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L’autophagie est un mécanisme de recyclage intracellulaire impliqué dans
I'homéostasie, qui utilise des vésicules a double membrane (VDM) nommées
autophagosomes. Plusieurs roles lui ont été attribués, notamment dans le
développement, dans la mort programmée de type ll, dans l'apparition de
maladies et dans 'immunité innée et adaptative. D’autres études montrent que
plusieurs virus & ARN de polarité positive tels que les Artérivirus, le Poliovirus, le
virus de la dengue, le virus du syndrome respiratoire aigu sévére (SRAS) et le
virus de I'hépatite murine utilisent les VDM pour leur réplication. En effet, ces
virus utiliseraient les autophagosomes formés durant I'autophagie comme
charpente pour la formation de leur complexe de réplication. Par ailleurs, il a été
démontré par électroporation d’ARN JFH1 (Japanese fulminant hepatitis type 1)
dans des cellules humaines d’origine hépatocytaire que le VHC est en mesure
d’induire I'autophagie (Sir et al. 2008a; Sir et al. 2008Db).

Le but de notre étude était d’analyser I'importance de I'autophagie pour la
réplication du VHC. Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent que le
VHC peut non seulement induire fortement I'autophagie suite a 'infection mais a
besoin de I'autophagie pour sa réplication. Ainsi, 'abolition de I'autophagie
avant ou durant linfection diminue fortement la réplication virale du VHC.
Etonnamment, nous n’avons observé aucune colocalisation entre les protéines
virales Core, NS3 et NS5A du VHC et la protéine autophagique LC3. Par contre,
nos résultats nous permettent de conclure que I'autophagie est bénéfique a la
réplication virale et que son effet est probablement produit aprés I'entrée mais
avant I'’encapsidation. Par conséquent, le virus peut contrecarrer I'effet

antimicrobien de I'autophagie en sa faveur.

Nos résultats sont les premiers a démontrer une implication de
I'autophagie dans la réplication virale du VHC en situation d’infection compléete a
I'aide du virus JFH1. En effet, il n’existe que deux autres études sur le sujet,

toutes deux publiées dans la derniére année (Ait-Goughoulte et al. 2008; Sir et
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al. 2008a; Sir et al. 2008b). L'une utilise une lignée cellulaire immortalisée par
intégration du génome de la protéine Core du VHC, soit la lignée IHH
(immortalized human hépatocytes) et le virus de génotype 1a, le clone H77. La
deuxieme étude utilise aussi le virus JFH1 et la lignée cellulaire Huh-7 :
cependant, toutes leurs infections sont produites par électroporation d’ARN

viral.

Claudia Bélanger Patrick Labonté
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INTRODUCTION



On estime que plus de 170 millions de personnes sont atteintes de
I’hépatite C & travers le monde, représentant 3 % de la population mondiale
(Wasley et Alter 2000). En plus d’étre la premiére cause d’affections hépatiques
chroniques telles que la cirrhose et le cancer du foie, le virus de I'hépatite C
(VHC) représente un probléme de santé publique majeur puisqu’aucun vaccin
n'est encore disponible. A I'heure actuelle, la principale source de transmission
est I'utilisation de drogue injectable. Qui plus est, le meilleur traitement
actuellement disponible pour guérir d'une infection a I'hépatite C est constituée
d’une combinaison d’interféron alpha 2b couplé au polyéthyléne glycol et de
ribavirine. Malheureusement, ce traitement provoque de nombreux effets
secondaires indésirables et n’est efficace que dans 50 % des cas en ce qui
concerne le génotype 1, génotype dominant en Amérique. Par consequent, les
études sur le virus de I'hépatite C ont connu un essor considérable ces
derniéres années, notamment grace a la découverte d’'un génome infectieux in
vitro, JFH1, un génome complet du VHC, reconstitué a partir d’un sérum de
patient japonais atteint d’'une hépatite fulminante. En effet, avant que ce génome
ne soit disponible en 2005, il était impossible d’étudier le cycle complet de
réplication du virus in vitro. Bien que la découverte de ce génome ait permis
d’étudier 'ensemble des étapes comprises durant la réplication du virus en
culture cellulaire, bien des évidences restent encore a démontrer. D’ailleurs, le
site d’assemblage du complexe de réplication nécessaire a la réplication du
génome viral n’a toujours pas été élucidé. Ce qui en fait un sujet largement

étudié et pour lequel quelques hypothéses sont toujours a I'étude.

