosomes peuvent contenir
différentes composantes virales (protéines, génome viral, ARNm, microARN). Cela favorise la
transmission d”infection virale entre les cellules; par exemple, les exosomes sécrétés par les
cellules infectées par le virus T-lymphotrope humain-1 (HTLV-1) contiennent des protéines virales
incluant la protéine virale Tax (Transactivator of pX) qui est une protéine virale transactivatrice
qui contrble différentes voies cellulaires (Jaworski et al., 2014). Aussi, les exosomes issus de
cellules infectées par le virus herpés humain type 6 contiennent des virions matures permettant

la transmission de l'infection plus efficacement (Mori et al., 2008).
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Certains virus comme les rétrovirus profitent de la voie de biogenése des exosomes pour
favoriser 'enveloppement des particules virales. Il a été montré que les exosomes expriment les
mémes protéines et lipides retrouvés sur les particules virales de rétrovirus. Par conséquent, le
VIH-1 exploite les protéines de la biogenese des exosomes pour I'enveloppement de sa capside
et de fait la synthése de virions matures (Gould et al., 2003; Meng et al., 2015). Ce rétrovirus peut
infecter les cellules indépendamment de la présence des protéines virales (comme la gp120)
impliguées dans l'étape d’entrée du VIH-1. Cette capacité semble étre liée aux exosomes
sécrétés par les cellules infectées (Pang et al., 2000). Par ailleurs, il a été montré que différents
types de vésicules extracellulaires permettent le transfert des co-récepteurs CCR5 et CXCR4 du
VIH-1 vers des cellules qui n’expriment pas ces co-récepteurs (Figure 1.19) (Madison & Okeoma,
2015). Ce transfert peut modifier et élargir le tropisme du VIH-1 (Gould et al., 2003; Madison &
Okeoma, 2015). Un autre exemple est le virus herpés humain de type 6 dont les virions ont été
observés par microscopie électronique dans les corps multivésiculaires. Il a été montré que ces

virions bourgeonnent avec les exosomes a travers la méme voie de sécrétion (Mori et al., 2008).

Les virus peuvent utiliser les exosomes pour échapper au systéme immunitaire. En effet, le
systéme immunitaire ne peut reconnaitre les particules virales ou les composantes virales
protégées dans des exosomes. Ainsi, la réponse immunitaire a ces composantes virales peut
étre supprimée (Zhang et al., 2018). Par exemple, le virus de I'hépatite A (VHA) peut étre inclu
dans des vésicules, ce qui favorise sa sécrétion et sa dissémination dans le foie. Ces vésicules
permettent aux virions d’éviter la neutralisation par les anticorps (Feng et al.,, 2013). Les
exosomes provenant des cellules infectées par des virus peuvent aussi contenir des miRNA
d’origine virale. Cela aide les virus a échapper au systéme immunitaire et favorise ainsi leur
propagation et leur persistance. C’est 'exemple de I'herpés virus (tel que EBV) (Figure 1.19)
(Lagana et al., 2013). Les exosomes issues des cellules hépatiques infectées par le VHC
contiennent de I'ARN et des protéines virales (Bukong et al., 2014; Masciopinto et al., 2004). Ces
exosomes permettent la transmission du VHC d’une cellule & une autre in vitro (Ramakrishnaiah
et al., 2013). Cela permet au virus d’échapper au systéme immunitaire puisqu’il ne peut pas étre
neutralisé par les anticorps (Figure 1.19) (Ramakrishnaiah et al., 2013). Les exosomes des
cellules infectées par le virus de I'hépatite E (VHE), virus & ARN non enveloppé, contiennent
'ARN du VHE encapsidé. Les anticorps anti-VHE ne pouvant pas neutraliser les exosomes
contenant ce virus, ceux-ci sont considérés comme infectieux. (Figure 1.19) (Chapuy-Regaud et
al., 2017).
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Figure 1.19: Exosomes et Virus

Le VIH, le EBV et les virus des hépatites (VHB, VHC, VHA) représentent des exemples de virus qui
détournent les exosomes pour faciliter leur infection, leur propagation et leur pathogenése. Les exosomes
contiennent différentes composantes virales selon le virus comme indiqué dans le schéma (Khan et al.,

2017).

9.3 Les exosomes et le VHB

Un autre virus qui interféere avec les exosomes est le VHB. En effet, les exosomes
participent au cycle de réplication du VHB. Des évidences montrent que la maturation et le
bourgeonnement du VHB dépendent des vésicules intraluminales des MVB. Il a été montré que
les protéines d’enveloppe du VHB colocalisent avec les protéines ALIX et VPS4B reliées aux
corps multivésiculaires et que linhibition d’expression de l'une de ces protéines bloque la

production et/ou la sécrétion des virions enveloppés du VHB (Kian Chua et al., 2006; Lambert et

al., 2007; Watanabe et al., 2007). De plus, il a été démontré que la protéine core et la protéine

d’enveloppe L-AgHBs du VHB interagissent avec la protéine appelée « gamma2-adaptine » et
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Fubiquitine ligase Nedd4. Cette interaction permet le transport des structures virales a travers la
voie endosomale tardive (Hartmann-Stuhler & Prange, 2001; Rost et al., 2006).

Par ailleurs, les exosomes modulent la réponse immunitaire durant l'infection par le VHB.
En effet il a été montré que les exosomes sécrétés par les hépatocytes exprimant le VHB
induisent I'expression du ligand NKG2D dans les macrophages (Kouwaki et al., 2016). Cela
permet I'activation des cellules NK. Les cellules HepG2-NTCP infectées par le VHB montrent une
augmentation de concentration de miR-21 et miR-29a dans les exosomes. Ces derniers inhibent
I'activité des cellules NK en diminuant I'expression d’IL-12 (Kouwaki et al., 2016). Il a été montré
gue le miR-3 du VHB se présente dans les exosomes isolées des cellules HepG2.2.15 (Yang et
al., 2017b). Ce miR-3 du VHB cible un site bien spécifique du transcrit de 3,5 kb du VHB, ce qui
résulte en une diminution du niveau d’ARNpg et de la protéine core, et donc une diminution de la
réplication du VHB (Yang et al., 2017b).

Le transfert de résistance au VHB des cellules hépatiques non parenchymale aux
hépatocytes est induit par I'interféron-alpha et médié par les exosomes (Li et al., 2013). L’étude
de (Yao et al., 2018) a proposé un meécanisme expliquant ce transfert de résistance par les
exosomes. lls ont expliqué que les macrophages sécretent des exosomes qui contiennent des
molécules antivirales (telle que linterféron-alpha.). Ces exosomes sont endocytés par les
hépatocytes de facon dépendante de la clathrine ou par macropinocytose. Ces exosomes sont
acheminés par des endosomes précoces vers les endosomes tardifs ou les MVB. Les exosomes
fusionnent alors avec les vésicules intraluminales dans les MVB pour transférer leur contenu. Les
vésicules intraluminales liberent ensuite les molécules antivirales par fusion avec la membrane

des MVB dans le cytoplasme, cela inhibe la réplication du VHB.

Différentes composantes virales du VHB se retrouvent dans les exosomes. L’ARN et 'ADN
viral du VHB sont présents dans des exosomes issues des sérums de patients chroniqguement
infectés par le VHB (Kouwaki et al., 2016; Yang et al., 2017c). Certaines protéines du VHB
peuvent également étre présentes dans les exosomes ('HBX, 'AgHBSs, 'HBc, et la polymérase)
(Jia et al., 2017; Kapoor et al., 2017; Kouwaki et al., 2016; Yang et al., 2017c). Cela semble
permettre la transmission de l'infection du VHB entre les cellules et ainsi favoriser la pathogenése
du VHB (Jia et al., 2017; Kapoor et al., 2017; Kouwaki et al., 2016; Yang et al., 2017c). Les acides
nucléigues du VHB contenu dans les exosomes ont été détectés dans les cellules « natural
killer » (NK) de patients chroniqguement infectés par le VHB (Yang et al., 2017c). Dans ce sens, il
a été montré que les exosomes dérivés du sérum des patients chroniquement infectés par le VHB

perturbent I'activité cytotoxique des cellules NK, suppriment I'expression du récepteur NKp44, de
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'lFN-y, et du facteur de nécrose tumorale (TNFa) (Yang et al., 2017c). En utilisant des cellules
HepAD38 qui produisent du VHB, il a été montré que ces cellules secretent des exosomes
enrichis en protéines du complexe de protéasome 26S incluant la PSMCl« 26S protease
regulatory subunit 4 », la PSMC2 « 26S protease regulatory subunit 7 », la PSMD1 « 26S
proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 », la PSMD7 « 26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 7 » et la PSMD14 « 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 ». Ce
contenu est transmis vers d’autres cellules a travers les exosomes et provoque l'inhibition de la
sécrétion d’IL-6 par les monocytes ce qui favorise la réplication du VHB et probablement la
persistance et la pathogenése virales (Jia et al., 2017).

En conclusion, les exosomes jouent un double réle lors de linfection par le VHB. D’une
part, les exosomes ont un role antiviral contre le VHB. En effet, les exosomes peuvent inhiber la
prolifération ou la réplication du VHB, en transmettant des molécules antivirales entre les cellules.
Ces nanovésicules activent la réponse immunitaire innée contre le VHB en améliorant les
fonctions des cellules immunitaires telles que les monocytes-macrophages et les cellules NK.
D’autre part, les exosomes contenant I’ADN, 'ARN et les protéines virales du VHB favorisent
l'infection des cellules voisines par le VHB mais aussi elles exercent un rdle proviral par la

modulation de certains éléments immunologiques.
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10 HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE RECHERCHE

A l'issue de cette revue de la littérature, nous pouvons tirer qu’'un stress cellulaire active
'autophagie, mais aussi induit la sécrétion des vésicules extracellulaires y compris les exosomes.
De plus, nous avons constaté que la liste des virus qui profitent de 'autophagie et des exosomes
est bien large. Ainsi, I'infection par le VHB induit un stress cellulaire qui stimule 'autophagie, mais
également la sécrétion des exosomes. Plusieurs études ont montré le réle proviral de 'autophagie
vis-a-vis du VHB et l'interaction de ce dernier avec la voie de biosynthése des exosomes. Il est
évident que le VHD est un virus satellite du VHB et que leurs cycles de réplication sont étroitement
liés. Cependant, il n’existe dans la littérature aucune donnée sur 'autophagie et le VHD et trés
récemment, au moment de I'écriture de ma thése, une étude a postulé que I'infection par le VHD
induit une production des vésicules extracellulaires. Nous avons émis I'hypothése que le VHD,
lui aussi, active et bénéficie de I'autophagie et provoque l'augmentation de la sécrétion des
exosomes qui favorisent la propagation du VHD en absence du VHB. Le choix d’étudier ces deux
processus cellulaires dans le contexte d’infection virale par le VHD, repose sur le fait que la
présence du VHD en co-infection et surinfection avec le VHB accélére la progression de la
maladie vers un cancer du foie et aussi 'absence des traitements efficaces contre le VHD. D’ou
limportance de comprendre les facteurs cellulaires et viraux de développement de la maladie

pour trouver des pistes thérapeutiques potentielles.

Mon projet de recherche comporte par conséquent deux parties. Dans un premier temps,
établir le lien entre le VHB, le VHD, et 'autophagie pour laquelle nous avons émis les trois

objectifs suivants :

a) Confirmer les liens entre I'autophagie et le VHB dans notre modeéle cellulaire ;
b) Déterminer les liens entre 'autophagie et le VHD dans notre modéle cellulaire ;

c) Déterminer I'effet de I'autophagie dans un modéle de co-infection.

N. B. Les résultats de ces 3 objectifs font I'objet de la premiére publication (Chapitre 2 de ce

manuscrit)

Dans un deuxieme temps, nous voulions établir le lien entre le VHD et les exosomes. Sur
la base de différentes observations préliminaires in vitro de propagation de 'AgHD entre les
cellules hépatiques en absence du VHB et plus précisément de I'AgHBs (réalisées dans notre
laboratoire), nous avons émis I'hypothése que la réplication du VHD induit une augmentation de

la sécrétion des exosomes spécifiques au VHD et permet de propager et d’initier la réplication du
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VHD dans les cellules voisines en absence du VHB. Afin de répondre a cette hypothése, nous

avons fixé les objectifs suivants :

a) Deéterminer I'effet de I'expression du VHD sur la sécrétion des vésicules extracellulaires;

b) Déterminer si une proportion des exosomes sécrétés par des cellules transfectées
exprime les composantes virales du VHD ;

c) Déterminer si les exosomes sont capables de transmettre de matériel viral du VHD aux

cellules hépatiques naives.

N. B. Les résultats de ces 3 objectifs font I'objet d’'un manuscrit en préparation (Chapitre 3 de ce

document).

L'ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit, amélioreront les connaissances sur
le lien entre les VHB et VHD et l'autophagie soit individuellement, soit en contexte de co-
expression. Elle permettra également de comprendre l'interaction du VHD avec les exosomes et

leur implication dans la propagation du VHD indépendamment du VHB.
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Résumé

Il a été démontré qu’'un nombre important de virus subvertissent I'autophagie pour favoriser leur
propre réplication. Des publications récentes ont rapporté l'effet proviral de linduction de
l'autophagie sur la réplication du virus de I'hépatite B (VHB). Le virus de I'hépatite delta (VHD) est
un virus défectueux, un satellite obligatoire occasionnel du VHB. Cependant, aucun travail
antérieur n'a étudié la relation entre l'autophagie et le VHD. Dans cet article, nous analysons
I'impact de I'expression d'éléments propres au VHB et au VHD sur I'autophagie. Réciproquement,
nous présentons également des résultats sur I'effet de I'autophagie sur les cycles de réplication
du VHB et du VHD, individuellement, ou dans le cadre du co-expression. Nous démontrons que
I’AgHBXx et 'AgHBs induisent des étapes précoces de I'autophagie, mais qu’ils bloquent le flux. Il
convient de noter que les deux isoformes de la protéine VHD, la courte AgHD (S-AgHD) et la
longue AgHD (L-AgHD), peuvent également favoriser efficacement ['accumulation
d'autophagosomes et perturber le flux autophagique. En utilisant la technologie de "CRISPR-
Cas9” pour générer des cellules « knockout» (invalidation génique) spécifiques, nous
démontrons que la machinerie de l'autophagie, en particulier les protéines impliquées dans
I'étape d'élongation (ATG7, ATG5 et LC3), est importante pour 'assemblage / | sécrétion du VHB
sans affecter le niveau d’ADN intracellulaire du VHB. Le « knockout » des protéines ATG5 et
ATG7 a diminué le niveau d'ARN du VHD intracellulaire dans les cellules Huh7 et HepG2.2.15
sans effet supplémentaire sur l'assemblage/la sécrétion du VHD. Par conséquent, nous
concluons que le VHB et le VHD ont évolué pour utiliser de facon différente la machinerie de

I'autophagie afin de promouvoir leurs réplications.
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ABSTRACT A substantial number of viruses have been demonstrated to subvert au-
tophagy to promote their own replication. Recent publications have reported the
proviral effect of autophagy induction on hepatitis B virus (HBV) replication. Hepati-
tis delta virus (HDV) is a defective virus and an occasional obligate satellite of HBV.
However, no previous work has studied the relationship between autophagy and
HDV. In this article, we analyze the impact of HBV and HDV replication on au-
tophagy as well as the involvement of the autophagy machinery in the HDV life cy-
cle when produced alone and in combination with HBV. We prove that HBxAg and
HBsAg can induce early steps of autophagy but ultimately block flux. It is worth not-
ing that the two isoforms of the HDV protein, the small HDAg (S-HDAg) and large
HDAg (L-HDAg) isoforms, can also efficiently promote autophagosome accumulation
and disturb autophagic flux. Using CRISPR-Cas9 technology to generate specific
knockouts, we demonstrate that the autophagy machinery, specifically the proteins
implicated in the elongation step (ATG7, ATGS5, and LC3), is important for the release
of HBV without affecting the level of intracellular HBV genomes. Surprisingly, the
knockout of ATG5 and ATG7 decreased the intracellular HDV RNA level in both Huh7
and HepG2.2.15 cells without an additional effect on HDV secretion. Therefore, we
conclude that HBV and HDV have evolved to utilize the autophagy machinery so as
to assist at different steps of their life cycle.

IMPORTANCE Hepatitis delta virus is a defective RNA virus that requires hepatitis B

virus envelope proteins (HBsAg) to fulfill its life cycle. Thus, HDV can only infect indi-

viduals at the same time as HBV (coinfection) or superinfect individuals who are al-

ready chronic carriers of HBV. The presence of HDV in the liver accelerates the pro-

gression of infection to fibrosis and to hepatic cancer. Since current treatments

against HBV are ineffective against HDV, it is of paramount importance to study the

interaction between HBV, HDV, and host factors. This will help unravel new targets

whereby a therapy that is capable of simultaneously impeding both viruses could be

developed. In this research paper, we evidence that the autophagy machinery pro- Citation Khabir M, Aliche AZ, Sureau C,
motes the replication of HBV and HDV at different steps of their life cycle. Notwith- Blanchet M, Labonté P. 2020. Hepatitis delta
standing their contribution to HBV release, autophagy proteins seem to assist HDV K'g;;zt:set?:p‘;Z;"_ZTj’i}%?;if;gfgz:gte
intracellular replication but not its secretion. hitps://doi.org/10.1128/1V1.01936-19
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Microbiology. All Rights Reserved
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utophagy is a catabolic pathway that leads to the degradation of damaged patrick labonte@iafinrs.ca

organelles, protein aggregates, and intracellular microorganisms (1). More than 30 Received 15 Novernber 2019
autophagy (ATG) proteins participate in the autophagy process that begins, upon Accepted 15 November 2019
induction, by the formation of a double-membrane phagophore that will, upon elon- eccsitedimpescpplipostedion Inekel
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The autophagy process is completed by the degradation and recycling of the engulfed
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materials by lysosomal enzymes following the fusion of autophagosomes with lyso-
somes (2).

The elongation and maturation of the phagophore require two ubiquitin-like con-
jugation systems. The first results in the formation of the autophagy elongation
complex ATG5-12/16L1. In this process, ATG7, an E1 ubiquitin-like enzyme, captures
ATG10, an E2 ubiquitin-like enzyme, and transfers it to ATG12 in order to trigger
ATG5-ATG12 conjugation (3). To become functional, the ATG5-ATG12 conjugate re-
quires a stoichiometric association with ATG16L1 (4). The second conjugation system
allows the covalent addition of phosphatidylethanolamine (PE) to microtubule-
associated protein 1 light chain 3 (LC3). The process is initiated by the cleavage of LC3
near its C terminus by the cysteine protease ATG4B. ATG7 then transfers ATG3 (E2
ubiquitin-like enzyme) to LC3 to form an active intermediate (ATG3-LC3). The recruit-
ment of this intermediate at the phagophore permits the addition of PE by ATG3 with
the help of the ATG5-12/16L1 complex, which acts as an E3 ubiquitin-like enzyme (5, 6).
Therefore, the association of the elongation complex with the autophagosomal mem-
brane dictates the site of LC3Il formation (7, 8). The conjugation of the PE group to LC3
triggers its insertion in the inner and outer membranes of the autophagosome, where
it is required for maturation. It should be noted that in this study, LC3 is referred to as
LC3B, the most studied of the six LC3/GABARAP homologs.

Recently, several viruses, including hepatitis B virus (HBY) (9-14), have been dem-
onstrated to subvert the antimicrobial catabolic activity of autophagy (xenophagy) by
blocking autophagic flux and by using the autophagy proteins to promote their
replication (15-17). Hence, the regulation of autophagy could represent a favorable
antiviral target against a wide variety of viruses.

Hepatitis delta virus (HDV) is a defective virus that uses the envelope proteins of HBV
to form its infectious particles (18). The genome of HDV is a circular, negative-strand
RNA containing one open reading frame that codes for two isoforms of HDAg. The
24-kDa small HDAg (S-HDAg) isoform is expressed early in infection and believed to
enhance the replication of the viral genome (19). Later in infection, the host double-
stranded RNA adenosine deaminase (ADAR1) edits the amber stop codon (UAG) to a
tryptophan codon (UGG). This leads to the C-terminal addition of 19 amino acids and,
in turn, to the large isoform (27 kDa) of the protein (L-HDAg) (20). This extension
contains a nuclear export signal (NES) and a prenylation motif (CXXX) (21, 22). These
modifications have been demonstrated to initiate the formation and the secretion of
infectious viral particles (23), notably by enabling the interaction between L-HDAg and
S-HBsAg (23-25).

To date, no studies on the interplay between autophagy and the replication of HDV
have been reported. Since HDV can propagate only in the presence of HBV and the
autophagy machinery promotes HBV replication (11, 14, 26), we needed to assess to
which extent autophagy was able to interfere with the HDV life cycle. In the present
study, the induction of autophagy and its impact on HBV and HDV replication were
analyzed and compared in cells expressing these viruses independently or simultane-
ously. Our results testify that HBV and HDV hijack the autophagy machinery to promote
their replication at different steps of their life cycle.