Récemment, plusieurs études sur I'autophagie ont démontré que bon
nombre de virus & ARN monocaténaire de polarité positive utilisaient
Pautophagie pour leur réplication. Parmi ceux-ci figure le virus de la polio, le
rhinovirus, le virus de la dengue, I’entérovirus 71, le virus de I'artérite équine, le

virus du syndrome respiratoire aigu sévére (SARS-CoV) et le virus de I'hépatite
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murine pour n'en nommer que quelques-uns. La plupart d’entre eux utilisent les
autophagosomes produits durant le phénoméne d’autophagie comme charpente
pour I'assemblage de leur complexe de réplication. Ainsi, I'autophagie, un
phénomene impliqué dans le recyclage des constituants cellulaires tels que les
mitochondries, ribosomes et les protéines a longue durée de vie, pourrait
favoriser la réplication virale. En effet, lors du phénoméne d’autophagie, une
vésicule & double membrane lipidique est formée. Celle-ci doit ultimement
fusionner avec le lysosome ou le contenu sera ensuite dégradé et redistribué
afin de générer de nouvelles protéines et de I’énergie. Ce phénoméne connu
depuis plusieurs années n’avait jamais fait I'objet de nombreuses études.
Récemment, aprés lui avoir découvert un large éventail de rdles, les études
portant sur P'autophagie ont vu naitre un élan fulgurant. L’autophagie est
notamment impliquée dans la survie cellulaire, dans le développement, dans
immunité innée et adaptative, dans [I'appariton de maladies
neurodégénératives, dans la mort programmée de type Il et, plus récemment,

dans la réplication de certains virus.

La grande ressemblance entre certains virus & ARN monocaténaire de
polarité positive avec le VHC ainsi que la nécessité pour le complexe viral du
VHC de se former a la surface d’'une membrane ont soulevé le questionnement
suivant : est-ce que I'autophagie pourrait servir a la réplication du virus de
hépatite C ? Ainsi, notre but était d’étudier I'importance de I'autophagie dans

la réplication du VHC.

Ce mémoire de maitrise contient une revue de la littérature survolant
'ensemble des études portant sur le virus de I'hépatite C et sur le phénoméne
d’autophagie. Ensuite, la méthodologie employée pour répondre a notre
question y est largement détaillée, suivie de la présentation de nos résultats sur
le sujet. Finalement, une discussion mettant en lumiére I'importance de notre

étude y est présentée.
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1. Virus de I’hépatite C (VHC)

Le virus de I'hépatite C (VHC) fut découvert en 1989 ; il fait partie de la
famille des Flaviviridae et du genre Hepacivirus (Tan 2006; Suzuki et al. 2007b).
Environ 70 virus sont compris dans la méme famille, parmi lesquels 13 sont a
Forigine de pathologie humaine. Parmi ceux-ci, figurent le virus de la dengue, le
virus du Nil occidental ainsi que le virus de la figvre jaune (Suzuki et al. 2007b)
auquel on doit notamment I'origine du nom de famille. En 2000, I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) estimait a 170 millions le nombre de porteurs
chroniques du VHC a travers le monde et a trois & quatre millions de nouveaux
cas par année. La prévalence des infections est plus élevée dans les pays
d’Afrique, de Méditerranée orientale, d'Asie du Sud-Est et du Pacifique
Occidental, ou elle varie entre 2,15 % et 5,3 %, alors qu’en Amérique, sur une
population d’environ 785 millions prés de 13,1 millions sont porteurs chroniques,

élevant la prévalence a environ 1,7 % (Murphy et al. 2000).

1.1 Transmission

La transmission du VHC se fait par contact direct avec du sang
contaming, faisant de celui-ci un virus a transmission parentérale tout comme le
virus de limmunodéficience humaine (VIH). Les principaux modes de
transmission avant sa découverte en 1989 étaient la transplantation d’organe, la
transfusion sanguine et I'utilisation d’outils contaminés (Thomson B. J. et Finch
2005). En effet, jusque dans les années 1990, aucune détection du VHC n’était
effectuée lors des dons de sang. De plus, une importante vague de vaccination
contre les infections parasitaires en Afrique fut opérée avant méme la
découverte du VIH en 1984 lors de laquelle la méme seringue fut utilisée pour
plus d’une personne. C’est pourquoi la prévalence est plus élevée dans les pays
sous-développés, tel que mentionné ci-haut. Ces modes de transmission sont
maintenant rares puisque tout le matériel médical doit étre stérilisé entre chaque

patient et que les banques de sang font maintenant le criblage systématique de



tous leurs dons de sang. Malgré tout, quelques rares cas surviennent encore
dans les pays sous-développés ou certaines pratiques telles que la circoncision,
le percage et la scarification font partie des coutumes locales. A I’heure actuelle,
le principal mode de transmission du VHC est I'utilisation de drogue injectable
(Thomson B. J. et Finch 2005). Ce mode de transmission est surtout observé
dans les pays développés, chez les personnes agées de 30 a 49 ans, ou le
nombre d’utilisateurs de drogue injectable est élevé. De plus, il est possible de
contracter le VHC par transmission verticale de la mere a I'enfant et par pratique
sexuelle multiple et non protégée. Dans les deux derniers cas, une coinfection
avec le VIH augmente pratiquement du double le risque de transmission du VHC
(Thomson B. J. et Finch 2005).