RESULTS

HBsAg and HBxAg expressions induce the accumulation of autophagosomes in
Huh?7 cells. Although a consensus has emerged on the ability of HBV to induce
autophagy (reviewed in reference 27) and to benefit from its machinery (11), divergent
findings indicate that either HBxAg or HBsAg is responsible for induction (9, 14). As
such, we started our research by evaluating the induction of autophagy upon trans-
fection with plasmids encoding the complete HBV genome of serotype ayw3 (genotype
D) [pCIHBenv(+)] or an envelope-deficient expression vector [pCIHBenv(—)] (Fig. 1A).
Interestingly, both plasmids increase the level of intracellular LC3Il (72 h posttransfec-
tion), a marker of autophagosome formation. Aside from HBsAg, this result suggests
that at least one viral protein induces LC3Il accumulation. As expected, the autophagy
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FIG 1 HBsAg and HBxAg expressions induce the accumulation of autophagosomes in Huh7 cells. (A) Huh7 cells were
transfected with pClneo, pCIHBenv(+), or pCIHBenv(—) or treated for 24 h with rapamycin (Rap) (200 nM). Seventy-two
hours after transfection, the levels of LC3Il, p62, and B-actin were evaluated by Western blotting. (B) Huh7 cells were
transfected with pClneo, pCIHBx-Flag, or pCIHBs-Flag. After 72 h of transfection, the levels of LC3II, p62, and B-actin were
evaluated by Western blotting. Moreover, the expressions of HBxAg and HBsAg were verified by Western blotting using
an anti-Flag antibody. Cells transfected with pCineo were treated or not with rapamycin. (C) Huh7 cells were cotransfected
with pClneo, pCIHBx-Flag, or pCIHBs-Flag and peGFP-LC3. As a positive control for autophagy induction, Huh7 cells
cotransfected with pCineo and peGFP-LC3 were treated with rapamycin (100 M) for 3 h. At 72 h posttransfection, cells
were fixed and stained with an anti-Flag antibody (red) or DAPI (blue). (D) The numbers of GFP-LC3 puncta per cell were
calculated. (E and F) Huh7 cells were cotransfected with peGFP-LC3 and the plasmid pClneo, pCIHBx-Flag, or pCIHBs-Flag,
expressing the HBV proteins (S-HBsAg or HBxAg) through a cytomegalovirus (CMV) promoter (E), or the plasmid pClneo,
pT7HB2.7x(—) (L-M-S), or pT7HB2.7 (L-M-5-X), expressing the HBV envelope proteins and HBxAg from HBV endogenous
promoters (F). The percentage of GFP-LC3-positive cells with punctate LC3 was calculated in transfected cells at 72 h
posttransfection. Calculation was based on the count in 100 cells under each condition.

inducer rapamycin also increases LC3Il accumulation. We equally noticed that the level
of p62, a protein degraded primarily through autophagy, was increased upon HBV
expression, suggesting a disruption of autophagic flux. To identify more precisely which
HBV proteins were actually responsible for modulating the autophagy process and
because several reports identified HBsAg and HBxAg as autophagy inducers, we cloned
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these two genes into pCineo in fusion with a C-terminal Flag tag. The transient
expression of the tagged proteins in Huh7 cells was confirmed by Western blotting
using an anti-Flag antibody (Fig. 1B). We also noticed that both S-HBsAg and HBxAg
expression induced increased LC3Il and p62, suggesting autophagosome accumulation
with an alteration in autophagic flux. To confirm autophagosome accumulation, we
visualized LC3 punctum formation using confocal microscopy upon cotransfection of
Huh7 cells with plasmids encoding green fluorescent protein (GFP)-LC3 and S-HBsAg or
HBxAg or the pClneo plasmid as a control. Our results showed that both S-HBsAg and
HBxAg from serotype ayw3 were able to trigger the accumulation of autophagosomes
(Fig. 1C to E). It is worth noting that the ability of HBsAg and HBxAg to induce such
accumulation seems to be additive when the viral proteins are expressed under the
control of endogenous HBV promoters (Fig. 1F).

The autophagy machinery is required for HBV maturation/secretion. To confirm
the previously reported proviral effect of autophagy on the HBV life cycle, we used the
well-established HepG2.2.15 cell line that harbors four tandem HBV genomic DNA
copies of genotype D (ayw serotype) in its genome. HepG2.2.15 cells constitutively
express HBV proteins and produce viral particles (28). As illustrated in Fig. 2A and B, the
level of autophagosomes is elevated in HepG2.2.15 compared to HepG2 cells. This is
likely due to the constitutive expression of HBV proteins. The pharmacological induc-
tion of autophagy with rapamycin (50 nM) for 48 h had no effect on the level of
intracellular HBV RNA (Fig. 2C). Conversely, a >4-fold increase in HBV extracellular DNA
was observed (Fig. 2D), without any significant influence on HBV RNA levels and
subviral particle secretion (Fig. 2C and E). On balance, these results indicate that
autophagy induction enhances the maturation/secretion of HBV infectious particles
rather than the replication of its genome. To confirm these results, the replication of
HBV was evaluated in HepG2.2.15 cells with a knockout for ATG7, ATG5, or LC3 (three
autophagy proteins were involved in autophagosome formation and expansion). The
knockout of these genes was performed via lentiviral delivery of CRISPR-Cas9 guide
RNA (gRNA) constructs. Following transduction, knockout cell populations were en-
hanced by puromycin selection for 9 days, and the efficiency of the different knockouts
was evaluated by Western blotting (Fig. 2F). Using this procedure, four HepG2.2.15
derivative cell populations (mock, ATG7 knockout [ATG7-KO], ATG5-KO, and LC3-KO)
were obtained (Fig. 2F). As expected, ATG5-KO and ATG7-KO cells lost their ability to
lipidate LC3I since both proteins were involved in the conjugation process of LC3.
Likewise, the absence of ATG7 in ATG7-KO cells prevented ATG5 and ATG12 conjuga-
tion (Fig. 2F). We then measured the intracellular HBV RNA levels and the HBV
extracellular virion concentrations in knockout HepG2.2.15 cells. Like the pharmaco-
logical activation of autophagy, the inhibition of autophagy did not have a significant
effect on intracellular HBV RNA and DNA levels (Fig. 2G and H). However, the concen-
tration of extracellular HBV virions decreased in LC3-KO, ATG5-KO, and ATG7-KO cells
(Fig. 2I). In line with the data in Fig. 2D, these results provide evidence for the
importance of the autophagy machinery for the accumulation of HBV viriens in cell
supernatants. They equally support previous reports that suggest that autophagy
proteins are involved in nucleocapsid formation and/or envelopment (11, 14). Interest-
ingly, a minor yet significant decrease in HBsAg secretion was observed in HepG2.2.15
KO cells. This indicates that the autophagy machinery could have participated in
subviral particle secretion, although the induction of autophagy by rapamycin treat-
ment did not enhance subviral particle secretion (compare Fig. 2E and J).

Hepatitis delta virus replication induces autophagosome accumulation in
Huh7 cells. Next, we assessed whether HDV replication was capable of triggering LC3
lipidation. This was explored by using Western blotting (Fig. 3A, D, and E) and confocal
microscopy (Fig. 3B and C). To this end, Huh7 cells were transfected with pSVLD3. The
latter is a plasmid that contains the complete HDV genome and is sufficient to initiate
rolling-cycle replication of the viral genome (29), with or without the plasmid pT7HB2.7
encoding the three forms of HBV envelope proteins. The results indicate that HDV is
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FIG 2 Autophagy machinery is required for HBV maturation/secretion. (A and B) HepG2.2.15 and HepG2 cells were transfected with peGFP-LC3 for 72 h. The
nuclei were stained with DAPI (blue). The numbers of GFP-LC3 puncta per cell were calculated (n = 74). (C to E) HepG2.2.15 cells were treated or not with
rapamycin (50 nM). After 24 h of treatment, cells were washed and treated for another 24 h. Next, supernatants and cell lysates were harvested. The intracellular
HBV RNA levels were measured by RT-gPCR. For monitoring the release of HBV virions, Dane particles from supernatants were immunoprecipitated with
anti-preS1 antibody and protein A/G beads, and the viral genomes present in the virions were analyzed by qPCR. The release of HBsAg in the cell supernatants
(SupHBsAg) was analyzed by an ELISA. The RT-gPCR, qPCR, and ELISA results are presented as relative units (RU) and compared to values for untreated
HepG2.2.15 cells. Error bars show the standard errors of the means from four experiments, measured in triplicate. (F) HepG2.2.15 cells were transduced with
lentivirus preparations targeting LC3, ATG5, and ATG7 for 9 days. The expression levels of LC3, ATG5, ATG7, and B-actin were verified by Western blotting. (G)
Intracellular HBV RNAs were quantified by RT-qPCR. (H) Intracellular HBV DNAs were quantified by qPCR. (I) The extracellular HBV virions were immunopre-
cipitated with anti-preS1 antibody and protein A/G beads, and the viral DNA expression levels in the knockout populations were quantified by qPCR. (J) The
secretion of HBsAg in the cell culture supernatant was measured by an ELISA. Data were measured in quadruplicate under each condition. RU, relative units;
ns, not significant.
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FIG 3 Hepatitis delta virus replication induces autophagosome accumulation in Huh7 cells. (A) Huh7 cells
were transfected as indicated or treated with rapamycin (200 nM) for 24 h. At 72 h posttransfection,
cells were lysed, and the levels of LC3, HDAg, and B-actin were evaluated by Western blotting. (B) Huh7
cells were cotransfected with pClneo or pSVLD3 and peGFP-LC3. As a positive control for autophagy
induction, Huh7 cells cotransfected with pCineo and peGFP-LC3 were treated with rapamycin (100 uM)
for 3 h. After 72 h, cells were fixed and then stained with anti-HDAg antibody from HDV* human serum
(red). The nucleus was stained with DAPI (blue). (C) The number of GFP-LC3 puncta per cell was
calculated from confocal images (n = 100). (D) Huh7 cells were transfected with pClneo or pSVLD3 or
treated with rapamycin (200 nM) for 24 h. At 3 and 9 days posttransfection, cells were lysed, and the
levels of LC3, HDAg, and B-actin were evaluated by Western blotting. (E) Ratios of LC3Il/B-actin.

able to enhance LC3Il and autophagosome accumulation even in the absence of HBV
envelope proteins. We then analyzed autophagy activity at two different time points (3
and 9 days posttransfection) to assess if LC3 lipidation was maintained during the entire
replication cycle of HDV. As observed in Fig. 3D and E, the lipidation of LC3 was
maintained during the course of HDV replication. It is worth noting that an enhanced
lipidation of LC3I into LC3Il can be observed at the time point of 9 days posttransfection,
coinciding with a stronger production of HDAg. This finding suggests that although HBV
can efficiently induce autophagosome accumulation, HDV has also evolved to trigger
autophagosome formation.

The two isoforms of HDAg can induce autophagosome accumulation in Huh7
cells. HDV replication results in the expression of two isoforms of HDAg. S-HDAg
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FIG 4 The two isoforms of HDAg can induce autophagosome accumulation in Huh7 cells. (A) Huh7 cells
were transfected with pCineo or a plasmid coding for L-HDAg (pCIHD27) or S-HDAg (pCIHD24). As a
control, Huh7 cells were treated with rapamycin (200 nM) for 24 h. At 72 h posttransfection, cells were
lysed, and the levels of LC3, HDAg, and B-actin were evaluated by Western blotting. (B) Ratios of
LC3II/B-actin. (C) Confocal images of Huh7 cells cotransfected with pCineo, pCIHD27, pCIHD24, and
peGFP-LC3. The S-HDAg and L-HDAg proteins were labeled using anti-HDAg antibody from HDV*
human serum (red). The nucleus was stained with DAPI (blue). (D) The number of GFP-LC3 puncta per
cell was calculated (n = 100).

(24 kDa) is expressed early upon infection. At a later stage, genome editing gives rise
to L-HDAg (27 kDa) (20). To identify which of these two isoforms enhances LC3lII
formation, we transfected Huh7 cells with plasmids encoding either S-HDAg or
L-HDAg (pCIHD24 and pCIHD27). Cells transfected with an empty plasmid or treated
with rapamycin were used as negative and positive controls, respectively. Our
results demonstrate that both S-HDAg and L-HDAg promote the accumulation of
LC3lII, suggesting that the effector domain is shared by the two isoforms of HDAg
(Fig. 4A and B). To confirm the effect of HDAg isoforms on autophagosome
formation, we analyzed GFP-LC3 punctum formation by confocal microscopy. Our
findings show that S-HDAg and L-HDAg significantly increase the number of
GFP-LC3 puncta per cell (Fig. 4C and D).

L-HDAg and S-HDAg expressions impede autophagic flux. As shown in Fig. 1A,
we observed that the expression of HBV proteins was sufficient to increase the level of
p62, suggesting a reduction of autophagic flux, as previously reported (10, 13, 26).
Indeed, the degradation of p62 is widely used as a marker to monitor autophagic flux
since its LIR (LC3-interacting region) motif allows its degradation within autolysosomes
(30, 31). The increase in intracellular autophagosomes upon HDV protein expression
may result from reduced autophagic flux. To test this hypothesis, Huh7 cells were
transfected with pSVLD3 and/or pT7HB2.7, and the level of p62 was analyzed by
Western blotting (Fig. 5A). Even in the absence of HBV envelope protein expression,
HDV replication increases the intracellular level of p62. This suggests that HDV proteins
can reduce autophagic flux without the need for virion formation. Rapamycin treat-
ment, known to induce complete autophagic flux, was used as a control. To confirm
that the accumulation of p62 was due to HDV protein expression, cells were transfected
with a plasmid encoding L-HDAg or S-HDAg, and their effect on autophagy was
analyzed by Western blotting. Interestingly enough, the results show that the two HDV
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FIG 5 L-HDAg and S-HDAg expressions impede autophagic flux. (A) Huh7 cells were transfected as indicated or transfected with pClneo and treated with
rapamycin (200 nM) for 24 h. (Left) At 72 h posttransfection, the levels of p62, HDAg, and B-actin were evaluated by Western blotting. (Right) The ratios of
p62/pB-actin were quantified. (B) Huh7 cells were transfected with pCineo and treated or not with rapamycin (200 nM for 24 h) or with increasing quantities of
pCIHD27. (Left) After 72 h, the levels of expression of p62, LC3, L-HDAg, and B-actin were evaluated by Western blotting. (Right) The ratios of LC3II/B-actin and
p62/B-actin were quantified. (C) Huh7 cells were transfected with pClneo or pCIHD27 and treated or not with rapamycin and/or bafilomycin A1 (Baf), as
indicated. (Left) After 72 h, cells were lysed, and the levels of p62, LC3, L-HDAg, and B-actin were evaluated by Western blotting. (Right) The ratios of

LC3II/B-actin and p62/B-actin were also quantified.

protein isoforms can efficiently block autophagic flux (Fig. 5A). To further explore
whether the accumulation is a result of incomplete autophagic flux, a dose-response
experiment was performed, in which the effect of increasing amounts of L-HDAg on the
levels of LC3Il and p62 was measured (Fig. 5B). For this experiment, pCIHD27 was
selected over pCIHD24 due to the higher level of LC3Il observed upon L-HDAg
expression (Fig. 4B and D). As expected, the data show a clear L-HDAg dose-dependent
accumulation of LC3II (Fig. 5B). It should be noted that the expression levels of L-HDAg
and LC3II correlate with the amount of p62, strengthening our assumption that HDV
proteins can negatively modulate a late step in autophagy.

To confirm the effect of L-HDAg expression on LC3Il and p62 turnover, we treated
Huh7 cells with rapamycin and/or bafilomycin A1. Treatment with bafilomycin A1 is
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known to abrogate autophagic flux completely through the inhibition of autolysosome
acidification and autophagosome-lysosome fusion (32). It allows the direct comparison
of protein turnover due to autophagic flux. Huh7 cells transfected with an empty
plasmid (pClneo) and treated with rapamycin or bafilomycin A1 were used as controls
(Fig. 5C). As expected, separate treatments with rapamycin and bafilomycin A1 in
pCineo-transfected cells initiated a significant increase in the quantity of LC3II. How-
ever, only bafilomycin A1 treatment resulted in p62 accumulation. On the other hand,
the expression of L-HDAg clearly induced the accumulation of LC3Il and p62 regardless
of drug treatments. Remarkably, the addition of bafilomycin A1 did not increase the
level of p62. This means that L-HDAg was efficiently, or probably completely, blocking
autophagic flux. These results confirm that HDV replication and its proteins promote
the accumulation of autophagosomes and can effectively block the degradative action
of autophagy.

The autophagy machinery promotes HDV replication. To understand whether
the block of autophagy exerted by HDV was meant to allow viral replication, we sought
to determine the effect of autophagy on the HDV life cycle. For this purpose, we
produced Huh7 cells with a knockout of LC3, ATG5, or ATG7 using the same method-
ology as the one described above. The depletion of the targeted proteins was con-
firmed by Western blotting (Fig. 6A). Next, we analyzed the kinetics of HDV replication
in wild-type Huh7 cells transfected with pT7HB2.7 and pSVLD3 and found that the peak
of HDV particle production occurred at 9 to 12 days posttransfection (Fig. 6B). There-
fore, day 9 posttransfection was chosen for the quantification of the intracellular
replication and extracellular accumulation of the virus by reverse transcription-
quantitative PCR (RT-gPCR) in the different cell populations (mock, LC3-KO, ATG5-KO,
and ATG7-KO). Surprisingly, and unlike HBV, the knockout of autophagy genes resulted
in a clear reduction of viral genome replication, as shown by the decrease in intracel-
lular RNA (Fig. 6C). HDV replication was mainly affected by ATG5 depletion and mildly
affected by ATG7 and LC3 depletion. This suggests that the autophagy elongation
complex rather than autophagosome maturation acts as a proviral factor at the
replication step of HDV. Such an observation was previously made for hepatitis C virus
(HCV) (17, 33). By analyzing the impact of gene knockouts on the complete replication
cycle of the virus, no additional inhibition was observed in Huh7 ATG5-KO cells. This
means that the primary proviral role of ATG5 is at a stage prior to viral morphogenesis
(Fig. 6D). Interestingly, in LC3-KO cells, we observed a clear additional reduction in
extracellular HDV particles. This suggests that LC3 likely participates in a step subse-
quent to genome replication (ribonucleoprotein [RNP] formation, envelopment, or
secretion). These results are in sharp contrast with the role of autophagy in the HBV life
cycle, where autophagy modulation had no effect on HBY genome replication but was
important at a later stage (Fig. 2). Next, we sought to monitor the effect of autophagic
protein knockouts on L-HDAg and S-HDAg expression. The results depicted in Fig. 6E
demonstrate that the depletion of the autophagy proteins severely reduces viral
protein expression, which is in agreement with the observed effect on HDV replication.
On the whole, these results demonstrate that ATG5 is positively regulating HDV
replication, whereas LC3 acts as a proviral factor mainly at a later replication step.

The autophagy machinery differentially affects the HBV and HDV replication
cycle in cells expressing both viruses. In patients, HDV can produce infectious
particles only in HBV-infected hepatocytes. Nevertheless, in vitro characterization of
host factors affecting HDV replication in cells harboring HBV replication has been rarely
performed. To characterize simultaneously the impact of the autophagy machinery on
the HBV and HDV life cycle, we first analyzed the kinetics of expression of S-HDAg and
L-HDAg in HepG2.2.15 cells transfected with pSVLD3 starting from day 3 to day 22
posttransfection (Fig. 7A). The appearance of L-HDAg is known to correspond to HDV
RNP formation and envelopment (34). As expected, the levels of L-HDAg expression
observed (days 8 to 11) perfectly correlated with the extracellular HDV RNA level (Fig.
7B). The results also show that HDV replication is transient in HepG2.2.15 cells and
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FIG 6 Autophagy machinery is required for HDV replication in Huh7 cells. (A) Huh7 cells were transduced with
lentivirus to produce stable knockout populations for LC3, ATGS5, and ATG7 genes. Western blotting was conducted
to verify the knockout efficiencies. (B) Huh7 cells were cotransfected with pT7HB2.7 and pSVLD3 to produce HDV
virions or with pSVLD3 and pClneo. The supernatants were harvested at different time points to determinate the
kinetics of secretion of HDV virions by RT-qPCR. (C to E) Huh7 cells knocked out for LC3, ATGS, or ATG7 were
cotransfected with pT7HB2.7 and pSVLD3. (C and D) At 9 days posttransfection, intracellular (C) and extracellular
(D) HDV RNAs were quantified by RT-qPCR. To control DNA plasmid contamination, the supernatants were treated
with Benzonase. Error bars show the standard errors of the means from three independent experiments, measured
in triplicate. (E) Cell lysates were used for Western blotting to evaluate the LC3, HDAg, and B-actin expression levels.

mimics the replication cycle observed in Huh7 cells (Fig. 6B). Using a similar approach,
we transfected HepG2.2.15 cells knocked out for LC3, ATG5, or ATG7 (Fig. 2) with
pSVLD3 and analyzed viral replication and secretion at day 11 posttransfection. The
results show that the replication of HDV did not modify the overall effect of autophagy
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FIG 7 Autophagy machinery differentially affects the HBV and HDV replication cycle in cells expressing both viruses. (A and B) The
kinetics of HDV replication were evaluated in the presence of HBV replication. HepG2.2.15 cells were transfected with pSVLD3, and
cells and supernatants were collected at different time points posttransfection. (A) Cell lysates from days 3 to 22 were subjected to
Western blotting to evaluate the expression of HDAg and B-actin. (B) HDV RNAs from supernatants collected at 6 to 13 days
posttransfection were quantified by RT-qPCR. Te control for plasmid DNA contamination, the supernatants were treated with
Benzonase, DNase treatment was carried out on columns during RNA extraction, and RT-gPCR was conducted with or without the
reverse transcriptase enzyme. (C) HepG2.2.15 cells knocked out for LC3, ATG5, and ATG7 were transfected with pSVLD3. At 11 days
posttransfection, cells and supernatants were harvested. (Left) To analyze intracellular HBV RNA, RT-gPCR was conducted. (Right) To
measure the release of HBV virions, immunoprecipitated virions were subjected to qPCR. (D) Intracellular (left) and extracellular (right)
HDV RNAs were quantified by RT-qPCR. Error bars show the standard errors of the means from three independent experiments,
measured in triplicate.

proteins on the HBV replication cycle (Fig. 7C). Indeed, HBV genome replication
remained unaffected by the knockout of autophagy proteins (Fig. 7C, left), whereas its
maturation/secretion was still impaired (Fig. 7C, right). On the other hand, the knockout
of ATG5 was detrimental for HDV genome replication (Fig. 7D, left), but no additional
effect on its maturation was seen (Fig. 7D, right). Of note, the proviral effect of LC3 on
HDV secretion detected in transfected Huh7 cells (Fig. 6D) was not observed in
HepG2.2.15 cells. It is not clear whether this discrepancy is caused by cell tropism (Huh7
versus HepG2) or by the replication of both viruses in the same cells.

DISCUSSION
There is accumulating evidence that HBV has evolved to subvert autophagy in order
to promote its replication cycle in vitro and in vivo (reviewed in reference 27). However,
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to our knowledge, this is the first study that explores the relationship between
autophagy and HDV, an occasional and obligate satellite of HBV. Importantly, the
overall effect of HDV on autophagy induction and the modulatory effect of autophagy
on HDV replication were confirmed in a model that produces both viruses (HBV and
HDV). Such studies are required to identify host factors that impede the concomitant
replication of HBV and HDV. Although HBV standard-of-care treatments are efficient in
reducing HBV replication and therefore reducing HBV-related cirrhosis and hepatocel-
lular carcinoma, they are ineffective in controlling HDV-related pathogenesis. Several
previous reports suggested that HBxAg protein activates autophagy under starvation
conditions via different pathways (9, 10, 12). Conversely, a different group suggested
that HBsAg protein is responsible for the induction of autophagy in HBV infection (14).
In this research, we provide evidence that both HBxAg and HBsAg contribute to
autophagosome accumulation in Huh7 cells under normal nutritive conditions. Our
results similarly demonstrate that S-HDAg and L-HDAg induce autophagosome accu-
mulation. The strong LC3Il accumulation obtained upon S-HDAg or L-HDAg expression
indicates that HDV has evolved to trigger early steps in autophagy. It can be argued
that autophagy is already promoted by HBV, thus decreasing the biological relevance
of this observation. However, since the HDV replication cycle depends on autophagy
machinery, it seems important that HDV proteins maintain efficient activation in case
HBV proteins fail to provide sufficient levels of induction. We also show that HDV-
induced autophagosome accumulation seems to be mainly due to incomplete au-
tophagic flux, as evidenced by p62 accumulation, which was comparable to the one
observed upon bafilomycin A1 treatment. Blocking of autophagic flux has been ob-
served with several viruses (15, 35, 36) and is believed to favor viral replication by
impeding xenophagy and enriching the level of autophagy factors involved at diverse
levels of viral replication. In the case of HBV, our results agree with those of a recent
study showing that autophagy machinery (mainly the elongation complex, ATG5-12/
16L1) is important for a late step in the HBV life cycle (11). Although our experimental
design could not precisely identify the stage that requires the autophagy machinery, it
is likely a stage that follows HBV transcription and translation as well as reverse
transcription, since the depletion of LC3, ATG5, and ATG7 did not affect the intracellular
levels of HBV RNA and DNA but significantly reduced Dane particle secretion. It is
important to note that HBsAg secretion was slightly reduced in HepG2.2.15 cells
depleted for LC3, ATG5, and ATG7. This suggests that the autophagy machinery
supports HBV subviral particle secretion. However, the addition of rapamycin did not
increase subviral particle secretion, which suggests that the inherent level of autophagy
present in HepG2.2.15 cells is sufficient to assist subviral particle secretion. We specu-
late that the autophagy machinery increases viral particle secretion by providing an
additional source of membranes at the viral particle formation site or that HBV triggers
incomplete autophagic flux that enhances cell secretory pathways.

The main objective of this study was to identify the role of autophagy in the HDV
life cycle. For this purpose, Huh7 and HepG2.2.15 cells knocked out for LC3, ATG5, and
ATG7 were established using CRISPR-Cas9 technology. ATG5 and LC3 were chosen in
order to dissect the independent contributions of the two autophagy conjugation
systems (ATG5-12 and LC3Il) to HDV propagation. Indeed, these conjugation systems
form the main autophagy machinery required for double-membrane vesicle elongation
and maturation (37-39). We also included ATG7 in our study since its enzymatic activity
(E1-like activating enzyme) is essential for the conjugation of both ATG12 and LC3I (40).
The deletion of ATG5 significantly reduced the intracellular HDV RNA level, indicating
that ATG5 acts as a proviral factor. The deletion of ATG7 and LC3 rendered a milder
effect on the pool of intracellular HDV RNA, suggesting that ATG5 per se is specifically
important. Therefore, the implication of its conjugation to ATG12 for viral replication
would need further characterization. Interestingly, we observed a severe depletion of
the intracellular level of HDAg in cells knocked out for LC3, ATGS5, and ATG7. The level
of depletion observed for the HDV proteins, particularly obvious in ATG5-KO cells, is
higher than the level of depletion observed for the HDV RNA. This discrepancy is likely
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due to the fact that our RT-gPCR cannot decipher between the different forms of HDV
RNA (genomic, antigenomic, and mRNA). On the whole, these results imply that ATG5,
rather than the entire autophagy process, assists viral replication in a noncanonical
manner at a replication step prior to RNP formation. Importantly, the proviral effect of
ATG5 on HDV and that of ATG5-12 on HBV were maintained in HepG2.2.15 cells
producing HBV and HDV. Since HDV replication occurs in the nucleus, the specific
nuclear relocalization of autophagy proteins, such as ATG5, ATG12, and ATG16L1, to
assist in HDV replication should be explored. It is worth mentioning that two different
phenotypes for HDV secretion were observed in LC3-KO Huh7 and HepG2.2.15 cells. In
Huh7 cells, LC3 was found to have additional effects on the release of HDV particles,
whereas in HepG2.2.15 cells, LC3 had no effect on HDV secretion. Probably, this
discrepancy is caused by an intrinsic difference in the cell lines or linked to the presence
of HBV replication in HepG2.2.15 cells. As such, the putative proviral effect of LC3 or its
homologs on HDV requires further investigation.

In summary, we have identified ATG5 as an important host factor for the replication
of HDV and also provide the first evidence that targeting autophagy represents an
approach to target the life cycles of HBV and HDV simultaneously.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture, r and antibodies. The human hepatocellular carcinoma cell line Huh7 and the

human embryonic kidney cell line HEK293T were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml strepto-
mycin. Concerning the production of HDV, Huh7 cells were cultured in Williams' medium E (WME)
supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 mg/ml gentamicin, and GlutaMAX (Gibco). The human
hepatoblastoma cell lines HepG2 and HepG2.2.15 were cultured in WME supplemented with 10% FBS,
100 mg/ml gentamicin, and GlutaMAX. Rapamycin, bafilomycin A1, and Benzonase were purchased from
Sigma-Aldrich. The concentration of rapamycin used in each experiment was adjusted depending on the
exposure time to minimize toxicity. Protein A/G-agarose plus was purchased from Santa Cruz. DNase was
purchased from Qiagen. Rabbit polyclonal anti-LC3B (catalog number L7543) and anti-ATG5 (catalog
number A0856) antibodies and mouse monoclonal anti-B-actin (catalog number A5441) and anti-Flag
(catalog number F1804) (for immunofluorescence) antibodies were purchased from Sigma-Aldrich. The
monoclonal antibody anti-SQSTM1 (catalog number H00008878) was purchased from Abnova. The rabbit
polyclonal antibodies anti-ATG7 (catalog number D12B11) and anti-Flag (catalog number 2368) (for
Western blotting) were purchased from Cell Signaling. Human serum against HDV was described
previously (41). The anti-preS1 (catalog number Sc-57761) monoclonal antibody was purchased from
Santa Cruz.

I P}

£orti

and tion. The HBV recombinant plasmid pCIHBenv(—) was used for the produc-
tion of HBV nucleocapsid, and the plasmid pCIHBenv(+) was used for the production of HBV virions, as
previously described (42). The HBV expression vector pT7HB2.7 was used for the production of L-HBsAg,
medium HBsAg (M-HBsAg), S-HBsAg, and HBxAg proteins under the control of the endogenous HBV
promoters (42-44). The plasmid pT7HB2.7x(—) is derived from the pT7HB2.7 plasmid, where the start
codon of HBxAg was mutated from AUG to GUG using the QuikChange lightning site-directed mutagen-
esis kit (Agilent). For the construction of pCIHBx-Flag and pCIHBs-Flag, the sequences coding for S-HBsAg
and HBxAg were amplified by PCR from the pCIHBenv(+) plasmid and then inserted between the Notl
and Nhel restriction sites in the pCineo plasmid (Promega). In parallel, a Flag tag was added to the C
terminus of each protein. The primers used for S-HBsAg and HBxAg cloning are 5'-GGGAAGCGGCCGC
TTAAATGTATACCCA-3" and 5'-TATAGGCTAGCACCATGGAGAACATCACATCAG-3', and 5'-AGGGAAGCGG
CCGCTTAGGCAGAGGTGAA-3" and 5'-TATAGGCTAGCACCATGGCTGCTAGGCTG-3’, respectively. The addi-
tion of the Flag tag to S-HBsAg and HBxAg was performed using the following primers: 5'-GGGAAGCG
GCCGCTTACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCAATGTATACCCAAAG-3’ and 5'-AGGGAAGCGGCCGCTTACTTG
TCGTCATCGTCTTTGTAGTCGGCAGAGGTGAAA-3'. The plasmid pSVLD3, containing three head-to-tail
copies of the full-length HDV c¢DNA, was used for the replication of HDV RNA and the production of HDV
RNP (24, 45, 46). The plasmids pCIHD24 and pCIHD27 were used for the expression of S-HDAg and
L-HDAg, respectively (24). The peGFP-LC3 plasmid was kindly provided by Tamotsu Yoshimori. Trans-
fection with plasmid DNA was carried out using Lipofectamine 2000 (Life Technologies). The quantities
of DNA plasmids are indicated in the figure legends; otherwise, a quantity of 1.6 ug DNA plasmid was
used for cells in 12-well plates. The efficiency of transfection was evaluated using the peGFP plasmid and
visualized by immunofluorescence microscopy.

CRISPR-Cas9 knockouts. Lentiviral constructs were used as vectors for the expression of Cas9
and small guide RNA (sgRNA). The lentiCRISPRv2, psPAX2, pMD2.G, and pRSV-REV plasmids were
purchased from Addgene. Target sequences for the specific knockout of LC3B, ATGS5, and ATG7 were
identified using the E-CRISP online tool (http://www.e-crisp.org/), along with basic settings (Table 1),
and cloned into the lentiCRISPRv2 plasmid. Lentiviral vectors were produced by the transfection of
HEK293T cells with lentiCRISPRv2 derivatives, along with packaging plasmids psPAX2, pMD2.G, and
pRSV-REV. The supernatants from these transfected cells were collected at day 2 posttransfection,
clarified, and filtered (0.45 pm). Target cells (Huh7 or HepG2.2.15) were inoculated with the lentiviral
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TABLE 1 Guide RNA primer sequences used in this study

Gene Guide RNA primer sequence
LC3B Forward, CACCGGTGATAATAGAACGATACAA
Reverse, AAACTTGTATCGTTCTATTATCACC

ATGS Forward, CACCGGATCACAAGCAACTCTGGAT
Reverse, AAACATCCAGAGTTGCTTGTGATCC

ATG7 Forward, CACCGGTATGATGAGAACATGGTGC
Reverse, AAACGCACCATGTTCTCATCATACC

constructs for 16 h in the presence of 8 wg/ml Polybrene (Sigma) and further cultured for 9 days in the
presence of 1 ug/ml puromycin (Sigma). As controls, mock cells were transduced with lentiviral vectors
containing no sgRNA sequence but still driving the expression of Cas9. Cells were then harvested, lysed,
and analyzed by Western blotting.

Quantitative PCR. (i) HDV. The supernatant was clarified by centrifugation at 1,200 rpm for 10 min
prior to Benzonase treatment (30 min at 37°C). HDV RNA was extracted using a QlAamp viral RNA minikit
(Qiagen) and reverse transcribed using iScript select cDNA (Bio-Rad). Quantification of HDV RNA was then
conducted by TagMan PCR. Intracellular HDV RNA was extracted using an Aurum total RNA minikit
(Bio-Rad). The sequences for forward and reverse primers and the probe were 5'-TGGACGTGCGTCCTC
CT-3', 5'-TCTTCGGGTCGGCATGG-3', and 5'-ATGCCCAGGTCGGAC-3" (5'-6-carboxyfluorescein [FAM]/3'-
6-carboxytetramethylrhodamine [TAMRA]), respectively, as previously described (41).

(ii) HBV. The supernatant was clarified by centrifugation at 1,200 rpm for 10 min prior to Benzonase
treatment (30 min at 37°C). The treated supernatants containing Dane particles were subjected to
immunoprecipitation using protein A/G-agarose plus beads and anti-preS1 antibody. Intracellular and
extracellular HBY DNAs were extracted using a QlAamp viral DNA minikit (Qiagen). Intracellular HBV
RNA was extracted using an Aurum total RNA minikit (Bio-Rad). The cDNA was obtained using iScript
select cDNA (Bio-Rad). Quantification of HBY DNA and RNA was performed by TagMan real-time PCR.
The sequences for the forward and reverse primers and the probe were 5'-ACGTCCTTTGTTTACGTC
CCG-3', 5'-CCAACTCCTCCCAGTCTTTAAAC-3', and 5'-FAM-TCAACGACCGACCTTGA-dabcyl-MBG-3',
respectively.

Indirect immunofluorescence and confocal microscopy. For the detection of autophagosomes,
Huh7 cells were cotransfected with peGFP-LC3 and plasmids as indicated in the figure legends. The
fluorescence of GFP-LC3 was observed by confocal microscopy. Cells containing three or more GFP-LC3
dots were defined as autophagy-positive cells. The number of GFP-LC3 puncta per cell was calculated
from 100 GFP-positive cells per sample unless otherwise indicated in the figure legends. For protein
staining, Huh? cells were cotransfected with the different plasmids as indicated in the figure legends.
Forty-eight hours later, cells were trypsinized and grown on glass coverslips. After 24 h, cells were fixed
using 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) for 10 min and permeabilized with 0.5%
Triton X-100 for 5 min. Next, coverslips were incubated with a blocking solution (PBS, 3% bovine serum
albumin [BSA], 10% FBS) for 30 min at room temperature (RT), rinsed with PBS, and then incubated with
the corresponding primary antibody (anti-HDAg antibody from HDV-positive [HDV*] human serum at a
1:1,000 dilution or mouse anti-Flag at 1:100) for 1 h at room temperature. After incubation, cells were
rinsed with PBS and incubated with the corresponding secondary antibody (goat anti-human or
anti-mouse Alexa Fluor 568 antibody) for 1 h at room temperature. After incubation, cells were rinsed
with PBS and incubated with DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole; Life Technologies) to stain cell nuclei.
The coverslips were mounted on glass slides with Prolong Diamond antifade (Invitrogen) and analyzed
using a Zeiss LSM 780 confocal microscope.

Western blotting. Cells were lysed in lysis buffer (25 mM Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NaCl, 1% NP-40,
1 mM EDTA, 5% glycerol) supplemented with an EDTA-free complete protease inhibitor (Roche). A Pierce
bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Thermo Scientific) was used to normalize for total protein
content in the different lysates. Equivalent amounts of protein were subjected to sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes (Bio-Rad). The membranes were blocked for 30 min at room temperature with
PBS-5% milk and then incubated overnight at 4°C with primary antibodies in PBS-0.1% BSA. Membranes
were then washed with 0.4% Tween 20 in PBS and incubated for 1 h at RT with a horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated secondary antibody (goat anti-rabbit, goat anti-mouse, or goat anti-human IgG) in
PBS-5% milk. Protein bands were revealed using the Clarity Western ECL reagent (Bio-Rad) using a
ChemiDoc MP imaging system (Bio-Rad).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). HBsAg quantification in supernatants of cultured
cells was carried out using the Murex HBsAg Version 3 kit (DiaSorin) as previously described (47).

Statistics. To statically analyze the results, a two-tailed, unpaired t test was performed using
GraphPad Prism 5. P values below 0.05 were considered statistically significant (*, P < 0.05; **, P < 0.01;
*** P < 0.001). The values are expressed as the means * the standard errors of the means from at least
three independent experiments.
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Résumé

Les vésicules extracellulaires sont un moyen pour communication intercellulaires. Elles
contiennent des protéines, des lipides et de l'acide nucléique qui peuvent étre transmis aux
cellules adjacentes et distantes. A cet égard, différents types de vésicules extracellulaires ont été
décrits, y compris des exosomes. Récemment, plusieurs études ont émergé pour démontrer le
réle important des exosomes dans la transmission des composants viraux, y compris ceux du
virus de I'népatite B, entre les cellules. En tant que virus défectueux, satellite occasionnel du VHB,
le virus de I'hépatite delta (VHD) a besoin des protéines d'enveloppe du VHB pour compléter son
cycle de réplication. Cependant, le VHD est capable de répliquer son génome dans les
hépatocytes indépendamment du VHB. Dans cette étude, la transmission indépendante du VHB
du génome du VHD et des protéines virales, a savoir S-AgHD et L-AgHD, a été démontrée. De
plus, l'expression de I'AgHD augmente considérablement la sécrétion d'exosomes. Fait
intéressant, 'AgHD et le génome du VHD ont été enrichis dans les exosomes purifiés a partir de
cellules Huh7 exprimant le VHD. Nos résultats mettent en évidence le role des exosomes dans

la transmission d'éléments viraux du VHD indépendante du VHB entre les hépatocytes in vitro.
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ABSTRACT

Extracellular vesicles are a means for intercellular communications. They harbor proteins,
lipids, and nucleic acid that can be transmitted to adjacent and long-range cells. In this
regard, different types of extracellular vesicles have been described, including exosomes.
Recently, several studies have emerged demonstrating the important role of exosomes
in the transmission of viral components, including those of the Hepatitis B virus between
cells. As a defective virus and occasional satellite of HBV, the hepatitis delta virus (HDV)
requires the HBV envelope proteins to complete its life cycle. However, HDV is able to
replicate its genome in hepatocytes independently of HBV. In this study, HBV-
independent transmission of the HDV genome and of the proteins it encodes, namely S-
HDAg and L-HDAg was demonstrated. Furthermore, expression of HDAg significantly
enhances exosome secretion. Interestingly, HDAg and HDV genome were enriched in
purified exosomes from Huh7 cells expressing HDV. Our results highlight the role of
exosomes in HBV-independent transmission of HDV viral components between

hepatocytes in vitro.
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IMPORTANCE

Exosomes mediate intercellular communication. Recently, there has been a growing
interest in the function of exosomes during viral infection. For instance, it has been
demonstrated that exosomes can mediate paracrine transmission of hepatitis B virus.
However, the transmission of HDV, a satellite virus of HBV, between cells through
exosomes has not been examined. In the absence of therapeutic treatment against HDV,
an understanding of the HDV transmission via exosomes should prove beneficial to the

development of new therapeutic strategies.
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INTRODUCTION

Exosomes are nano-sized extracellular vesicles (50 nm to 150 nm) that are secreted by
most cells (Hessvik & Llorente, 2018; Mathieu et al., 2019; Thery et al., 2002b). Exosomes
originate from the endosomal pathway and correspond to the intraluminal vesicles
forming the multivesicular body (MBV) (Zhang et al., 2019). Originally, it was thought that
exosomes were the waste products released via shedding of the plasma membrane
(Edgar, 2016). Recently, several key roles of exosomes were demonstrated, i) cellular
homeostasis (Hessvik & Llorente, 2018), ii) inflammation (Chan et al., 2019), and iii)
antigen presentation (Zhang et al., 2018). Consequently, cell-to-cell communication is
ensured, at least in part, by secreted exosomes. Hence, exosomes mediate the transfer
of bio-macromolecules, functional proteins and nucleic acids between cells (Zhang et al.,
2019).Some proteins such as TSG101 (an ESCRT-I component) and tetraspanins (CD81,
CD9) are enriched in exosomes, and are therefore commonly used as markers to
characterize exosomes (Mathivanan et al., 2010; Mathivanan & Simpson, 2009; Record
et al., 2014). The contents of exosomes can be transferred to recipient cells and influence
their functions (Thery et al., 2002b; Valadi et al., 2007). It has been demonstrated that
exosomes contain proteins, lipids and a variety of nucleic acids (double-stranded DNA,
MRNASs, microRNAs, and long noncoding RNAS). This emphasizes the role of exosomes
in cell-to-cell communication and intercellular transfer, not only of proteins, but also of
genetic information (Schorey et al., 2015). In addition to host components, exosomes can
harbor pathogen-derived elements. For example, it has been shown that exosomes

isolated from HCV-infected patients' sera contain HCV RNA and that receptor-
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independent transmission of HCV could be mediated by exosomes (Bukong et al., 2014;

Urbanelli et al., 2019).

Exosomes have also been shown to participate in HBV replication and to modulate the
immune response during HBV infection (Li et al., 2019). Indeed, it has been shown that
exosomes isolated from Hepatitis B virus-infected patients’ sera contained HBV viral
components and caused an active infection in naive human hepatocytes (Yang et al.,
2017c). Similarly, it has been reported that exosomes can harbor HBV proteins (HBxAg,
HBsAg, HBcAg, and polymerase) [reviewed in (Li et al., 2019)]. When carrying different
HBV components, exosomes enhance the transmission of HBV infection to uninfected
cells and influence the physiological activities of surrounding cells (Kapoor et al., 2017;
Yang et al., 2017c). It has been demonstrated that exosomes can mediate HBV
transmission into NK cells (Yang et al., 2017c). HBV rcDNA, HBV RNA and HBsAg
proteins were detected in NK cells that were exposed to HBV-positive exosomes (Yang
et al., 2017c). Interestingly, the functions of NK cells were altered in the presence of
exosomes derived from sera of chronically infected HBV patients. This suggests that
exosomes may be involved in the escape from innate immunity by HBV (Yang et al.,
2017c). Furthermore, HBV increases the expression level of different immunoregulatory
mMiRNAs within extracellular vesicles, including exosomes like miR-21 and miR-29
(Kouwaki et al., 2016). Extracellular vesicles including exosomes mediate the transfer of
these miRNAs from hepatocytes expressing HBV to macrophages(Kouwaki et al., 2016).
These exosomal miRNAs downregulate the expression of IL-12 and may inhibit NK cells
which could help the virus to escape from the innate immune response (Kouwaki et al.,

2016). Further, cellular protein content in exosomes was shown to change significantly

99



following HBV replication (Jia et al., 2017). Exosomes from HBV replicating cells can carry
five subunit proteins from the 26S proteasome complex. The incubation of these
exosomes with monocytes significantly reduces the level of IL6 that may enhance HBV
persistence (Jia et al., 2017). Additionally, it has been reported that exosomes can
mediate the transmission of IFN-a-induced antiviral responses from nonparenchymal liver
cells to HBV-infected hepatocytes promoting an antiviral state in hepatocytes (Li et al.,
2013). Furthermore, exosomes isolated from HepG2.2.15 cells expressing HBV were also
found to contain viral microRNAs (miR) like HBV-miR-3 which repress HBV replication

(Yang et al., 2017Db).

HDV is a defective virus. It needs its helper virus, the Hepatitis B virus, to form mature
infectious virions (Wedemeyer et al., 2013). The HDV genome is a negative-strand RNA
that contains one ORF which encodes for HDAg. This protein is expressed as two
isoforms. The first isoform, the 24 KDa small-HDAg (S-HDAQ) is expressed early in the
infection process and is important for the replication of the viral genome (Mei Chao et al.,
1990). At a later stage of the infection, the edition of the amber stop codon of the S-HDAg
to a tryptophane by the host double-stranded RNA adenosine deaminase (ADAR1)
results in the addition of 19 amino acid and allows the expression of the large isoform (27
KDa) of the protein (L-HDAQ) (Casey, 2012). L-HDAg is characterized by the presence of
a nuclear export signal (NES) and of a CXXX motif within the 19 amino acid extension
allowing its nuclear export and prenylation, respectively (Glenn et al., 1992b; Lee et al.,
2001). These signals are important for the formation and the secretion of infectious viral
particles (Chang et al., 1991). Since they share a similar envelope, HBV and HDV use

the same receptors to enter hepatocytes (Sureau & Negro, 2016). Indeed, they both
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depend on the specific interaction of the preS1 domain of L-HBsAg with the sodium
taurocholate co-transporting polypeptide (NTCP), a multiple transmembrane transporter,
expressed mainly in the liver (Huan Yan et al., 2012). HDV assembly relies on the specific
interaction between the prenylated N-terminus of L-HDAg and the S region of HBSAg
(Chang et al., 1991; Komla-Soukha & Sureau, 2006; Ryu et al., 1992). Moreover, it has
been shown that the morphogenesis of HDV is dependent on clathrin heavy chain (CHC)
and that L-HDAg, S-HBsAg, and CHC were found to colocalize with the trans-Golgi
network and were highly enriched in clathrin-coated vesicles (Huang et al., 2009; Wang
et al., 2009). Recently it has been demonstrated that HDV could use other helper
enveloped virus, distinct from HBV, like HCV or Dengue virus to egress from hepatocytes
(Perez-Vargas et al., 2019) suggesting that HDV could use unconventional cell
transmission strategies and could be associated with different envelope glycoproteins.
Besides, a recent study has shown that extracellular vesicles harbor HDV RNA (Jung et
al.,, 2020). Also several publications have shown that viruses like the human
immunodeficiency virus (HIV), hepatitis C virus (HCV) and HBV, can be transmitted in a
receptor-independent manner, via extracellular vesicles including exosomes (Urbanelli et

al., 2019; Yang et al., 2017c).

In this study, we observed that HDV components can be propagated to naive hepatocytes
in vitro in absence of HBV. In addition, we found that exosomes isolated from supernatant
of cells expressing HDV contain the two isoforms of HDAg, along with viral HDV RNA.

We therefore suggest that HDV can be transmitted between cells through the exosomes.
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RESULTS
HBV-independent spreading of S-HDAg and L-HDAg in vitro

Although HDV is a defective virus, it can replicate its genome independently of HBV
(Mentha et al., 2019). The replication of HDV RNA results in the production of two
isoforms of HDAg (S-HDAg and L-HDAg). Huh7 cells are not transfected efficiently
therefore a significant number of cells remain naive after the transfection process. Here,
surprisingly, we observed that a significant proportion of Huh7 naive cells expressed only
the L-HDAg (Fig. 1B). This means that the co-transfected Huh7 cells with plasmids
encoding for the GFP (peGFP) and L-HDAg (pCIHD27) could transfer the L-HDAg to the
naive cells. This was a first indication that L-HDAg (but not the GFP) could spread
independently of a full viral structure. The same observation was made in Huh7 cells co-
transfected with plasmids coding the GFP and the S-HDAg (pCIHD24) (Fig. 2B). It can
also be noted that the propagation of S-HDAg and L-HDAg to the surrounding cells
increases over time (Fig.1B and 2B). As we can observe in Fig. 1B, we detect the L-HDAg
in surrounding cells starting at 24 h post co-transfection and the propagation of L-HDAg
is intensified at 48 h and at 72 h. Consequently, for the Fig.2B we chose to evaluate the
propagation of S-HDAg at 24 h and 72 h. The observed propagation of the HDAg was not
due to unspecific background since no staining against HDAg occurred in the negative
control, in which Huh7 cells were co-transfected with peGFP and pCineo. To verify that
this observation is biologically significant and not due to a technical artifact, we
transfected the Huh7 cells separately either with peGFP, pmRuby2, pSVLD3, pCIHD24
or pCIHD27 plasmids. We then co-cultured the different transfected cells with GFP-

expressing cells for 72 h and analyzed protein expression by FACS and confocal
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microscopy (Fig. 3A and Fig.4A). Our hypothesis was that HDAg produced by cells
transfected with pSVLD3, pCIHD24 or pCIHD27 plasmids would spread to GFP positive
Huh7 cells and give rise to a double-positive population (GFP+, HDAg+). GFP-transfected
cells co-cultured with pmRuby2-transfected cells were used as negative control. The
results depicted in Fig. 3B clearly show that HDAg from pSVLD3 transfected cells and
pCIHD24 transfected cells can significantly propagate to the GFP-transfected cells
compared to the negative control (peGFP+pmRuby2). However, the propagation of L-
HDAg was less pronounced in this experiment. The percentage of double positive cells
detected upon the co-culture of GFP-transfected cells with pmRuby2-transfected cells
(negative control) is low which indicates that the ability of propagation is specific to HDAg.
These results demonstrate that HDAg can propagate in absence of HBV envelope
proteins and HDV virions. Interestingly, the proportion of double-positive cells was
significantly higher upon pSVLD3 transfection when compared to pCIHD24 and pCIHD27
transfection. This was somehow surprising since the expression level from pCIHD24 and
pCIHD27 is from a CMV promoter that gives rise to higher expression compared to
pSVLD3 expression as observed by western blotting (Fig. 3C). From this result, we
speculated that in pSVLD3 transfected cells, replication of the HDV genome occurs along
with the synthesis of the HDAg isoforms. The elements assembled into a
ribonucleoprotein structure. We hypothesize from our results that this structure promotes
the spreading of HDV components in a more efficient manner than S- or L-HDAg alone.
Furthermore, the S-HDAg isoform was more efficient to propagate than the L-HDAg even
though their expression level were similar (Fig. 3C). The results of confocal microscopy,

using the same experimental setting, also showed the apparition of double-positive cells
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expressing HDAg and GFP (Fig. 4B, C and D). These observations were maintained for
cells expressing the HDV RNP (Fig. 4D). Interestingly, we observed that the propagation
of the S-HDAg gives rise to both nuclear and cytoplasmic localization of the protein (Fig.
4B) whereas mostly cytoplasmic localization was observed for the L-HDAg (Fig. 4C) and
the localization of HDAg in cells, initially HDV-naive, expressing the RNP is mostly in the

nucleus (Fig. 4D).
HDAQg expression increases extracellular vesicle secretion.

The exosomes are nano-sized (50 nm-150 nm) extracellular vesicles (EV). To investigate
the concentration and the size distribution of extracellular vesicles secreted in the
supernatant of Huh7 cells upon transfection with pClneo, pCIHD24, pCIHD27 or pSVLD3,
we used the NANOSIGHT NS300. We note that when transfected with pSVLD3
(expressing HDV RNP) cells secreted significantly more EV compared to pCineo
transfected cells (Fig. 5B and D, respectively). In addition, the size distribution of EV
secreted from pSVLD3 transfected cells (the majority around 100 nm and 150 nm) is
different compared to EV from pCineo transfected cells (the majority less than 100 nm in
size) (Fig. 5B). This suggests that the composition of EV from pSVLD3 transfected cells
is different compared to EV from pCineo transfected cells. The concentration of EV
secreted from pCIHD24 (S-HDAg) and pCIHD27 (L-HDAg) transfected cells are
significantly higher than EV from pCineo transfected cells (Fig. 5C and D). However, the
effect was less pronounced for cells expressing L-HDAg (Fig. 5C and D). The size
distribution of EV from pCIHD24 (S-HDAgQ) and pCIHD27 (L-HDAgQ) transfected cells is

similar.
HDV S-HDAg and L-HDAg are present in exosomes.
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We then sought to explore the possibility that the HDAg might be present specifically in
the exosomes. To this end, we purified exosomes, by serial filtration of supernatants
following exosome isolation using Exoquick, from supernatant of Huh7 cells transfected
with pCineo, pCIHD24, pCIHD27 or pSVLD3. It is important to mention that cells were
cultivated in exosome-free FBS media to avoid contamination of the media with the
bovine exosomes. Besides, the purification of exosomes from pSVLD3 transfected cells
does not contain HDV virions due to the absence of HBV envelope protein expression in
our setting. Here it is also important to mention that the exosomes from pSVLD3
transfected cells were collected at 8 days post transfection. At this timepoint, the edition
process of the HDV RNA has occurred, leading to the expression of L-HDAg and to the
production of mature RNPs containing both HDAg isoforms. Samples were analyzed by
western blotting (Fig. 6A). To clearly identify exosomes, we monitored two enriched
exosomal protein markers (TSG101 and CD81) (Conde-Vancells et al., 2008). As a
control for purification we monitored the presence of ER-resident protein calnexin (Conde-
Vancells et al., 2008; Lotvall et al., 2014) which is expected to be absent from exosome
preparations. Equal protein amounts of extracts prepared from cells or exosomes were
subjected to western blotting analysis (Fig. 6B, C and D). As expected, calnexin was
detected in cellular extracts (Fig. 6B, C and D). However, under the same conditions,
calnexin could not be detected in the exosome preparations (Fig. 6B, C and D). These
results show that the exosome preparation was not contaminated with material derived
from other cellular compartments. Importantly, we detected a clear enrichment of
exosomal proteins (TSG101 and CD81) in our preparations (Fig. 6B, C and D), supporting

the postulate that the purified vesicles are indeed exosomes (Lotvall et al., 2014). Our
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results clearly show that exosomes derived from pCIHD24 and pCIHD27 transfected cells
contain S-HDAg and L-HDAg, respectively (Fig. 6B and C). This means that the
incorporation of the isoforms of HDAg does not require the HDV viral genome.
Additionally, the exosomes isolated from pSVLD3 transfected cells (expressing the HDV

RNP) contains both HDAg isoforms (Fig. 6D).
Exosomes harbor HDV RNA

Following the detection of HDAg within exosomes and knowing that these vesicles
mediate cell-to-cell communication (Mathieu et al., 2019) and receptor-independent
transmission of viruses (Khan et al.,, 2017), we sought to evaluate the ability of the
exosomes derived from pSVLD3 transfected cells to transfer their content (HDAg and/or
viral RNA) to naive hepatocytes cells. To this end, we exposed naive Huh7 cells to
purified exosomes from pSVLD3 or pClneo transfected cells. Cells were then stained
using an anti-HDAg antibody and analyzed by confocal fluorescence microscopy at day
3 and 7 post exposure (Fig. 7A). At day 3, the staining appeared to localize in a
cytoplasmic subcellular compartment (likely endosomes), while at day 7, more intense
puncta could be observed in addition to the structures observed at day 3 (Fig. 7B). While
it is not possible to completely rule out the possibility of a neosynthesized HDAg at day
7, this should result in stronger nuclear staining (Bichko & Taylor, 1996). At this stage it
seems more likely that the HDV components (HDAg and genome) remain trapped in
endosomal and lysosomal structures. It is known that, in vitro, nucleic acids cannot be
released in the cytoplasm and remain trapped in late endosomes (Allen et al., 2019; Yang
et al., 2015a). Interestingly the UNC7938 compound has been shown to allow the release

of oligonucleotides from endosomes in vitro (Allen et al., 2019; Blanchet et al., 2019a;
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Yang et al., 2015a). Based on the observation of a punctuated staining of HDAg in cells,
likely resulting from endosomal/lysosomal sequestration, we sought to investigate the
ability of UNC7938 to allow the release of HDV components and to initiate the novo HDV
RNA replication (Fig. 7C). At day 7 post inoculation, cells were analyzed for their HDV
RNA content by RT-qPCR. The results show a significant difference in signal intensity
between exosome-treated cells in the presence or absence of UNC7938 treatment (Fig.
7D). Importantly total RNA was also subjected to a mock reverse transcription prior to
gPCR to ascertain the absence of plasmid contamination. These findings demonstrate
that exosomes contain HDV RNA, and further suggest the ability of the released viral
RNA (upon UNC7938 treatment) to replicate in the target cell. Our results are in line with
a recently published work that shows the presence of HDV RNA into extracellular vesicles

(Jung et al., 2020).
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DISCUSSION

Infection by HDV usually leads to aggravation of liver dysfunction and higher risks of
severe liver disease (Puigvehi et al., 2019), as compared to infection with HBV alone.
Originally known as a HBV satellite virus (Mentha et al., 2019) (Huan Yan et al., 2012), a
recent publication has suggested that HDV can exploit other enveloped viruses unrelated
to HBV to complete its life cycle and to propagate to naive cells (Perez-Vargas et al.,
2019). Moreover, receptor-independent transmission of viruses through exosomes has
been demonstrated for many viruses including the Human immunodeficiency virus (HIV),
Hepatitis C virus (HCV) and Hepatitis B virus (HBV) (Bukong et al., 2014; Li et al., 2019;
Zhang et al., 2018). However, little is known about the transmission of HDV via exosomes
secreted from hepatocytes, but recently it has been demonstrated that extracellular
vesicles from HDV infected cells harbor viral HDV RNA and induce a proinflammatory
cytokine response in human peripheral blood mononuclear cells and macrophages (Jung
et al., 2020). Such studies are important to gain a better understanding of how viruses
hijack the membrane trafficking of the host cell machinery to spread to neighboring and

distant cells and to modulate the host immune response.

Ouir first observations have shown that HDAg expressed from Huh7 transfected cells can
be detected in the surrounding non-transfected cells. Accordingly, we have investigated
and verified whether the HDAg was transferred from transfected to non-transfected cells.
The initial observations were confirmed in a model of co-culture of peGFP transfected
cells and HDAg transfected cells. Interestingly, in the first figures (Fig.1B, Fig.2B, Fig.4A
and C), the localization of L-HDAg in the surrounding cells and double positive cells is

mostly cytoplasmic, however the localization of S-HDAg in the surrounding cells and
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double positive cells can be either nuclear or cytoplasmic. As well, the percentage of
double positive cells in cells expressing S-HDAg is significantly higher compared to cells
expressing L-HDAg. These results together suggest that the propagation of S-HDAg can
be either caused by a cell-to-cell transmission by direct cell-cell contact between
neighboring cells, or by transmission between distant cells mediated by extracellular

vesicles.

Although the percentage of double positive cells when expressing the L-HDAg is less
pronounced in the FACS results, we cannot ignore the fact that L-HDAg can propagate
through its incorporation into exosomes as demonstrated with the confocal microscopy

and the western blotting results.

It has been demonstrated that different hepatitis viruses such as HAV, HEV, HCV, and
even HBV (Khan et al., 2017), exploit the exosomes either to be engulfed, like HEV
(Nagashima et al., 2014) and HAV (Feng et al., 2013), or to transmit the infection to other
hepatocytes (HBV, HCV) (Shen et al., 2017). Therefore, we hypothesized that exosomes

might be involved in a virion-free propagation of HDV components.

In this study, we demonstrate that the expression of the ribonucleoprotein significantly
increases the concentration of secreted extracellular vesicles. Most of these vesicles
have a size that ranges approximately between 100 nm and 150 nm, the typical size of
exosomes (50-150 nm) (Mathieu et al., 2019) suggesting that the extracellular vesicles
guantified might be mostly exosomes. In addition, we show that the size distribution of
extracellular vesicles from cells expressing the ribonucleoprotein is different compared to
extracellular vesicles derived from pCineo transfected cells suggesting a modification in

the composition of extracellular vesicles upon expression of the HDV ribonucleoprotein.
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This possibility should be investigated in future work. Interestingly a recent publication
has demonstrated the ability of the HBx protein of HBV to increase the secretion of
extracellular vesicles, including exosomes (Kapoor et al., 2017) and that the composition
of exosomes can be modified in infected HBV cells compared to uninfected cells (Jia et
al., 2017). Further, our molecular characterization of secreted EV by western blotting
shows clearly that these EV are enriched with exosomal protein markers (TSG101 and
CD81) and don’t express ER-resident protein calnexin thereby confirming that the
exosome preparation was not contaminated with material derived from other cellular
compartments. Isolated exosomes from pSVLD3 transfected Huh7 supernatant contain
HDAg (Fig 6B, C and D) as well as HDV RNA (Fig 7D). Therefore, we speculate that
these components could be internalized into exosomes as a structured HDV RNP. This
hypothesis is reinforced by the enhanced propagation of HDAg that was observed upon
transfection with pSVLD3 as compared to HDAg expressing plasmids (Fig 3B). Indeed,
even though the HDV promoter in pSVLD3 produces significantly less HDAg (Fig. 3C),
compared to pCIHD24 or pCIHD27 which produce HDAg from a CMV promoter, more
HDAg was observed in the neighboring cells (Fig. 3B). These observations could also be
explained by the fact that pSVLD3 promoter launches a rolling circle replication of the
RNA, increasing the production of HDAg over time. This amplification process is not
present on pCIHD24 and pCIHD27 plasmids. Also, when cells transfected with pSVLD3
were co-cultured with peGFP-transfected cells, we observed the presence of double
positive cells with mostly nuclear localization of HDAg (Fig. 4D) However when Huh7 cells
were cultured with purified exosomes from pSVLD3 transfected cells we observed a

cytoplasmic localization of HDAg (Fig. 7D). These results suggest that there may be two
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different mechanisms of RNP transmission between cells, either a cell-to-cell by direct
contact between neighboring cells which is reflected by the nuclear localization or
mediated by extracellular vesicles including exosomes. The cytoplasmic localization of
HDAg seems more likely due to entrapment of the HDV components (HDAg and genome)
in endosomal and lysosomal structures. Our study shows that endosomal release, using
UNC7938, significantly increases the quantity of the viral genome detected in cells
exposed to exosomes. This result suggests that an overwhelming part of the HDV
genome and/or RNP remains entrapped inside endosomal vesicles and are likely
degraded by the lysosomal pathway. It is known that it is challenging, in vitro, for the
oligonucleotides to escape the endosomal pathway and to reach their targets (Juliano,
2018). As well the isolated exosomes from pSVLD3 transfected cells harbor the two
isoforms of HDAg and viral RNA meaning that the RNP is also probably present in the
exosomes. Our results demonstrate that exosomes might contribute to the propagation
of the infection. However, a deeper analysis of the virus-free propagation of the HDV
genome and the re-initialization of the rolling-circle replication in naive cells is warranted.
Propagation of HDV by the endosomal pathway could be to the advantage of the virus,
through its escape from the immune response, or to adversely enhance the innate
immune response and trigger the activation of immune cells. It has been demonstrated
for HBV that exosomes secreted from hepatocytes deliver viral proteins to recipient cells,
like monocytes, macrophages and NK cells, so as to regulate the immune response (Jia
et al., 2017; Kouwaki et al., 2016; Yang et al., 2017c). Furthermore, it has been recently
shown that extracellular vesicles derived from HDV infected cells induce a

proinflammatory cytokine response in macrophages and human peripheral blood
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mononuclear cells (Jung et al.,, 2020). We assume that exosomes containing HDV
components may modulate the immune response and thereby explaining the observation,
in contrast to mono-infection with HBV, HBV-HDV co-infection leads to high level of
activation of the innate immune system (Giersch et al., 2015). Exosome- containing HDV
components may also explain the observation that HDV can persist in cells for weeks in
the absence of HBV and for months after liver transplantation (Giersch et al., 2019).
Recently, it has been shown that exosomes derived from HCV-infected hepatocytes are
internalized within the hepatic stellate cells (HSC) and increase the expression of
profibrotic markers by the activated HSC cells. Therefore, the HCV exosomes may be
implicated in the induction of liver fibrosis (Devhare et al., 2017). It is also known that the
presence of HDV in the liver accelerates the pathogenesis of liver diseases including
fibrosis (Gilman et al., 2019). The causes of this rapid progression are not well known but
the strong induction of exosome secretion by HDV replicating cells may contribute to the
pathogenesis and fibrosis caused by HDV as observed with HCV (Devhare et al., 2017).

This possibility should be evaluated in future work.

In summary, we have shown that at least certain viral components present in exosomes
and enter naive hepatocytes. These exosomes could mediate the transfer of HDAg and
the viral RNA between hepatocytes in vitro, independently to HBV. Therefore, the HDV
could propagate to other hepatocytes in the absence of HBV or it could enter PBMCs

cells to modulate the immune response.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture, reagents and antibodies. Huh7 cells were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, Gibco) and supplemented with 10 % v/v fetal bovine serum
(FBS, performance wisent), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, and 2 mM L-
glutamine (Gibco) at 37 °C, 5% CO2, in a humidified incubator. Fetal Bovine Serum,
Exosome-Depleted was purchased from Thermo Fisher Scientific. Exoquick-TC reagent
(EXOTC10A-1) was purchased from System Biosciences. UNC7938 was previously used

(Blanchet et al., 2019a) and is a generous gift from Dr. Juliano (Yang et al., 2015a).

Rabbit polyclonal anti TSG101 was purchased from MyBioSource (MBS9201535), mouse
monoclonal anti CD81 was purchased from Santa Cruz (sc-23962). Rabbit polyclonal anti
Calnexin (2679T) was bought from Cell Signaling. Anti-HDAg antibody-positive human

serum was previously used (Khabir et al., 2020; Komla-Soukha & Sureau, 2006).

Plasmids and transfection. HDV recombinant plasmid pSVLD3 was used for the
replication of HDV RNA and production of HDV RNP. It contains three head-to-tail copies
of full-length HDV cDNA (Komla-Soukha & Sureau, 2006; Kuo et al., 1989). The plasmids
pCIHD24, pCIHD27 were used for the expression of S-HDAg, and L-HDAg, respectively,
as previously described (Khabir et al., 2020; Komla-Soukha & Sureau, 2006). pClneo and
peGFP were purchased from Promega and Clontech, respectively. pcDNA3 mRuby?2

(named in the results section pmRuby?2) plasmid is from Addgene (Lam et al., 2012).

Exosome isolation. The supernatant from transfected cells incubated with DMEM and
supplemented with 5% exosome-depleted serum was collected. Then, it was centrifuged
at high speed for 10 mins at 4°C to remove cell debris. The supernatant was transferred
into centrifugal Filter Units (Amicon Ultra centrifugal Filters) followed by centrifugations at
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3500 x g for 20 min. After serial filtration of supernatants, the concentrated culture
supernatants were mixed with the appropriate volume of Exoquick for exosome isolation
according to the manufacturers' specification. The isolated exosomes were re-suspended
in 1x phosphate buffered saline (PBS) and then either lysed with the appropriate lysis

buffer depending on the application or conserved in -20°C for further applications.

NANOSIGHT NS300. The supernatant from transfected cells incubated with DMEM and
supplemented with 5% exosome-depleted serum was collected. Samples were
centrifuged to eliminate cellular debris. They were then diluted in PBS to a final volume
of 1 ml and analyzed with NANOSIGHT NS300. The purified exosomes were also

guantified with NANOSIGHT NS300.

Flow Cytometry (FACS). Cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 10
minutes. Then they were permeabilized with 0.5 % triton x100. They were also washed
with FACS buffer with saponin (2% BSA, 0.1% sodium azide, 0.3% saponin). Next, they
were stained with anti-HDAg antibody-positive human serum at 1:1.000 dilution for 1h at
4°C. Then cells were washed and incubated with the corresponding secondary Alexa fluor
antibody for 1h at 4°C. Finally, the samples were analyzed with Flow cytometry FACSDiva

Version 6.2. The results were analyzed with FlowJo Version10.6.2.

Quantitative real-time PCR. Intracellular RNA was extracted using an Aurum total RNA
mini kit (Biorad). Also, cDNA was obtained by using iScript SELECT cDNA (Biorad). To
control the DNA contamination, each sample was transcribed in the presence of reverse
transcriptase enzyme, and in the absence of reverse transcriptase enzyme. Then, the

guantification of HDV RNA was determined by SYBR Green real-time PCR. The
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sequences for forward and reverse primers are HDV-F

GGGATTTTCGTCCTCTATCTTC, HDV-R AGAGAAGAGATCCTCGAGCAG.

Staining with anti-HDAg antibody for confocal microscopy analysis. Huh7 cells were
transfected with the different plasmids as specified in the figure legend. Cells were grown
on glass coverslips. Then, they were fixed using 4% formaldehyde in PBS for 10 min.
They were permeabilized with 0.2% triton 100x for 30 min. Then, coverslips were
incubated with blocking solution for 30 min at room temperature (PBS, 3% bovine serum
albumin, 10% FBS). After washing with PBS, the coverslips were incubated with anti-
HDAg antibody-positive human serum at 1:1,000 dilution for 1h at room temperature. The
cells were then washed and incubated with the corresponding secondary Alexa fluor™
antibody for 1h at room temperature. Then the coverslips were washed and stained with
4'.6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) for 15 min at room temperature and mounted on
glass slides with ProLong Gold Antifade mountant (Invitrogen). The coverslips were

analyzed using confocal microscopy (Zeiss LSM 780).

Western blotting. Cells or isolated exosomes were lysed in Pierce lysis buffer (25 mM
Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 5% glycerol) and supplemented
with protease inhibitor (Roche). The BCA protein assay kit (Pierce) was used to normalize
the total protein content in the different lysates (cellular extract and exosomes extract).
Equivalent amounts of protein were subjected to sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE), and transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes (Bio-Rad). The membranes were blocked 30 min at room temperature (RT)
with PBS-5% milk, and then incubated overnight at 4°C with primary antibodies in PBS-

0.1% BSA. Then, the membranes were washed with 0.4% Tween 20 in PBS. Next, they
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were incubated for 1h at RT, corresponding to the secondary antibody conjugated to
horseradish peroxidase in PBS-5% milk. Proteins’ bands were visualized with the Clarity

western ECL (Bio-Rad) using ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad).

Statistics. The results were analyzed statistically, using two-tailed and unpaired t test
with GraphPad Prism 5. P-values below 0.05 were considered statistically significant
(*P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001). The values are expressed as the mean = the standard

error of the mean of at least three independent experiments.
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FIGURE LEGENDS

FIG 1 HBV-independent spreading of L-HDAg in vitro. (A) Huh7 cells were co-transfected
with peGFP plasmid and pCIHD27 coding for GFP protein and L-HDAg respectively. At
different time points as indicated, cells were fixed and then stained with anti-HDAg
antibody from human serum (red) and with DAPI (blue). (B) the results were analyzed by
confocal microscopy and a representative example is shown for each time point. As
negative control, we co-transfected the cells with peGFP and pClneo plasmids. These
cells were also stained with anti-HDAg antibody and DAPI. This experiment was repeated

more than three times.

FIG 2 HBV-independent spreading of S-HDAg in vitro. (A) Huh7 cells were co-transfected
with peGFP and pCIHD24 plasmids and fixed after 24 h and 72 h. Cells were then stained
with anti-HDAg antibody from human serum (red). The nucleus was stained with DAPI
(blue). (B) the results were analyzed by confocal microscopy and a representative
example was shown for each time point. The negative control consists of co-transfected
cells with peGFP and pCineo which were stained with anti-HDAg antibody and DAPI. The

experiment was repeated at least three times.

FIG 3 Quantification of double positive cells by FACS. (A) Huh7 cells were transfected
with pcDNA3 mRuby2 (pmRuby?2), pSVLD3, pCIHD24 or pCIHD27 separately. These
cells were then mixed with GFP-expressing cells and incubated for 72 h. After fixing, the
cells were stained with anti-HDAg antibody from human serum and analyzed by FACS.
Untransfected mock cells stained with anti-HDAg antibody from human serum were used
as a control for settings. (B) The percentages of double positive cells (GFP+ and HDAg

+) were quantified. The experiment was repeated at least three times. (C) Huh7 cells were
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transfected with pSVLD3, pCIHD24, pCIHD27 or an empty plasmid which was used as

negative control. Then the expression level of HDAg was evaluated with western blotting.

FIG 4 HDV components propagate between hepatocytes. (A) Huh7 cells were transfected
with pSVLD3, pCIHD24 or pCIHD27 separately. Then each pool of transfected cells was
mixed (co-cultured) with cells transfected with peGFP separately for 72 h. After fixing, the
cells were stained with anti-HDAg antibody from human serum (red) and with DAPI (blue).
(B) Represents two different examples of cells transfected with pCIHD24 (S-HDAg) and
co-cultured with peGFP (GFP) transfected cells. (C) Shows two different representative
examples of cells transfected with pCIHD27 (L-HDAg) and co-cultured with peGFP (GFP)
transfected cells. (D) Represents two different examples of cells transfected with pSVLD3
(HDV RNP) and co-cultured with peGFP (GFP) transfected cells. The experiment was

repeated at least three times.

FIG 5 HDAg expression increases the concentration of extracellular vesicles. (A) Huh7
cells were transfected with pCineo, pSVLD3, pCIHD24 or pCIHD27. Then, cells were
washed and the media were replaced with a DMEM medium with exosome-depleted FBS.
After 48 h of accumulation, supernatant was collected and then analyzed with
NANOSIGHT NS300. (B) The concentration and the size distribution of extracellular
vesicles (EV) from pSVLD3 and pCineo transfected cells are shown. (C) The
concentration and the size distribution of EV from pCIHD24, pCIHD27 and pClneo are
shown. (D) The concentration of EV is presented as relative units (RU) normalized to
pCineo transfected cells. The values represent the average of three separate

experiments.
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FIG 6 Exosomes contain HDAg. (A) Two sets of transfections were done; the first set is
Huh7 cells transfected with pSVLD3 or pClneo. The media was replaced with DMEM -
FBS depleted exosomes at 6-day post transfection. After 48h, Huh7 cells were harvested.
The second set is Huh7 cells transfected with pCIHD24, pCIHD27 or pCineo. The Third
day post transfection the media was replaced with DMEM medium with FBS depleted
exosomes, after 48h, Huh7 cells were harvested. Proteins extracted from exosomes and
from cells were analyzed with western blotting as indicated. (B, C and D) The expression
of exosome markers (TSG101 and CD81) and an endoplasmic reticulum marker
(calnexin) was evaluated in cellular and exosomal extracts in addition to HDAg
expression. One representative of at least three independent blots is shown for each

condition.

FIG 7 Exosomes deliver HDV components to targeted naive cells. (A) Naive Huh7 cells
were cultivated with 100,000 exosomes per cells derived from pSVLD3 transfected cells
or from pCineo transfected cells for 3 days or 7 days. (B) Then cells were fixed and
stained with anti-HDAg antibody from human serum (red) and DAPI (blue). (C) Huh7 were
cultivated with 100,000 exosomes per cell (originating from pSVLD3 or pCineo
transfected cells) for 24 h. Then UNC7938 (15 uM) was added for 2 h then washed. Seven

days later, cells were lysed. (D) The samples were analyzed by RT-qPCR and gPCR.
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CHAPITRE 4: DISCUSSION GENERALE
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En réponse aux différents types de stress, la cellule développe différentes stratégies
biologiques pour maintenir une homéostasie cellulaire, parmi lesquelles l'autophagie et la
sécrétion des exosomes (Xu et al., 2018). Ainsi, nous avons constaté que le stress induit par la
réplication virale du VHD provoque non seulement I'activation du processus autophagique, mais

également la sécrétion d’exosomes dans les lignées cellulaires hépatiques.

11 IMPLICATION DE L’AUTOPHAGIE DANS LE CYCLE DE
REPLICATION DU VHB ET DU VHD

Dans la premiére étude, nous avons évalué le réle de l'autophagie lors du cycle de
réplication du VHB et du VHD. En premier lieu, nous avons confirmé l'effet de potentialisation de
'autophagie par I'expression du VHB, et réciproquement I'effet proviral de I'autophagie sur le
VHB. Dans un deuxiéme temps et selon une démarche similaire, nous avons évalué les
interactions réciproques entre l'autophagie et le cycle de réplication du VHD. Finalement, nous
avons également étudié l'effet de l'autophagie dans des cellules hépatiques exprimant
simultanément les deux virus. Notre étude a été réalisée in vitro en utilisant différentes lignées

cellulaires hépatiques.

11.1 Implication de 'autophagie dans le cycle de réplication du VHB

Plusieurs études ont suggéré que la protéine HBXx active 'autophagie via différentes voies
de signalisation (Bagga et al., 2016; Liu et al., 2014; Sir et al., 2010; Tang et al., 2009; Wang et
al., 2013; Xie et al., 2016; Zhang et al., 2014; Zhong et al., 2017). Cependant, une autre étude a
suggéré que la protéine S-AgHBs induit 'autophagie (Li et al., 2011). Dans notre étude, nous
avons montré, dans des conditions nutritives normales, que les protéines HBx et S-AgHBs
provoguent toutes les deux une augmentation de I'expression de la protéine LC3Il et une
accumulation des autophagosomes dans les cellules Huh7. De plus, nos résultats montrent que
le VHB ainsi que les deux protéines HBx et S-AgHBs augmentent I'expression de la protéine p62,
marqueur de flux autophagigue, dans les hépatocytes. Ces données proposent que le VHB
bloque la maturation des autophagosomes et inhibe sa dégradation par le flux autophagique.
Dans ce cadre, les études concernant le flux autophagiques et le VHB sont controversées.
Contrairement a notre étude et les études de (Liu et al., 2014; Sir et al., 2010; Zhong et al., 2017,
Zhou et al., 2016) qui ont montré I'inhibition du flux autophagique par le VHB, les travaux de (Lin
et al., 2019a; Lin et al., 2019b; Yang et al., 2015b) ont démontré que le VHB est dégradé dans
les autolysosomes et que le flux autophagique est activé par le virus. Les raisons a l'origine de

ces différents résultats ne sont pas bien connues. Cependant, ces divergences pourraient
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s’expliquer par l'utilisation de différents génotypes du VHB, de différents types cellulaires, ainsi
que de différentes conditions de culture cellulaire. Par exemple, contrairement au modéle
expérimental utilisé dans I'étude de (Tang et al., 2009) nous n’avons pas soumis nos cellules a
une carence nutritive. De plus, la différence dans le niveau d’expression des protéines HBx et S-
AgHBs, liée aux constructions plasmidiques (promoteurs, séquence de kozak, ect), aux modeles
cellulaires et aux agents de transfection utilisés, pourrait étre a l'origine des différences de

résultats rapportées dans I'ensemble des études.

Plusieurs études ont mis en évidence I'importance de I'autophagie pour la réplication de
'ADN viral du VHB (Sir et al., 2010; Tian et al., 2011), lors de I'enveloppement des virions (Li et
al., 2011) et lors de la maturation des virions du VHB (Doring & Prange, 2015; Doring et al., 2018).
Dans notre projet, nous avons commencé par confirmer l'interaction entre 'autophagie et le cycle
de réplication du VHB dans notre modele cellulaire. Cette étape de confirmation était nécessaire
pour valider notre modéle avant d’'amorcer I'étude de I'impact de I'autophagie sur le VHD en mono

ou co-expression avec le VHB.

Nos résultats montrent également I'importance du processus autophagique dans le cycle
de réplication du VHB. Cependant, I'étape du cycle nécessitant ce processus semble étre une
phase tardive, aprés la transcription, la traduction et la reverse transcription. En réponse a
linhibition de I'expression des genes autophagiques LC3, ATG5 et ATG7, la quantité des
particules de Dane diminue significativement dans le milieu extracellulaire. Cependant, cette
inhibition n’affecte pas la quantité intracellulaire d’ADN et d’ARN viral. Il est alors probable que la
machinerie autophagique augmente |'assemblage/la sécrétion des particules virales en
fournissant une source additionnelle de membranes au site de formation des virions. Nos
résultats sont similaires a ceux de deux autres études (Doring et al., 2018; Li et al., 2011) qui
proposent que 'autophagie soit nécessaire pour la maturation/sécrétion des virions du VHB et

non pas pour la réplication du génome viral.

Notre étude est la premiére a évaluer I'autophagie dans des cellules « knockout » pour les
différents génes autophagiques ATG5, ATG7 et LC3. Ces « knockout » ont été générés en
utilisant la technologie de CRISPR-Cas9. Les études de différents groupes cités précédemment
ont inhibé 'autophagie en utilisant soit des molécules chimiques (3MA ou wortmannine), soit des
SiARNSs pour différents génes autophagiques. Ces stratégies sont moins puissantes et fiables et
présentent un risque d’avoir une inhibition non spécifique lié a des effets pléiotropiques. Les
molécules chimiques peuvent aussi étre toxiques pour la cellule, ce qui pourrait activer

'autophagie et donc amener & une surestimation de niveau de I'autophagie dans la cellule. De
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plus il a été montré que la 3MA, connue comme inhibiteur de I'autophagie, a un double réle en
fonction de la durée du traitement et des conditions nutritives. Cela nécessite des précautions
lors d’utilisation de cette molécule (Wu et al., 2010). Par conséquent, nos résultats, basés sur des
« knockout » sont, a notre avis, solides. Toutefois, nous sommes conscients que le « knockout »
pourrait avoir d’autres effets (toxicité par exemple) sur la cellule, mais nous précisons que nous
avons produit des populations stables de cellules « Knockout » pour les différents génes étudiés
LC3, ATG5S et ATG7 et non pas des clones de cellules « knockout ». Par conséquent, nous
réduisons la probabilité d’apparition d'une toxicité ou d'un effet pléiotropique majeur. Pour
s'assurer que les « Knockout » n'affectent pas l'efficacité de transfection par différents plasmides,
des tests ont été réalisés par cytométrie en flux avec un plasmide codant pour la GFP. Les
résultats ont montré des efficacités similaires (pourcentage de cellules transfectées) pour les

différentes lignées cellulaires.

Nous avons bien atteint notre objectif pour cette partie. En effet, nous avons montré que,
dans notre modele cellulaire, la protéine HBXx et la protéine S-AgHBs activent I'autophagie, mais
inhibent le flux autophagique. Ainsi que l'autophagie exerce un effet proviral lors de la
maturation/sécrétion du VHB. Cependant, il serait intéressant d’étudier plus en détail les
mécanismes d’interaction entre le VHB et 'autophagie et de vérifier si d'importantes différences

sont observables en fonction du génotype.

11.2 Implication de I"autophagie dans le cycle de réplication du VHD

Rappelons que le VHD est un virus satellte du VHB. Son enveloppement dépend
entierement du VHB. Cependant, il est capable de répliquer son génome et de former une
ribonucléoprotéine indépendamment du VHB. L’autophagie favorise le cycle de réplication du
VHB. Malgré le lien étroit entre ces deux virus, aucune étude n’a été réalisée sur l'implication de
I'autophagie dans le cycle de réplication du VHD. Notre étude démontre pour la premiére fois les
liens entre le VHD et l'autophagie (Khabir et al., 2020).

Nous avons observé que les deux isoformes de l'antigéne delta, S-AgHD et L-AgHD,
induisent une accumulation des autophagosomes dans les cellules hépatigues Huh7, ainsi qu’une
augmentation de I'expression de LC3Il. Nous pouvons donc déduire que le VHD cible les
premiéres étapes de processus autophagique. Il serait intéressant d’étudier plus précisément le
mécanisme d’induction de l'autophagie par les deux isoformes de I'AgHD. Jusqu’a présent,
aucune étude expliquant ce mécanisme dans le contexte de réplication du VHD n’a été rapportée.

Cependant, en analogie avec les études réalisées sur d’autres virus, nous suggérons
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d’investiguer différentes voies d’induction de I'autophagie. Il a par exemple été montré que la S-
AgHD favorise l'accumulation des espéces réactives de l'oxygéne (Chen et al., 2019).
L’accumulation de ces derniéres dans la cellule pourrait activer la voie JNK et ainsi favoriser
I'activation de I'autophagie a travers la protéine Bécline 1 (Zhong et al., 2017). La production de
'AgHD dans la cellule pourrait également induire le stress du réticulum endoplasmique et la
réponse de la protéine dépliée (UPR) qui permet a son tour d’activer 'autophagie. Plusieurs virus,
comme le VHB et le VHC, sont connus pour activer 'autophagie a travers la réponse UPR (Li et
al., 2011; Wang et al., 2014). L’AgHD pourrait, aussi favoriser I'activité du complexe PI3KC3, et
de fait la synthése de PI3P, une composante lipidique qui déclenche la formation des
autophagosomes dans la cellule. Il a été montré que la protéine HBx du VHB initie 'autophagie

selon ce mécanisme (Sir et al., 2010).

L’accumulation des autophagosomes semble étre due au blocage du flux autophagique par
le VHD. Cela a été déduit a la suite de I'observation de I'accumulation de la protéine p62 dans
les cellules exprimant des composants du VHD en comparaison aux cellules naives. Nous avons
également observé 'accumulation de la protéine p62 dans les cellules exprimant des composants
du VHD en comparaison aux cellules traitées par la Bafilomycine A1, connu pour bloquer le flux
autophagique par [linhibition de [lacidification des autolysosomes et la fusion des
autophagosomes aux lysosomes (Mauvezin & Neufeld, 2015). D’autres outils pourraient étre
utilisés pour étudier le flux autophagigue dans un contexte d’expression transitoire de 'AgHD tels
que I'évaluation du niveau d’ARNm de p62 et I'utilisation de la construction mTagRFPmMWasabi-
LC3 (Figure 4.1) (Klionsky et al., 2016). La protéine p62 est un marqueur largement utilisé pour
explorer le flux autophagique (Gottlieb et al., 2015; Klionsky et al., 2016; Mizushima et al., 2010).
Il est recommandé de mesurer le niveau /ARNm de p62 en paralléle avec I'analyse de son
expression protéique pour une évaluation plus compléte du flux autophagique (Klionsky et al.,
2016; Yoshii & Mizushima, 2017) parce que le changement de p62 peut varier en fonction du type
cellulaire. Par exemple, dans certains types cellulaires, il a été observé que le niveau protéique
global de p62 ne varie pas malgré une induction importante de I'autophagie (Klionsky et al., 2016).
La construction mTagRFPmWasabi-LC3 permet de distinguer les autophagosomes des
autolysosomes et elle constitue un outil pour évaluer les différentes étapes de flux autophagique
(Figure 4.2) (Zhou et al., 2012). Un autre virus hépatique, le VHC, provoque l'inhibition du flux
autophagique dans les hépatocytes (Sir et al., 2008; Taguwa et al., 2011; Wang et al., 2015).
D’autres virus, comme l'entérovirus D68 (Corona et al., 2018) et le virus influenza de type A
(Godbole et al., 2020), ont été montré comme étant capables de bloquer le flux autophagique. Ce

blocage de flux semble étre nécessaire pour ces virus. Ainsi, il leur permet d’inhiber leur
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dégradation et d’augmenter le niveau des facteurs autophagiques qui favorisent le cycle de

réplication des virus.

Lysosome
T
\: pH<5 )
Autophagosome B Autolysosome
~—
v \
Induction N
mTagRFP-mWasabi-LC3 T —"
Suppression at early stage Suppression at late stage
Fluorescent
signals of ['ypical results of autophagic flux
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Basal level Induction at early stage | at late stage
| Red+ Green+ — increase decrease increase
| Red+ Green— - increase decrease decrease

Figure 4.1: Outil d’analyse de flux autophagique par la construction mTagRFPmWasabi

L’accumulation des ponctuations de mTagRFPmWasabi-LC3, fluorescentes en rouge et vert, refléte I'étape
de la biogeneése des autophagosomes. Cependant, a un stage tardif de flux, la fusion des autophagosomes
aux lysosomes, ainsi que l'acidification du milieu, permet d’éteindre les signaux verts de mWasabi mais
conserve les signaux rouges de mTagRFP (Zhou et al., 2012).

Il est intéressant de savoir que les composantes propres au VHD modulent 'autophagie,
en favorisant son initiation, tout en bloquant son flux. Rappelons que lors de la co-infection
VHB/VHD la réplication du VHB semble étre diminuée ou perturbée par le VHD. Ainsi le VHD

peut maintenir un niveau autophagique suffisant dans le cas ou le VHB ne peut pas I'assurer.

Le mécanisme d’inhibition de flux autophagique par le VHD n’est pas encore documenté.
Cependant, en se basant sur les données bibliographiques existant pour d’autres virus nous
suggérons quelques hypothéses. L'inhibition du flux autophagique par le VHD pourrait étre due
a linhibition de la fusion des autophagosomes aux lysosomes par 'AgHD. Cette fusion est
médiée par difféerentes protéines exprimées a la surface des autophagosomes (exemples :

Syntaxinel7, SNAP29) (Itakura et al., 2012) et d’autres exprimées a la surface des lysosomes
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(exemples : Rab7, VAMPS8) (Nakamura & Yoshimori, 2017). Ainsi, 'AgHD pourrait inhiber
l'expression de certains éléments nécessaires pour cette étape, par exemple la diminution
d’expression de Rab7 comme c’est le cas pour le VHB (Zhou et al., 2016) ou I'expression de la
Syntaxinel7 comme c’est le cas pour le VHC (Ren et al., 2016) ou la SNAP29 et Syntaxinel7
comme cC’est le cas pour le virus influenza A (IAV) (Godbole et al., 2020). De plus, 'AgHD pourrait
inhiber la maturation des autophagosomes en activant Rubicon, connu pour inhiber la maturation
des autophagosomes, et en inhibant 'expression d’'UVRAG, connu pour favoriser la maturation.
Cette hypothése est empruntée des travaux réalisés sur le VHC (Wang et al., 2015) et le virus
influenza A (IAV H1N1) (Godbole et al., 2020) sur le flux autophagique. Par ailleurs, 'AgHD
pourrait perturber 'acidification des lysosomes. Cette perturbation pourrait étre causée a la suite

d’une interaction de 'AgHD avec V-ATPase.

Les résultats de notre étude ont permis de déterminer I'effet du VHD sur le processus
autophagique. Il était également nécessaire d’évaluer I'impact de I'autophagie sur le cycle de
réplication du VHD. Ainsi, nous avons créé des lignées cellulaires « knockout » pour certains
genes autophagiques en utilisant la technologie du CRISPR-Cas9. Les génes que nous avons
choisis sont les génes LC3, ATG5 et ATG7. La LC3 et 'ATG5 ont été choisies pour évaluer
séparément 'implication de deux systémes de conjugaison de l'autophagie (ATG5-12 et LC3II)
lors de cycle de réplication du VHD. ATG7 a été choisie pour son implication dans les deux
systémes de conjugaisons, ATG12 et LC3Il (Ohsumi & Mizushima, 2004). Cela nous permet de
distinguer les effets individuels des deux systémes de conjugaison. Dans les cellules Huh7 KO
pour les génes autophagiques, nous avons exprimé de facon transitoire le VHD et les protéines
d’enveloppe du VHB. Ensuite, nous avons évalué la quantit¢ d’ARN du VHD intracellulaire et
extracellulaire ainsi que I'expression intracellulaire de I'AgHD. Nos résultats montrent que
l'inhibition de I'expression d’ATG5 réduit significativement le niveau d’ARN du VHD intracellulaire.
Cependant, l'inhibition d’expression d’ATG7 et de LC3 montre un effet moins important sur le
niveau d’ARN du VHD intracellulaire. Par conséquent, 'ATG5 agit comme un facteur proviral qui
est important pour la réplication du VHD. Cependant, Il serait intéressant d’évaluer le réle du
complexe ATG5-12 lors de cycle de réplication du VHD. L’inhibition de ces différents genes
autophagiques ne montre pas un effet additionnel sur la quantité d’ARN extracellulaire du VHD.
Cela nous permet de déduire que le facteur autophagique ATG5 exerce un effet proviral lors de
réplication d’ARN du VHD. De plus, nous avons observé une diminution importante du niveau
d’expression intracellulaire de 'AgHD dans les cellules déficientes en ATG5, LC3 et ATGY.
L’inhibition d’expression de ’AgHD, particulierement dans les cellules déficientes en ATGS5, est

plus importante que l'inhibition de ’ARN du virus. Cette différence peut étre expliquée par le fait
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gue la technique de RT-gPCR ne permet pas de différencier entre les différentes formes de 'ARN
du VHD (ARN génomique, antigénomique et ARNm). Par conséquent, I'inhibition de TARNm du
VHD pourrait étre sous-estimée dans ces conditions.

Plusieurs données de la littérature montrent que I'autophagie favorise la réplication de
'ARN du VHC. En effet, des études ont rapporté que les différentes protéines autophagiques
(Beclinl, ATG4B, ATG5 et ATG12) sont des facteurs proviraux (Zhang, 2020). De plus, il a été
démontré que I'ATG5 colocalise avec la protéine virale NS5B (ARN polymérase ARN
dépendante) et que cette interaction est importante pour favoriser la réplication d’ARN du VHC
(Guevin et al.,, 2010). Une autre étude a montré que le VHC induit la formation des
autophagosomes et que les protéines NS5A et NS5B et 'ARN viral colocalisent avec les
autophagosomes. Il est de fait admis que ces derniers constituent un site de réplication du VHC
(Sir et al., 2012). Deux autres études menées dans notre laboratoire (Fahmy et al., 2018; Fahmy
& Labonte, 2017) montrent que le systéeme de conjugaison ATG5-ATG12/ATG16L1 est important
pour la réplication d’ARN du VHC. En ce qui concerne le VHB, il a été également montré qu’ATG5
est un facteur proviral pour la réplication du génome viral in vivo (Souris transgéniques pour le
génome du VHB) (Tian et al., 2011). De plus, une autre équipe a rapporté I'implication du
complexe ATG5-ATG12/ATG16L1 pour I'assemblage/stabilité des nucléocapsides du VHB
(Doring & Prange, 2015; Doring et al., 2018). Par conséquent, il est intéressant que les données
bibliographigues existantes sur les autres virus hépatiques (VHB et VHC) concordent bien avec
nos résultats qui montrent I'implication des différents facteurs autophagiques, spécifiqguement
I'ATG5, lors de la réplication du VHD.

A ce stade de I'étude, nous n’avons pas déterminé comment les facteurs autophagiques
gui ont une localisation cytoplasmique pourraient affecter la réplication intranucléaire du VHD.
Lors d’'une infection virale, les protéines autophagiques peuvent étre relocalisées au site de
réplication des virus. Par exemple, il a été démontré que, lors de linfection par le VHC, le
complexe d’élongation ATG5-ATG12/ATG16L1 est recruté au site de réplication de 'ARN viral
(Fahmy & Labonte, 2017). En effet, il serait intéressant d’étudier la possibilité d’'une relocalisation
des protéines autophagiques, telles que LC3, ATG5, ATG12 et ATG16L1, en présence du VHD.
Nous avons réalisé un premier test de colocalisation entre la protéine AgHD et ATG16L1 dans
les cellules Huh7. Nos résultats montrent un phénotype trés intéressant. Ce dernier met en
évidence une colocalisation parfaite de TATG16L1 avec ’AgHD dans le noyau cellulaire (Figure
4.2). Il se pourrait que le site de colocalisation corresponde au site de réplication du VHD (Bichko

& Taylor, 1996; Shih & Lo, 2001). Ces résultats préliminaires feront I'objet d’'une étude plus
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approfondie dans notre laboratoire mais quelques éléments dans la littérature peuvent nous aider
a suggérer une voie a explorer : D’'une part, il a été publié que la protéine HUR pour « human
antigen R », qui se déplace entre le noyau et le cytoplasme, colocalise avec I'AgHD dans les
cellules Huh7 et joue un role important dans la stabilisation de la S-AgHD (Casaca et al., 2011).
D’autre part, recemment il a été montré que la HuR favorise la formation des autophagosomes
dans des cellules humains de carcinome hépatocellulaire et interagit avec ATG16 et d’autres
facteurs autophagiques tels que ATG5, ATG12, ATG7 (Ji et al.,, 2019). Cela nous permet
d’émettre une hypothése que la HuR interagit avec ATG16 et forment un complexe stable avec

’AgHD ou avec la RNP du VHD pour favoriser la réplication du VHD.

+ATG16L1 ATG16L1

Figure 4.2: Colocalisation de la RNP du VHD et la protéine autophagique ATG16L1

Les cellules Huh7 ont été transfectées par le plasmide pSVLD3. 5 jours apres la transfection, les cellules
ont été fixées. Ensuite, elles ont été marquées par I'anticorps anti-ATG16L1 et I'anticorps anti-AgHD (sérum
de patient VHD positif). Les cellules ont été analysées par microscopie confocale. « C Marwa Khabir »

11.3 L’effet de 'autophagie dans les cellules hépatiques exprimant simultanément
les deux virus (VHB et VHD)

In vivo, le VHD est présent chez un patient soit en co-infection ou surinfection avec le VHB.
Les études, in vitro, du VHD dans des cellules qui répliguent également le VHB sont peu
nombreuses. Il serait intéressant d’exploiter un modéle expérimental cellulaire qui permet la
réplication de deux virus simultanément. Ce modele est important étant donné que les cycles de
réplication du VHD et du VHB interférent I'un avec I'autre (Pollicino et al., 2011). Par conséquent,
nous avons évalué l'effet de l'autophagie dans un contexte de co-réplication des deux virus.
L’utilisation d’'un systeme de co-réplication permet d’identifier des voies cellulaires qui inhibent ou
modulent les deux virus. Dans cette perspective, nous avons exprimé le VHD de fagon transitoire
dans les cellules HepG2.2.15 (cellules exprimant constitutivement le VHB) sauvages ou

« Knockout » pour les génes autophagiques ATG5, ATG7 et LC3. Les résultats montrent que
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I'effet proviral d’ATGS sur le VHD et le VHB est maintenu dans les cellules HepG2.2.15 exprimant
les deux virus. Cependant, pour les cellules Huh7 et HepG2.2.15 déficientes en LC3, nous avons
observé deux différents phénotypes pour la sécrétion du VHD. En effet, I'inhibition de LC3 dans
les cellules Huh7 montre un effet additionnel sur la sécrétion du VHD qui n’est pas retrouvé dans
les cellules HepG2.2.15. Cette observation pourrait étre expliquée par le simple fait que les deux
lignées utilisées sont différentes et/ou par la présence du VHB dans les cellules HepG2.2.15. Par

conséquent, le réle de LC3 dans le cycle de réplication du VHD nécessite plus d’investigation.

Le développement des lignées VHD inductibles permettant l'initiation de la réplication par
la synthese d’ARN génomique et antigénomique ainsi qu'une lignée inductible codant pour le S-
AgHD par la technologie CRISPR-Cas9 sont en cours dans notre laboratoire. L’expression stable
du VHD est réalisée dans la lignée HepG2.2.15 (expression constitutive du VHB). Par
conséquent, ces lignés seront des outils trés utiles pour la poursuite des recherches sur les liens

entre le VHD et l'autophagie dans un contexte de co-expression du VHB.

En conclusion, notre étude a permis d’identifier ’ATG5 comme étant un facteur cellulaire
proviral pour la réplication du VHD. Notre étude est la premiére a établir un lien entre 'autophagie
et le cycle de réplication du VHD. De plus, il est intéressant d’observer que I'effet proviral ’ATG5
est différent pour le VHB et le VHD. En effet, nous avons montré que I'ATG5 est important pour
la réplication intracellulaire du VHD, alors que ce facteur autophagique est nécessaire pour la
maturation/sécrétion du VHB. Enfin, I'autophagie pourrait étre exploitée comme une stratégie
antivirale pour le VHB et le VHD, d'autant que les traitements approuvés pour le VHB ne
permettent pas une élimination totale du virus et que ces traitements ne sont pas efficaces pour
le VHD.

12 Les exosomes pourraient étre des intermédiaires de transmission

du VHD entre les cellules hépatiques

Dans la seconde étude, nous avons déterminé l'effet de I'expression du VHD dans les
cellules Huh7 sur la sécrétion des exosomes. En paralléle, nous avons évalué la transmission du

VHD a travers les exosomes vers les cellules Huh7 naives.

Cette partie de mon doctorat était basée sur une observation intéressante. Par microscopie
confocale, a la suite d’'une co-transfection des cellules Huh7 par des plasmides codants pour la
S-AgHD (ou la L-AgHD) et la GFP, nous avons observé la présence de cellules exprimant
uniqguement I'antigene delta. De plus, récemment, il a été montré que le VHD pouvait étre secrété

en présence des virus enveloppés (HCV, DENV) autre que le VHB (Perez-Vargas et al., 2019).
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A ce niveau de I'étude, nous avons émis I'hypothése d’une transmission de 'AgHD entre cellules
en absence des protéines d’enveloppe du VHB. Cette hypothése ne semble pas avoir fait I'objet
d’étude publiée. Cependant, plusieurs études se sont intéressées a la transmission de I'infection
indépendamment des récepteurs viraux a la surface des cellules. En effet, il a été montré que
différents virus tels que le VIH, le VHC et méme le VHB sont transmis a travers les exosomes
(Bukong et al., 2014; Li et al., 2019; Zhang et al., 2018). Par conséquent, I'hypothése de
transmission du VHD entre les cellules a travers les exosomes fut envisagée. Afin de vérifier que
ces observations n’étaient pas des artéfacts techniques, nous avons mis en coculture les cellules
transfectées par le plasmide qui code pour I'AgHD et des cellules transfectées par un plasmide
qui code pour la GFP. Nos résultats de microscopie confocale ainsi que celles de cytométrie en
flux montrent I'apparition significative d’'une nouvelle population de cellules qui expriment a la fois
la GFP et 'AgHD.

A la suite de cette confirmation, il était important de vérifier notre hypothése de transmission
du VHD entre les cellules a travers les exosomes. |l était intéressant de constater que I'expression
de la RNP compléte, ou plus simplement des isoformes de 'AgHD engendrent une augmentation

significative de la concentration des vésicules extracellulaires sécrétées.

Il a été montré que les vésicules extracellulaires y compris les exosomes sécrétés des
cellules infectées par le VHB et dans le sérum des patients infectés par le VHB contiennent
différentes composantes virales (AgHBs, la capside, ARN et ADN) (Li et al., 2019). Par ailleurs,
les exosomes provenant des cellules infectées par le VHC et des patients contiennent 'ARN viral
(Bukong et al., 2014). De fait, il était intéressant de vérifier si les exosomes sécrétées des cellules
exprimant le VHD contiennent des composantes virales. Nos résultats d'immunobuvardage de
type western montrent clairement que les exosomes purifiés des cellules exprimant la RNP du
VHD contiennent les deux isoformes de 'AgHD. Il est important de mentionner que la construction
utilisée (pSVLD3) pour exprimer la RNP du VHD ne permet pas de produire les virions du VHD
étant donné, qu’elle n’exprime pas les protéines d’enveloppe du VHB nécessaires pour former
les virions matures du VHD. Par conséquent, il n'est pas possible que les exosomes isolés soient
contaminés avec les virions du VHD. Par ailleurs, les exosomes isolés semblent étre non
contaminé puisque le marqueur du RE (la calnexine) n’est pas exprimée dans ces exosomes. De
plus, ces derniers sont enrichis en margqueurs des exosomes TSG101 et CD8L. Il est également
possible que ces exosomes contiennent 'ARN viral du VHD, le modéle de transfection transitoire
utilisé présente des limitations techniques (importante quantité de plasmides contaminantes) qui

nous empéche de confirmer cette possibilité par RT-qPCR. Cependant, une étude publiée
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récemment a montré que les exosomes isolés des cellules infectées par le VHD contiennent
'ARN viral du VHD (Jung et al., 2020).

A ce stade de létude, il convient de se demander si les exosomes contenant les
composantes virales du VHD peuvent déclencher un nouveau cycle de réplication dans des
cellules naives. En effet, nous avons réalisés des expériences préliminaires qui consistent en
incubation des exosomes spécifiques au VHD avec des cellules naives et la réalisation
d'immunofluorescence a la recherche de signal nucléaire positive de 'AgHD dans les cellules
naives. Cependant, les résultats de ces expériences n’ont pas permis de visualiser une initiation
d’infection par les exosomes dans des cellules naives. Nous avons alors émis I'hypothése d’'une
séquestration/dégradation des ARN viraux dans des vésicules intracellulaires. Il est important de
noter que I'endocytose d’acide nucléique in vitro (contrairement aux modeéles in vivo) aboutit
fréquemment a ce type de phénoméne (Juliano, 2018). Pour explorer cette possibilité, nous avons
utilisé 'UNC7938. Ce dernier est un composé connu pour permettre la libération des
oligonucléotides de I'endosome tardif in vitro (Blanchet et al., 2019a; Juliano, 2018; Yang et al.,
2015a). Il a été utilisé in vitro pour permettre aux oligonucléotides (comme les antisens et les
siARN) d’atteindre leur cible intracellulaire, et d’exercer un effet biologique. Nous avons de fait
exploité 'TUNC7938 dans la perspective de libérer 'ARN viral possiblement présent dans les
cellules cibles. Nos résultats suggérent effectivement une amplification d’ARN viral dans les
cellules naives Huh7 qui ont été mises en culture avec les exosomes issus des cellules exprimant
le VHD (sans VHB). Ceci suggere que les exosomes sont capables de transmettre l'infection a
des cellules naives. Nos résultats sont intéressants toutefois il est important de mentionner qu’ils
sont produits dans un modeéle expérimental bien spécifique (utilisation d’'UNC7938) et qui peuvent
étre non applicables dans un modéle in vivo. De plus, des analyses supplémentaires sont
nécessaires pour déterminer si le VHD se réplique dans les cellules naives qui regoivent les
exosomes « infectieux ». Cette possibilité pourrait étre testée par immunobuvardage de type
western en évaluant I'expression des protéines S-AgHD et spécifiquement L-AgHD (indicateur de
réplication du génome delta) dans les cellules naives hépatiques en incubation avec les
exosomes spécifiques au VHD. Il est aussi possible d’évaluer, par microscopie confocale, la
localisation nucléaire de 'AgHD dans des cellules incubées avec les exosomes spécifiques au
VHD. Nous pouvons constater que toutes les observations ont été réalisées dans la lignée
cellulaire Huh7, il serait donc intéressant de valider ces observations dans une autre lignée
cellulaire hépatique telle que HepG2 parce que le métabolisme lipidique entre ces lignées
d’hépatocytes est different (Gunn et al., 2017).
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Il a été montré que différents virus hépatiques exploitent les exosomes pour différents
objectifs. Par exemple, le VHE et le VHA utilisent la voie exosomale pour acquérir une enveloppe
qui leur permet d’échapper au systeme immunitaire (Feng et al.,, 2013; Khan et al., 2017,
Nagashima et al., 2014). Le VHB et le VHC exploitent également les exosomes pour transmettre
l'infection entre les cellules hépatiques (Ramakrishnaiah et al., 2013; Zhang et al., 2018). Ainsi,
Nnous pouvons nous interroger sur les raisons de la présence des composantes virales du VHD
dans les exosomes ainsi que sur leur effet sur 'augmentation de la sécrétion des exosomes dans
la cellule. Des analyses supplémentaires seront nécessaires pour répondre a ces interrogations.
Cependant, différents éléments dans la littérature peuvent nous guider pour développer quelques
hypothéses. D’abord, I'exploitation de la voie endosomale par le VHD pourrait étre une stratégie
pour s’échapper du systéme immunitaire. Ainsi, le VHD pourrait échapper a la neutralisation une
fois dans les exosomes (Chapuy-Regaud et al., 2017; Ramakrishnaiah et al., 2013). La présence
du VHD dans les exosomes pourrait également étre un moyen de persistance virale étant donné
qu’il a été montré que le VHD peut persister dans les cellules durant des semaines en absence

du VHB, et durant des mois aprés une transplantation du foie (Giersch et al., 2019).

Il est évident que la co-infection et la surinfection par le VHD aggravent la maladie et
acceélerent I'évolution vers la cirrhose, la fibrose et le cancer du foie. Cependant, la cause de cette
acceélération n’est pas bien définie. Par ailleurs, il a été montré que les exosomes issues des
hépatocytes infectées par le VHC stimulent les cellules stellaires hépatiques, induisent
I'expression de différents marqueurs profibrotiques et favorisent donc la fibrose de foie (Devhare
et al., 2017). D’autre part, les exosomes sont aussi impliqués dans la pathogenése de maladies
du foie dues a l'alcool (Rahman et al., 2019). Ainsi, les patients atteints de ces maladies ont un
nombre élevé d’exosomes dans le sang (Momen-Heravi et al., 2015). En présence d’alcool, les
exosomes dans le sang des souris sont enrichies en miARNs pro-inflammatoires (exemple miR-
122) (Momen-Heravi et al., 2015). Par analogie a ces études, les exosomes pourraient contribuer
a la pathogenése induite par le VHD telle que la fibrose de foie. Cette possibilité devrait étre

évaluée dans des études ultérieures.

De plus, il a été montré que le VHD exploite d’autres virus enveloppés autre que le VHB
pour compléter son cycle de réplication et pour se transmettre entre les cellules (Perez-Vargas
et al., 2019). Ceci signifie que nous ne pouvons pas éliminer la possibilité que le VHD puisse
également étre transmis a travers les exosomes, et que la transmission de l'infection du VHD

pourrait étre, du moins en partie, indépendante du VHB.
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Pendant la rédaction de ma thése, une premiére étude sur les vésicules extracellulaires et
le VHD a été réalisée (Jung et al., 2020). Cette étude a montré que l'infection par le VHD induit
une augmentation de la production de vésicules extracellulaires. Ces dernieres sont des
intermédiaires pour la réponse pro-inflammatoire des cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-6) dans les
cellules primaires humaines immunitaires (PBMC et macrophage) (Jung et al., 2020). De méme,
les exosomes issues des cellules infectées par le VHB modulent la réponse immunitaire lors de
l'infection (Li et al., 2019). Des investigations supplémentaires devront étre réalisées pour
déterminer I'impact des exosomes contenant le VHD sur la réponse immunitaire innée dans notre
modéle cellulaire. Il conviendrait d’incuber les PBMC et les macrophages avec des exosomes
spécifiqgues au VHD et de quantifier, par cytométrie en flux les cytokines pro-inflammatoires (par
exemple IL-6, IL-12) et/ou les Interférons de Type I. Il serait également intéressant de comparer
la composition protéique des exosomes spécifiques au VHD par rapport aux exosomes des
cellules hépatiques naives. Il conviendrait d’exposer des cultures d’HepG2.2.15 a des exosomes
spécifiques au VHD et d’évaluer leur capacité a produire des virions VHD infectieux. Il serait aussi
intéressant de quantifier les exosomes dans le sérum des patients co-infecté par VHB et VHD et
de comparer leur composition par rapport aux exosomes des individus sains. Cette proposition
aura une difficulté qui consiste en la séparation des exosomes des virions matures, mais elle
pourra étre contournée par une étape additionnelle d’immunoprécipitation d’exosomes avec un
anticorps anti-CD63 ou des virions matures avec un anticorps anti Pré-S par exemple. Enfin, il
serait complexe, mais intéressant de travailler avec un modéle in vivo (exprimant le VHD et le
VHB) qui serait un atout considérable pour obtenir des données plus physiologiques. Notons que
les modéles in vivo de co-infection VHD / VHB sont tres limités (Burwitz et al., 2020; Lempp &
Urban, 2017). En effet le seul modeéele animal naturel approuvé par les comités d’éthique
supportant la réplication du VHD est celui de la marmotte (Ponzetto et al., 1984). Le modéle des
souris au foie humanisé (Lempp & Urban, 2017) pourrait étre exploité sauf qu’une limitation
majeure se présente qui consiste en une sensibilité au VHB trés variable et généralement trés
faible (Burwitz et al., 2020).

13 Modeéle proposé

Nous proposons dans la Figure 4.3 un modeéle qui réunit les deux études (autophagie/VHD
et sécrétion d’exosomes/VHD) présentées dans ce manuscrit et il décrit comment l'autophagie et
la sécrétion d'exosomes favoriserait la propagation du VHD indépendamment du VHB. Le VHD
est capable d'activer l'autophagie qui en retour favorise la réplication de son génome (Khabir et

al., 2020). Dans le contexte d'une co-infection cette capacité du VHD a activer I'autophagie a un
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intérét limité puisque le VHB active déja I'autophagie. Cependant une nuance importante a été
documenté sur la capacité du VHD a réprimer la réplication du VHB (Huang & Lo, 2014). Il peut
donc étre intéressant pour le VHD d'assurer un certain niveau d'autophagie au cas ou le VHB ne
serait plus en mesure de le faire. Cependant, dans I'état actuel de nos travaux, certaines
spéculations trés intéressantes peuvent étre tirées. D’'une part, le VHD active I'autophagie qui a
son tour favorise la réplication du génome du VHD. D’autre part, Les composantes du VHD
semblent pouvoir étre transmis a des cellules naives en absence du VHB. Par conséquence, I
se pourrait que le VHD puisse se répliquer (et former une RNP) dans les cellules ciblées par les
exosomes. Nous pouvons émettre I'hypothése que si le VHB est absent dans des cellules
infectées par le VHD sous forme d'exosome, le fait que le VHD active l'autophagie devient trés
important puisque celle-ci favorise I'étape de réplication de 'ARN du VHD (qui elle-méme est

indépendante du VHB), et possiblement la synthése de RNP.
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Figure 4.3: L'autophagie et la sécrétion d'exosomes favoriserait la propagation du VHD indépendamment du

VHB

Le VHD et ces composantes (S-AgHD et L-AgHD) activent I'autophagie dans la cellule hépatique. Les
facteurs autophagiques (ATG5, ATG7 et possiblement LC3) favorisent a son tour la réplication du VHD.
De plus, I'AgHD (S-AgHD et L-AgHD) seul ou en association avec la RNP provoquent 'augmentation de la
sécrétion d’exosomes. Ces derniers sont chargés avec les composantes virale du VHD et ils sont
internalisés par la cellule hépatique voisine ou distante receveuse. Les exosomes transferent 'AgHD et
I’ARN viral du VHD dans la cellule cible qui n’exprime pas le VHB en présence d’'UNC7938. Le VHD pourrait
se répliquer dans la cellule receveuse. Ces composantes virales activent 'autophagie qui favorise la
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réplication du VHD, possiblement la synthése de la RNP, indépendamment du VHB.
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En réponse a un stress cellulaire, par exemple dans le cas d’'une infection virale, la cellule
induit différents mécanismes afin de rétablir son homéostasie. L'autophagie et la sécrétion des

exosomes sont deux exemples différents de ces mécanismes.

L’ensemble des travaux présentés dans cette thése nous a permis d’évaluer I'effet de la
mono-expression et co-expression du VHD et du VHB sur le processus autophagique ainsi que
I'implication de I'autophagie lors du cycle de réplication des deux virus. Nos études ont également
permis de découvrir que la réplication du VHD, en absence du VHB, augmente la sécrétion des

exosomes spécifiqgues au VHD.

Durant la premiére partie de la thése, nous avons tout d’abord démontré dans notre modele
cellulaire que le VHB induit 'autophagie par deux de ses composantes virales, la HBx et la S-
AgHBs, mais il bloque le flux autophagique. De plus, nous avons montré que la machinerie
autophagique est nécessaire pour la sécrétion/maturation des virions du VHB. Il serait intéressant
d’approfondir les connaissances concernant les mécanismes d’interaction entre le VHB et
lautophagie. Par exemple, en étudiant I'interaction et la colocalisation entre les protéines
autophagiques (LC3, ATG5, ATG12, ATG16...) et les protéines virales (S-AgHBs et HBX) en
utilisant des techniques disponibles dans notre laboratoire telles que la PLA « Proximity Ligation

Essay » et 'immunofluorescence a I'aide de la microscopie confocale.

Ensuite, nous avons montré que la S-AgHD et la L-AgHD induisent 'autophagie, mais
gu’elles en bloquent le flux. De plus, nos résultats ont permis de montrer qu’ATGS5 est un facteur
proviral pour la réplication de 'ARN du VHD. La machinerie autophagique (ATG5, ATG7 et LC3)
semble étre impliquée lors du cycle de réplication des deux virus également en cas de co-
expression de VHB et VHD. Il serait important de déterminer le mécanisme d’interaction entre
l'autophagie et la réplication du VHD. Il serait possible d’étudier I'effet de la présence du VHD
dans la cellule sur l'initiation de processus autophagique en évaluant par exemple I'expression
de la protéine Bécline 1 par immunobuvardage de type western. Il serait également intéressant
d’évaluer l'activation de l'autophagie par le VHD a travers la réponse UPR en évaluant
I'expression protéique et génique de trois médiateurs de la réponse UPR (ATF6, PERK et IRE-
1). De plus, une étude de l'interaction et la localisation des protéines autophagiques par rapport
aux protéines delta, permettra de mieux comprendre I'effet proviral de I'autophagie sur le VHD.
Nous privilégierons I'analyse de l'interaction entre 'ATG16L1 et 'AgHD en reproduisant les
résultats, mentionnées dans la Figure 4.2, et en effectuant de la PLA pour évaluer la proximité de
deux protéines dans la cellule. De plus, il serait possible dans notre laboratoire de produire des

lignées « knockout » pour ATG16L1 par la technologie CRISPR-Cas9. Ainsi, il serait intéressant
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de réévaluer la localisation de TATG16L1 par rapport '’AgHD dans les cellules « knockout » pour
ATG16L1, mais exprimant le VHD par immunofluorescence et microscopie confocale. Il est
également possible d’évaluer 'effet de l'inhibition de I'expression d’ATG16 sur la réplication du
VHD, la sécrétion des virions du VHD extracellulaires et I'expression des isoformes delta (S-
AgHD et L-AgHD) par RT-gPCR et immunobuvardage de type western respectivement. Il est
également intéressant d’étudier I'interaction entre la protéine HuR, 'AgHD et 'ATG16L1 par
immunoprécipitation, immunofluorescence et microscopie confocale et PLA. Il est aussi possible
de produire des cellules double « knockout » pour ATG16L1 et HUR et d’évaluer la réplication du
VHD, la sécrétion des virons du VHD extracellulaires et 'expression des isoformes delta (S-AgHD

et L-AgHD) par RT-gPCR et immunobuvardage de type western respectivement.

Dans la deuxieme partie de la thése, nous avons dans un premier temps observé que
'’AgHD se propage entre les cellules in vitro. Par la suite, nous avons montré que I'expression de
la RNP augmente la sécrétion des vésicules extracellulaires, y compris les exosomes. De plus,
nous avons démontré que les exosomes isolés dans les surnageants des cellules exprimant la
RNP du VHD, contiennent 'AgHD. Finalement, nous avons constaté que les cellules naives
mises en conctact avec les exosomes isolés des cellules exprimant la RNP du VHD, semblent
amplifier '’ARN viral du VHD. Cependant des analyses supplémentaires seront nécessaires pour
démontrer que les cellules inoculées avec des exosomes spécifiques au VHD permettent la

propagation et la réplication compléte du VHD en absence du VHB.

Il serait intéressant de déterminer I'effet de la présence des composantes du VHD dans les
exosomes sur la pathogenése et la réponse immunitaire innée. Nous proposons d’incuber les
exosomes spécifiques du VHD avec les cellules stellaires hépatigues naives, qui jouent un réle
important dans la fibrose hépatique, ensuite de procéder a quantifier par cyrtométrie en flux ou
RT-qPCR les facteurs profibrotiques par exemple TGF-B « transforming growth factor 8 ». Nous
suggérons de mettre en culture les exosomes spécifiques au VHD avec des cellules immunitaires
et de quantifier par cytométrie en flux les cytokines pro-inflammatoires et/ou Interférons type 1. Il
serait également intéressant d’exposer des cultures d’HepG2.2.15 & des exosomes spécifiqgues

au VHD et d’évaluer leur capacité a produire des virions VHD infectieux.

Notre étude est la premiére a montrer le lien entre 'autophagie et le VHD, non seulement
en cas de mono-expression, mais également dans le cadre de co-expression avec le VHB. De
plus, nous sommes les premiers a montrer l'effet de la réplication du VHD sur la sécrétion
deexosomes spécifiques au VHD. Ces études sont importantes pour identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques, car les traitements actuels pour le VHB ne sont pas efficaces pour le VHD. De
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plus, les exosomes pourraient étre utilisés comme des biomarqueurs de diagnostic d’infection par
le VHD. Ainsi, pronostiquer la progression vers les pathologies associées au VHD (exemples
fibrose ou cancer du foie) en fonction non seulement de I'élévation du taux de sécrétion
d'exosomes mais aussi de différences dans la composition d’exosomes entre les patients infectés

et non infectés.
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Abstract

Hepatitis C virus (HCV) infection is known to induce autophagosome accumulation as
observed by the typical punctate cytoplasmic distribution of LC3B-II in infected cells. Previ-
ously, we showed that viral RNA-dependent RNA polymerase (NS5B) interacts with ATG5,
a major component of the autophagy elongation complex that is involved in the formation of
double-membrane vesicles (DMV), and demonstrated that the autophagy elongation com-
plex (ATG5-12/16L1) but not LC3B is required for proper membranous web formation. In
this study, the colocalization and in situinteraction of all HCV replicase components with the
constituent of the autophagy elongation complex and LC3B were analyzed. The results
clearly show the recruitment of the elongation complex to the site of viral replication. Using
in situ proximity ligation assay, we show that ATG5, but not ATG16L1, interacts with several
HCYV replicase components suggesting that the recruitment is directed via the ATG5-12 con-
jugate. Interestingly, no E3-like conjugation activity of ATG5-12/16L1 can be detected at the
at HCV replication site since LC3B-1 is not found along with the elongation complex at the
site of viral replication. In agreement with this result, no sign of in situ interaction of LC3B
with the replicase components is observed. Finally, using dominant negative forms of ATG
proteins, we demonstrate that ATG5-12 conjugate, but not LC3-1l formation, is critical for
viral replication. Altogether, these findings suggest that although HCV needs the elongation
complex for its replication, it has developed a mechanism to avoid canonical LC3-1l accumu-
lation at viral replication site.

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection leads to a wide spectrum of diseases ranging from asymp-
tomatic to end-stage liver diseases including cirrhosis and hepatocellular carcinoma [1]. HCV
is an enveloped, positive-strand RNA virus that belongs to the Flaviviridae family. The HCV
genome is approximately 9.6 kb in length and consists of a single ORF flanked by two non-
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coding regions (NCRs). The translated polyprotein is processed by cellular and viral proteases
into the structural proteins (core, E1, and E2) and the nonstructural proteins (p7, NS2, N§3,
NS4A, NS4B, NS5A, and NS5B)[2]. HCV replication is marked by the formation of a mem-
brane-associated replication complex with a unique membrane alteration referred to as the
membranous web [3]. The majority of the membranous structures found within the HCV rep-
lication site are composed of double membrane vesicles (DMV's) suggesting that autophagy is
involved in the establishment of the HCV replication scaffold [4-6]. DMVs are now strongly
suspected of being the primary site of HCV replicase localization where active viral RNA repli-
cation occurs [4, 7, 8].

Autophagy is an intracellular catabolic process essential to maintain cell homeostasis which
is particularly noticeable under nutrient-deprivation conditions such as starvation [9]. In addi-
tion, autophagy provides a cell-autonomous defense system against microbial infections and
intracellular pathogens via the autophagosome/lysosome pathway [10, 11]. Autophagy is initi-
ated by the formation of the isolation membrane, the phagophore, which extends to form a
closed DMV known as the autophagosome. This structure then fuses with a lysosome to form
an autolysosome. The fusion allows the degradation of the autophagosomal cargo by lysosomal
enzymes,

Although autophagy has antiviral capability, several viruses and especially positive-strand
RNA viruses can use the autophagy machinery for their own benefit [12-16]. Among them,
HCYV is known to induce accumulation of LC3B-II punctate structures [17, 18]. Furthermore,
it was shown that at least a part of the autophagy process is absolutely required for the HCV
life cycle in vitro [19, 20]. It has been proposed that HCV may induce autophagosome forma-
tion through the unfolded protein response (UPR)[21, 22]. However, others have suggested
that autophagy is triggered independently of the UPR in HCV-infected cells [23]. NS4B
expression has been shown to be sufficient to induce the accumulation of autophagosomes as
seen by the redistribution of diffused LC3 (LC3B-I) to punctate structures (LC3B-II) in NS4B-
transfected cells [24]. It has also been demonstrated that induction of autophagy by HCV is
important for the suppression of the antiviral interferon response [22, 25]. In addition to this
indirect action of autophagy that favors the establishment and the maintenance of HCV, it has
been suggested that autophagic proteins promote HCV replication by either facilitating pro-
tein translation [18] or virus maturation [20]. It was also shown that upon HCV infection,
NS5A transcriptionally upregulates Beclinl, enhances phospho-mTOR expression, and thus,
activates mTOR signaling pathway [26]. On the other hand, a more recent study proposed that
HCV-induced autophagy occurs via inhibition of AKT-TSC-mTOR via ER stress [27]. In a
previous study, we have shown that HCV RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), the
NS5B, colocalizes and interacts with ATG5, a component of the autophagy elongation complex
and a key factor for the formation of autophagosomes [28]. We also showed that the autophagy
elongation complex (ATG5-12/16L1) can be co-purified with the HCV membranous web and
that its expression is essential for proper membranous web formation [29]. Therefore, we pro-
posed that the ATG5-12/16L1 complex provide assistance in the formation of membranous
structures used by the virus for its replication. The ATG5-12 is an E3-like conjugation enzymes
required for LC3-II formation and incorporation on DMVs [30], which is essential for canoni-
cal autophagosome maturation. Therefore, it would be expected that LC3-II be localized at the
HCYV replication site along with the elongation complex. Importantly, recent studies demon-
strate that incorporation of LC3-IT within the replication complex of positives-sense RNA
viruses triggers robust IFN-inducible antiviral responses that disrupt the viral replication shel-
ter 31, 32]. In this study, we confirm that although the autophagy elongation complex is
recruited at HCV replication site where it interacts with HCV replicase components as a provi-
ral factor, LC3B-II does not interact in situ with HCV replicase and is not found at the HCV
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replication site suggesting that HCV has evolved strategies to avoid LC3 integration within its
replication complex.

Materials and methods
Cell culture and reagents

Huh?7 cells were obtained from Dr Ralf Bartenschlager and were cultured in Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco), supplemented with 10% v/v fetal bovine serum (FBS)
(Multicell), 100 U/ml penicillin, 100pg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine (Gibco) at 37°C,
5% CO2, in a humidified incubator.

Plasmids and antibodies

hATGS5 and hATG16L1 sequences were cloned into peGFP-C1 plasmid (Clontech) to form
pGFP-ATGS5 and pGFP-ATGI6L1, respectively. The peGFP-LC3 construct was kindly pro-
vided by Dr. Tamotsu Yoshimori (Japan) [33]. The pmStrawberry-ATG4BC74A (ATG4B-
DN), pcDNA3-mRuby2, and pCI-neo-hApg5-K130R-HA (ATG5-DN) constructs were pur-
chased from Addgene (Cambridge, USA). The Flag-tagged ATG12 (pATG12) and its domi-
nant-negative derivative pATG12AG140 (ATG12-DN) constructs were kindly provided by Dr.
Adi Kimchi (Israel) [34]. Rabbit polyclonal anti-LC3, rabbit polyclonal anti-ATG5 (used for
western blot), mouse monoclonal anti-Flag, and mouse monoclonal anti-B-actin antibodies
were purchased from Sigma Aldrich (USA). Mouse monoclonal anti-ATG5 (used for immu-
nofluorescence) and anti-P62 antibodies were purchased from Abnova (Taiwan). Rabbit poly-
clonal anti-ATG12 was purchased from Cell Signaling (USA). Mouse monoclonal anti-LC3
and rabbit polyclonal anti-ATG16L1 antibody were purchased from MBL (USA). Mouse
monoclonal anti-dsRNA was purchased from English & Scientific Consulting (Hungary).
Mouse monoclonal anti-HA was purchased from Roche (USA). Mouse monoclonal anti-Core
was purchased from Virostat (USA). Mouse monoclonal anti-NS3 and anti-NS5A antibodies
were purchased from BioFront (USA). Rabbit polyclonal anti-NS3 and NS5A were obtained
from Dr. Olivier Nicolas. Rabbit polyclonal anti-NS4B and anti-NS5B antibodies were kindly
provided by Drs. Kouacou Konan (USA) and Takaji Wakita (Japan), respectively. Mouse
monoclonal anti- B-actin was purchased from Sigma Aldrich (USA).

Preparation of viral stock and infections

The cell culture-derived HCV (HCVcc) JFHI virus was generated in Huh?7 cells by transfection
of in vitro-transcribed full-length JFH1 RNA (MEGAscript, Ambion) and viral stocks were
produced by infection of Huh7 cells at a multiplicity of infection (MOI) of 0.01, as described
previously [35]. To reach 90% infected cells, huh7 cells were infected at MOI of 0.01 and pas-
saged for 7 days then analyzed by immunofluorescence using anti-NS5A antibody.

Western blot analysis

Cells were lysed in 300 pl of lysis buffer [25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%
NP40, Complete protease inhibitor (Roche)]. Lysates were normalized for total protein content
using the BCA protein assay kit (Pierce). Proteins were then resolved by SDS-PAGE, trans-
ferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad), blocked for 30 min at room
temperature (RT) with PBS-5% milk, and then incubated overnight at 4°C with primary anti-
body in PBS-5% milk. After washing with 0.1% Tween 20 in PBS (PBST), membranes were
incubated 1 h at RT with a goat-anti-rabbit or goat-anti-mouse IgG conjugated to horseradish

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189 Qctober 4,2018 3/22

198



@PLOS | one

Autophagy elongation complex but not LC3 is involved in HCV replication

peroxidase in PBS-5% milk. Protein bands were visualized with either the Super Signal West-
Pico or -Femto chemiluminescence substrates (Pierce).

Indirect immunofluorescence

Huh?7 cells infected at greater than 90% were transfected with different plasmids as indicated
in figure legends. At 24 h post-transfection, cells were trypsinized and grown on glass cover-
slips for another 24 h. The coverslips were then fixed with 4% formaldehyde in PBS for 10
min, washed in PBS and incubated in blocking buffer (PBS, 3% bovine serum albumin, 10%
FBS, 0.1% Triton X-100) for 30 min at RT. For the detection of GFP-LC3, cells were permeabi-
lized with 0.05% saponin to remove dispersed LC3 (LC3-I) [27]. After washing with PBS, the
coverslips were incubated with primary antibodies in blocking buffer for 1 h at RT. Coverslips
were then washed in PBS and incubated with either Alexa fluor-(488 or 568) goat anti-mouse
IgG or Alexa fluor-(488 or 568) goat anti-rabbit IgG (Invitrogen) for 1h at RT. After washing,
coverslips were mounted on glass slides with Prolong Antifade (Invitrogen) and examined
with either a laser scanning confocal BioRad Radiance 2000 or a Zeiss LSM 780. The Manders’-
coefficient of colocalization was obtained using Image] software (NIH) in randomly selected
regions that were positive for the targeted proteins from different cells. Manders’coefficient
values over 0.4 were considered as strong colocalization.

In situ proximity ligation assay (PLA)

Huh?7 cells infected at greater than 90% were grown on glass coverslips for 24 h prior to the fix-
ation with 4% formaldehyde in PBS for 10 min. They were then washed in PBS and incubated
in blocking buffer (PBS, 3% bovine serum albumin, 10% FBS, 0.1% Triton X-100) for 30 min
at RT. Coverslips were incubated with primary antibodies for 1 h at RT then washed three
times with 1x wash buffer A (Duolink (and incubated with PLA probes (anti-rabbit plus and
anti-mouse minus) diluted with the provided buffer in a humidity chamber for 1 h at 37°C.
Coverslips were then washed three times with 1x wash buffer A and incubated with the liga-
tion-ligase reaction solution in a humidity chamber for 30 min at 37°C. Amplification and
mounting steps were performed according to manufacturer’s instructions. Mounted coverslips
were examined with a laser scanning confocal microscope (Zeiss LSM 780). Each detected sig-
nal represents an interaction event. The analysis of PLA signal frequency was done using Duo-
link Image Tool.

Quantification of HCV RNA by qRT-PCR

RNA was reverse transcribed with M-MLV (Invitrogen). Generated cDNA was used for qQPCR
(Tagman) as described earlier [36]. Results were analyzed using the comparative ACt method.

Flow cytometry

Huh?7 cells infected at greater than 90% were transfected with either mock (pcDNA3-mRuby2)
or ATG4B-DN. At day 2 cells were trypsinized and washed twice with PBS. Dead cells were
labeled using FVD780 (eBioscience). Cells were fixed with 4% formaldehyde for 10 min at RT,
incubated with blocking buffer (PBS, 2% BSA, 0.2% Saponin) for 20 min at 4°C and incubated
with primary antibodies diluted in blocking bufter for 30 min at 4°C. After washing with PBS,
cells were incubated with Alexa fluor-488 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen) for 30 min at 4°C.
Cells were analyzed using BD LSRFortessa cell analyzer (BD Biosciences) and Cyflogic soft-
ware (CyFlo Ltd).
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Statistical analyses

Results shown represents the means of at least three independent experiments. Either Student’s
t-test or ANOVA analysis was performed to identify statistically significant differences. P val-
ues below 0.05 were considered statistically significant.

Results

Formation of the ATG5-12 conjugate and the autophagy elongation
complex ATG5-12/16L1 in Huh7 cells

We have shown in a previous study that HCV polymerase interacts with ATGS5, a protein that
participates in early events during induction of autophagy [28]. Since ATGS5 is normally conju-
gated to ATG12, we first compared the conjugation status of ATG5 in Huh7 infected and
uninfected cells. The results showed that the unconjugated form of ATG5 (32 kDa) was unde-
tectable in both infected and uninfected cells. Indeed, ATGS5 was exclusively detected as
ATGS5-12-conjugated form (55 kDa) (Fig 1A). The absence of detectable unconjugated ATG5

Uninfected 500-
4004
3004

2004

ATG5-16 PLA
(signalicell)

100

Fig 1. Formation of the phagy elongation complex in Huh7 cells. A. Detection of the ATG5-12 conjugate by Western blot in mock (UI) and JFH1
infected Huh?7 cells at more than 90% using an anti-ATG5 antibody. HCV infection and autophagosome accumulation were detected using anti-NS3 and
anti-LC3 antibodies, respectively. B-actin represents loading control. B. In situ ATG5-12/16L1 complex formation was analyzed using PLA in JFH1-infected
at more than 90% or uninfected cells. Cells were labeled for ATG5-12 and ATG16L1 using anti-ATG5 and anti-ATG16L1 respectively. CTL represents
negative control lacking anti-ATG5 antibody. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 20um. C. The frequency of PLA signals were
significantly higher in both JFH1-infected and uninfected cells compared to control cells (CTL) (based on the count in 40 cells for each condition) (P<0.0001,
Iway ANOVA).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.9001
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Fig 2. Components of the HCV replicase colocalize with ATG5-12 conjugate in Huh7 cells. A. JFH1-infected Huh7 cells at more
than 90% were probed for endogenous ATG5-12 conjugate using a mouse anti-ATG5 antibody and HCV nonstructural proteins
(NS3, NS4B, NS5A, and NS5B) using rabbit specific antibodies as described in the materials and methods section. The nuclei were
stained with DRAQ5 (blue). Confocal microscopy images displaying subcellular localization of endogenous ATG5-12 conjugate and
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viral NS3, NS4A, NS5A, and NS5B in merged image panels are shown. Marked colocalization between endogenous ATGS5-12
conjugate and components of the viral replicase (NS3, NS5A, and NS5B) or the membranous web (NS4B) was observed. Scale bar,
10um. B. The average of colocalized pixels of ATGS5-12 and HCV nonstructural proteins (n = 5 cells, 10 arbitrary positions) was
determined. The values of overlapping fluorescence signal with HCV nonstructural proteins were calculated using Manders’
colocalization coefficient. C. Localization of ATG5-12 in uninfected cells. Uninfected Huh7 cells were immunostained for ATG5-12
using a mouse anti-ATG5 antibody. Scale bar, 10um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.9002

suggests that most of the ATGS is readily conjugated to ATG12 in Huh?7 cells, as previously
reported for other cell types [37]. Additionally, HCV infection did not hamper this conjuga-
tion. Moreover, results show that infection induces the accumulation of LC3-II, a hallmark of
induced autophagy (Fig 1A).

Once ATGS is conjugated to ATG12, it can form a multimeric complex by association with
ATGI16L1 [38]. To assess whether this interaction occurs during infection, we investigated the
presence of ATG5-12/16L1 complex by in situ proximity ligation assay (PLA). This novel tech-
nique has been used in several studies to detect specific in situ interactions [39-42]. Clearly,
endogenous ATG5-12/16L1 complexes were detected in both infected and uninfected cells
(Fig 1B and 1C). It is noteworthy that the count of interaction signals was slightly lower in
infected cells. Although the significance of this reduction is not ascertained at the moment,
our results suggest that HCV infection still allows the formation of the high molecular weight
complex ATG5-12/16L1 that occurs spontaneously in vitro [43, 44].

The ATG5-12 conjugate colocalizes and interacts with viral nonstructural
proteins

We then assessed the colocalization between the endogenous ATG5-12 conjugate and the compo-
nents of the viral replicase in JFHI-infected Huh?7 cells using an anti-ATGS5 antibody. The results
presented in Fig 2A and 2B show distinct membrane-like structures that are positive for the
ATG5-12 conjugate as well as for HCV NS3, NS4B, NS5A, and NS5B. The distribution of ATG5-
12 in uninfected cells is shown in Fig 2C. We also confirmed the colocalization of the ATG5-12
conjugate with the nonstructural viral proteins using an ATG12-Flag protein (Fig 3). These results
support our previous study showing a crucial role of ATG5-12 in membranous web formation.
Indeed, the high level of colocalization obtained suggests a putative direct interaction. Therefore
PLA was performed to evaluate the in situ interaction between the ATG5-12 conjugate and com-
ponents of the viral replicase (Fig 4). As a positive control, we started by analyzing the known
ATGS5/NS5B interaction in infected cells. The result showed that on average, 380 ATG5-12/NS5B
interaction signals were detected per infected cells (Fig 4E). We then sought to screen for all other
possible interactions of ATG5-12 conjugate and HCV non-structural proteins for which colocali-
zations were observed. As we showed earlier, NS3, NS4B and NS5A colocalize with ATG5-12
(Figs 2 and 3). Indeed, PLA experiments revealed that ATGS5 interacts with these viral proteins in
situ (Fig 4B-4D). In contrast, no interaction was observed between endogenous ATG5 and the
viral core protein (Fig 4A). Since no colocalization was detectable in infected cells between these
two proteins (data not shown), this PLA experiment was used as a specificity control of the assay.
The PLA results, along with the colocalization findings from Figs 2 and 3, strengthen the hypothe-
sis of the involvement of ATG5-12 conjugate in HCV replication.

The autophagy elongation complex (ATG5-12/ATG16L1) is found at the
HCV replication site

In order to complete its normal functions, the ATG5-12 conjugate associates with ATG16L1
to form the autophagy elongation complex that allows the expansion of the autophagosomal
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Fig 3. HCV nonstructural proteins colocalize with ATG12 protein in Huh7 cells. A. Huh7 cells were infected with HCVcc and then
transfected with recombinant Flag-tagged ATG12. Confocal microscopy images displaying subcellular localization of ATG12 (green)
and components of the viral replicase (NS3, NS5A and NS5B) (red) in merged images are shown. Scale bar, 10um. B. The average
colocalization of ATG12 and HCV nonstructural proteins (n = 5 cells, 10 arbitrary positions) was calculated using Manders’
colocalization coefficient. C. Localization of flag-tagged ATG12 in uninfected cells. Uninfected Huh7 cells were immunostained for
ATGI2 using a mouse anti-flag antibody. Scale bar, 10um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.9003

membrane [38, 45]. Therefore, we sought to determine if the elongation complex, and not
only ATG5-12 conjugate, is recruited to the site of viral replication. The subcellular
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Fig 4. Assessment of ATG5-12 interactions with viral proteins in infected cells as observed by proximity-ligation assay (PLA).
JFH1-infected at more than 90% or uninfected cells were fixed and processed for detection of ATG5-12-Core, ATG5-12-NS3, ATG5-
12-NS4B, ATG5-12-NS5A or ATG5-12-NS5B complexes by PLA using appropriate antibodies. Nuclei were stained with DAPI (blue).
Each PLA signal (red dot) indicates one interaction and were calculated as described in materials and methods section. In A, no
significant difference in the frequency of PLA signals between JFH1-infected (n = 50) cells compared to uninfected controls (n = 50)
indicating undetectable interaction between ATG5-12 conjugate and core. However, the incidence of PLA signals in B-E was significantly
higher in JFH1-infected (n >23) cells compared to uninfected negative controls (N = 50) (P<0.0001, Student’s t-test) indicating
complexes formation between ATG5-12 and NS3, NS4B, NS5A and NS5B. Scale bar, 20pum.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.9004

localization of either the endogenous ATG16L1 or a GFP-tagged human ATG16L1 protein
was monitored in infected Huh?7 cells. The GFP-ATG16L1 was used only when detection of
endogenous ATG16L1 was not readily possible due to conflict in antibody species. Results
show marked localization between ATG16L1 and several HCV nonstructural proteins that
constitute the viral replicase as well as the NS4B protein (Fig 5). Despite the obvious colocaliza-
tion of ATG16L1 with NS3 and NS5A, we were unable to detect in situ interaction of endoge-
nous ATG16L1 and these proteins in infected cells using PLA (Fig 6A and 6B). These results
suggest that the interaction of ATG5-12/16L1 with viral NS3 and NS5A occurs through
ATGS5-12 rather than ATGI6LI.

Previously, we demonstrated that the elongation complex is found within the membranous
web and is essential for its formation [29]. To support the hypothesis of an in situ interaction
observed between ATG5-12/16L1 and HCV replicase components taking place, at least in
part, within the replication complex, we analyzed the colocalization of the elongation complex
with dsRNA (Fig 7). In infected cells, most of the dsRNA is expected to represent the HCV
replication intermediate and thus, the replication site. As a positive control, the dsSRNA-NS3
colocalization was assessed. HCV dsRNA markedly colocalized with the viral NS3 protein
which harbors helicase activity and is known to be a constituent of the replicase (Fig 7A and
7B). The specificity of the dsSRNA antibody was confirmed in uninfected Huh7 cells (Fig 7C).
These results show that HCV dsRNA colocalizes with both ATG5-12 conjugate and ATG16L1
(Fig 7A and 7B), thus confirming the presence of ATG5-12 and ATG16L1 at the HCV replica-
tion site.

LC3B-1I is not recruited at the replication site and is not essential for HCV
replication

As mentioned earlier, the presence of the E3-like conjugation enzyme ATG5-12/16L1 at HCV
replication site should normally result in the addition of phosphatidylethanolamine (PE) to
LC3-I allowing its membrane incorporation, as LC3-II, at this site. In a recent study, using
knockdown experiments, we showed that ATG5-12, but not LC3, is important for proper mem-
branous web formation [29]. With that in mind, we wondered if LC3-II is actually incorporated
at HCV replication site. Because all members of the HCV replicase are known to be membrane
associated, incorporation of LC3-1I at the replication site can be evaluated by its colocalization
with HCV proteins that reside within the replication site. Interestingly, despite strong colocali-
zation of the elongation complex with HCV non-structural proteins (Figs 2, 3 and 5), no coloca-
lization signals were observed between GFP-LC3II and HCV proteins (Fig 8). In agreement
with this result, we were unable to detect any in situ interaction between endogenous LC3 and
HCV proteins (Fig 9). As control, the known association of LC3 with its receptor P62 was com-
pared in HCV infected and uninfected cells. As expected, the interaction was detected in either
cases but was clearly more abundant in HCV infected cells (Fig 9F). This result is in favor of a
model where HCV-induced autophagosome accumulation with a concomitant blockage of the
autophagic flux as previously suggested [21, 46]. Altogether, these results demonstrate that
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Fig 5. HCV nonstructural proteins colocalize with ATG16L1 in Huh7 cells. A. Huh7 cells infected with JFH1 at more than 90% and then
transfected with pGFP-ATG16L1 or immunostained for endogenous ATG16L1 using a rabbit specific antibody. Confocal microscopy images
displaying subcellular localization of GFP-ATG16L1 or endogenous ATG16L1 and viral NS3, NS4B, NS5A, and NS5B are shown. Scale bar, 10pum. B.
The values of overlapping fluorescence signal of ATG16L1 and GFP-ATG16L1 with HCV nonstructural proteins were calculated using Manders’
colocalization coefficient (n = 5 cells, 10 arbitrary positions). C. Uninfected Huh7 cells transfected with pGFP-ATG16L1 (left) or immunostained for
endogenous ATG16L1 (right) are depicted. ATG16L1 is shown in green and the nucleus in blue (Dapi). Scale bar, 10pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.9005

LC3-II cannot be detected at the HCV replication site. We cannot exclude that LC3-II is tran-
siently incorporated in membrane at the replication site and rapidly removed and/or degraded.
However, clearly, LC3-II does not accumulate at the HCV replication site which implies that
HCYV has evolved to block canonical progression of autophagy at this site.

The involvement of LC3 in HCV replication-cycle has been addressed previously. LC3 was
found to favor HCV translation early in infection with no remaining proviral effect in chroni-
cally infected cells [19, 29]. Here, we overexpressed an ATG4B dominant negative protein to
evaluate the putative implication of LC3-II in HCV replication-cycle. Indeed, ATG4B is a cys-
teine protease that prepares LC3-I for conjugation through a proteolytic process essential for
LC3-II formation [47]. Overexpression of the ATG4B-DN has been shown to inhibit LC3
lipidation and its downstream-dependent events [48]. Indeed, upon overexpression of
ATG4B-DN in Huh?7 cells, we observed a Omarked decrease in LC3-II formation and accumu-
lation of P62 which indicates an inhibition of autophagy late events, such as autophagosome
maturation and cargo degradation (Fig 10A). In line with our previous report [29], overexpres-
sion of ATG4B-DN had no obvious inhibitory effect on HCV polyprotein expression or HCV
RNA replication in cells already infected, as indicated by the levels of NS3 and core protein
(Fig 10B and 10C). Since these results were obtained upon transient expression using transfec-
tion with efficiency around 40-50%, we performed a FACS analysis taking the advantage of
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Fig 6. Interaction of the phagy elongation complex with HCV non-structural proteins is not via ATG16L1. Using proximity-
ligation assay (PLA), no in situ interaction could be observed between ATG16L1 and NS3 (A) or NS5A (B) as indicated by the
frequency of PLA signals between JFH1-infected (n = 50) cells compared to uninfected controls (n = 50). Scale bar, 20pum.
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.9006
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Fig 7. The autophagy elongation complex colocalizes with HCV replicative intermediate dsRNA. A. JFH1-infected Huh7 cells at more than
90% were immunostained for dsSRNA and NS3 or ATG16L1. Alternatively, infected cells were transfected with pGFP-ATGS5 and analyzed by
confocal microscopy for dsRNA and GFP-ATGS. Scale bar, 10um. B. The average of percent colocalization of NS3, GFP-ATG5 or ATG16L1 with
dsRNA was determined. The values of overlapping fluorescence signals with dsRNA proteins were calculated using Manders’ colocalization
coefficient (n = 5 cells, 10 arbitrary positions). C. Uninfected Huh7 cells immunostained for dsSRNA. Negative staining shows specificity of dSRNA
utilized in this experiment. Scale bar, 10pum.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.9007

the fluorescence property of the mStrawberry tag of ATG4B-DN (Fig 10D) to specifically gate
on cells expressing ATG4B-DNin order to assess the level of NS3 expression in this targeted
population. The result confirmed that expression of the dominant-negative form of ATG4B
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Fig 8. LC3 does not colocalize with HCV proteins. A. Huh7 cells were infected with JEH1 and then transfected with GFP-LC3.
Confocal microscopy images displaying subcellular localization of GFP-LC3 and HCV core, NS3, NS4B, NS5A and NS5B are
presented. Scale bar, 10pm. B. The values of overlapping fluorescence signal of GFP-LC3 with HCV nonstructural proteins were
calculated using Manders’ colocalization coefficient (n = 5 cells, 10 arbitrary positions).

https://doi.org/10.1371/journal pone.0205189.9008

has no adverse effect on viral proteins expression (Fig 10E). Together, these results suggest that
LC3 lipidation is not mandatory for viral replication in established infection.

ATG12 conjugation to ATGS5 is required for HCV replication in Huh7 cells

Finally, we analysed the importance of conjugation events that precedes LC3II formation by
investigating the effect of decoupling the formation of the ATG5-12 conjugate on HCV repli-
cation. To achieve this, we overexpressed the dominant-negative forms of ATG5 (ATG5-DN)
and ATG12 (ATG12-DN) that have been specifically engineered to impede ATG12 conjuga-
tion to ATGS as previously reported [34]. As expected, the overexpression of the dominant
negative forms of these proteins blocked the conjugation of ATG12 to ATGS5 as well as its sub-
sequent events, the formation of ATG5-12/16L1 complex, and LC3 lipidation (Fig 10F). Inter-
estingly, when compared to a wild-type ATG12, these conjugation-defective mutants display
an adverse effect on HCV lifecycle, as indicated by a decrease in the NS3 and core protein (Fig
10B). Together, these results suggest that the ATG5-12 conjugated form, rather than the indi-
vidual ATG5 and ATGI12 proteins, act as HCV proviral factor.

Discussion

In a previous study, we showed that HCV RdRp colocalizes and interacts with ATGS5, a com-
ponent of the elongation complex [28]. Here we show that the ATG5-12 conjugate clearly
colocalizes on structures that harbor several HCV nonstructural proteins such as NS3, NS4B,
NS5A, and NS5B (Figs 2 and 3). We then looked for in situ interaction between members of
the viral replicase and that of the elongation complex. The results indicate that ATG5 is in
close proximity to several HCV nonstructural proteins in infected cells (Fig 4). Since ATG5-12
forms a high molecular weight multimeric complex with ATG16L1 that is absolutely required
for autophagosome formation [45], we then analyzed the recruitment of ATG16L1 at the site
of HCV replication (Fig 5). Several membranous structures were positive for both ATG16L1
and nonstructural viral proteins. Furthermore, by labeling dsRNA, we were able to show that
the replicating HCV RNA colocalizes with the autophagy elongation complex (Fig 7).
Together, these results confirm that ATG16L1 is recruited at the site of HCV replication where
the elongation complex is formed.

The ATG5-12/16 complex is known to dictate the site of LC3 lipidation [49] due to the
E3-like enzyme activity of the ATG5-12 conjugate that is required for the conjugation process
of LC3-II which is an essential step in autophagosome formation [30, 50]. Therefore, LC3-I1
was expected to colocalize with NS4B, NS3, or NS5B. Interestingly we, as well as several other
groups [17, 18, 20], were unable to observe colocalization of LC3 with HCV proteins (Fig 8).
To further confirm the lack of interconnection between LC3 and HCV replicase component, a
PLA experiment that can reveal difficult-to-detect in situ interaction was performed (Fig 9).
The total absence of interaction or even colocalization was very intriguing since HCV has been
shown to trigger the appearance of LC3-II throughout the infected cell [17].

As LC3 was not recruited at the site where the replication complex is localized, we decided
to analyze the contribution of LC3-II formation in HCV replication. For this purpose, we used
a dominant-negative form of ATG4B (ATG4B-DN) that blocks LC3-II formation. The results
demonstrate that although LC3-II formation was indeed severely affected by the ATG4B-DN
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Fig 9. Assessment of LC3 interactions with viral proteins in infected cells as observed by proximity-ligation assay
(PLA). JFH1-infected at more than 90% or uninfected cells were fixed and processed for detection of LC3-Core,
LC3-NS3, LC3-NS4B, LC3-NS5A, LC3-NS$5B or LC3-P62 (positive control) complexes by PLA using appropriate
antibodies. Nuclei were stained with DAPI (blue Interaction signals were counted as described in materials and
methods. In A-E, no significant difference in the frequency of PLA signals between JFH1-infected (n = 50) cells
compared to uninfected controls (n = 50) indicating undetectable interaction between LC3 and the viral proteins. F. As
control, the in situ interaction between LC3 and its natural ligand P62 was measured in both infected and uninfected
cells. Interestingly, the incidence of PLA signals in F was significantly higher in JEH1-infected cells compared to
uninfected negative controls (N = 50) (P<0.0001, Student’s t-test). Scale bar, 20um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.g009

expression, no inhibitory effect on HCV replication was observed. The results presented in Fig
10 also confirm that the ATG5-12 conjugate is truly important for HCV replication. Indeed,
transfection of Huh7 with either ATG5-DN or ATG12-DN, led to a significant decrease in
HCYV replication. This result not only demonstrates the importance of both proteins but also
shows that their conjugation is required for HCV replication.

How exactly the ATG5-12/16L1 complex modulates HCV replication is still unclear. We
postulated that HCV infection might trigger de novo synthesis of DMV through activation of
autophagy since the autophagy elongation complex is essential for proper membranous web
formation [29]. Recently, it was shown that DFCP-1, a protein that generates omegasomes, is
required for HCV RNA replication. Viral NS5A transiently colocalizes with DECP-1 on ER
protrusions suggesting that omegasomes may provide vesicles on which HCV can replicate
[51]. Since the autophagy elongation complex could be recruited at the nascent omegasome
for its elongation, it might participate in the creation of the HCV-induced membranous web.
Alternatively, the autophagy elongation complex could facilitate membranous web formation
through its known capability of enhancing membrane tethering and vesicles aggregation in
vitro [52].

Previous reports along with the results presented here strongly suggest that the proviral
effect of the ATG5-12/16L1 complex is through a noncanonical autophagy process. Indeed,
LC3 is clearly not present at the HCV replication site (Fig 8) and is not involved in membra-
nous web formation [29]. Recently a study on another hepatotropic human virus, HBV, dem-
onstrated that the ATG5-12 conjugate but not LC3 acts as a proviral factor [53], suggesting
that for some viruses the autophagy machinery rather than the autophagy process have been
evolutionary hijacked for their benefits. One possible explanation is that several viruses includ-
ing HCV have generated strategies to block the antiviral degradative capability of autophagy
[21, 54-57]. Indeed, viruses have been shown to block the autophagic flux either by inhibiting
autophagosome-lysosome fusion or lysosome acidification. Here, we suggest that by impeding
recruitment of LC3 at HCV replication site, degradation of the HCV replication complex by
canonical autophagy is eluded. More importantly, a recent study on norovirus, a positive-
stranded RNA virus, demonstrated that viral replication complexes can be destroyed via an
evolutionary conserved LC3-guided IFN-inducible GTPases antiviral response [32]. Therefore,
by preventing LC3 from reaching its replication complexes, HCV may evade this antiviral
response as well.

In summary, recruitment of the autophagy elongation complex, which is normally involved
in DMV formation, to the HCV replication site, promotes viral replication. Interestingly, the
recruitment of the elongation complex is not accompanied by LC3 lipidation at this site.
Therefore, HCV infection cycle is more dependent on ATG5-12 conjugation than on LC3 lipi-
dation. Altogether, we believe that HCV has evolved to hijack the autophagy machinery,
namely the elongation complex, to promote it replication and to block LC3 recruitment to
avoid both antiviral canonical autophagy and LC3-guided INF-inducible GTPases.
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Fig 10. ATG5-12 conjugation but not LC3-1I formation is important for the HCV lifecycle. A. Huh7 cells were either transfected with
an empty plasmid (mock) or a plasmid encoding an enzymatically inactive dominant negative form of ATG4B (ATG4B-DN). Cell lysates
were analyzed by Western blot at 72 h post-transfection for LC3-I to LC3-II conversion and P62 accumulation. B. JEH1-infected Huh7
cells (>90% infected) were transfected with plasmids encoding ATG12 or the dominant negative forms of ATG5, ATG12, or ATG4B. Cell
lysates of transfected cells were analyzed 72 h post-transfection for HCV core and helicase expression using anti-NS3 by western blot. -
actin was used for normalization. C. Infected Huh7 cells (>>90% infected) were transfected with a plasmid encoding ATG12, ATG4B-DN
or ATG12DN. Cell lysates of transfected cells were analyzed 72 h post-transfection for HCV RNA by RT-qPCR. D. Huh7 cells were
transfected with pmStrawberry-ATG4BC74A (ATG4B-DN). At 48hr post transfection, immunofluorescence images were taken for
ATG4BDN (red) and nucleus (blue). Scale bar, 10pm. E. Infected Huh7 cells (>>90% infected) were either mock-transfected (empty
plasmid) or transfected with pmStrawberry-ATG4BC74A (ATG4B-DN). Transfected cells were stained for NS3 as described in materials
and methods then analyzed by flow cytometry at 72 h post-transfection for NS3 expression gating on red-fluorescent cells (pmStrawberry-
ATG4B-DN positive cells). F. Huh7 cells were either transfected with an empty plasmid (mock) or a plasmid encoding a conjugation-
defective dominant negative form of ATG5 (ATG5-DN) or ATG12 (ATG12-DN) tagged with HA or Flag respectively. Cell lysates were
analyzed by Western blot at 72 h post-transfection for elongation complex formation (ATG5-12/16L1), ATG5-12 conjugation, and LC3-T
to LC3-II conversion using anti-ATGS5 and anti-LC3, respectively. The expression of ATG5-DN and ATG12-DN was verified using anti-
HA and anti-Flag, respectively. B-actin was used as loading control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0205189.g010
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