1.2 Pathologie et traitement

L’estimation du nombre de porteurs chroniques du VHC a travers le monde est
difficile d’autant plus que Pinfection est asymptomatique chez 60 a 70 % des
personnes contaminées, et ce, méme en phase chronique de linfection.
Cependant, selon 'OMS, les premiers symptémes cliniques observés en phase
aigué de linfection sont la fatigue et l'ictére et ils apparaissent aprés une
période d’incubation allant de 15 a 150 jours. Suite a I'infection par le VHGC,
environ 20 a 30 % des personnes contaminées seront en mesure d’éliminer le
virus alors que les autres 70 a 80 % vont plutét développer une hépatite
chronique (figure 1). Le mécanisme par lequel le virus serait éliminé par
I’organisme n’est pas encore connu. Plusieurs études sur le phénomene ont tout
de méme pu déterminer qu’il faut en moyenne trois a six mois pour éliminer le
virus (Rehermann et Nascimbeni 2005). De plus, 52 % des gens contaminés
démontrant des symptomes cliniques éliminent le virus spontanément, alors que
les individus infectés ne présentant aucun symptome développent
majoritairement une infection chronique (Rehermann et Nascimbeni 2005;
Thomson B. J. et Finch 2005). Une fois I'infection chronique établie, 15 a 25 %

des gens vont développer une cirrhose du foie aprés plus de 20 ans d’infection
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et un a cing pourcents des gens ayant eu la cirrhose vont développer un cancer

hépatocellulaire.

Hepatitis C (acute) Hepatitis C (chronically evolving)
. (o s e
~—__HCV-apecific anfibodias | HCV-specific antibodies
100 100
Outcome
- Outcome € Chronic
é Clinical 3 Serum hepatitis
é recovery g HCV RNA
B 50 k-]
2 2
§ 3
: )
o T T 1 T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time after infection (months) Time after infection (months)
| S N — e ——
Incubation  Acute Recovery Incubation  Acute Viral persistence,
phase phase phase phase chronic hepatitis

Figure 1 : Evolution clinique et virale du VHC

Suite a linfection par le VHC, un haut titre viral est observé durant la phase d'incubation du virus.
Environs 8 & 12 semaines suivant I'infection, nous observons une chute du titre viral suivie d’un pic
d’activité des enzymes ALT dans le sérum. C'est aussi & ce moment que la détection d’anticorps
spécifique aux VHC est observée. Ceci ne détermine pas l'issue de Iinfection. Ensuite, deux
scénarios sont possibles : le virus est éliminé et le niveau d’ALT retourne a la normale ou le titre viral
diminue d’environ 2 a 3 log et demeure constant. Si le virus n'est pas éliminé, I'individu développe
une hépatite chronique et le niveau d'ALT demeure variable tout au long de I'infection. (Tiré de
Rehermann et Nascimbeni 2005)

La cirrhose n’est pas uniquement due au virus, mais aussi a I'hote
puisque le VHC n’est pas connu pour étre cytolytique. Les dommages produits
au foie seraient plutot associés a I'action combinée du virus et des défenses de
’héte, qui tentent d’éliminer le virus (Cerny et Chisari 1999). Ainsi, les cellules
hépatiques seraient a la longue remplacées par des cellules fibreuses d’ou
Fapparition de la cirrhose sur une longue période. Le développement de la
tumeur est un phénomeéne linéaire, c’est-a-dire que celui-ci n’apparait que chez
les malades qui ont développé la cirrhose. Par contre, le mécanisme qui méne a

son développement n’est pas encore connu. Néanmoins, toutes les autres



affections hépatiques telles que I'alcoolisme, vont augmenter les chances

d’avoir une cirrhose et par conséquent une tumeur (Tong et al. 1995).

Contrairement au virus de I’hépatite A et a celui de I'hépatite B, il n’existe
aucun vaccin contre le virus de I'hépatite C. Durant plusieurs années, le
traitement consistait a ’'administration d’interféron alpha 2b. Cette monothérapie
avait une efficacité d’environ 20 %, tous génotypes confondus (Thomson B. J. et
Finch 2005; Hartwell et Shepherd 2009). Ensuite, un nouveau traitement plus

efficace que la monothérapie

Virological responses est apparu. Le traitement

Pegylated interferon and ribavirin . ) o )
consistait a [I'administration

7

™ we_ s®e, o BT combinée dinterféron alpha 2b
% i‘ 1 Noréréisponse. avec la ribavirine, un analogue
§3~ 5 > . ek “. 4 [relapse  nucléosidique. Ce traitement
g r: . S _/  avait une efficacité d’environ
. :)_ Undetecf_?'e . S T i S SOVRO 40 % et le virus n’était plus

Weeks after start of therapy
24 semaines suivant l'arrét du

Figure 2 : Issue possible suite au traitement.

, ) ' traitement(Feld et Hoofnagle
Quatre issues sont observées lors du traitement de

I'infection. Soit que I'individu ne répond pas au traitement 2005). A I’heure actuelle, une
(courbes rouge et verte), soit que I'individu répond au ’

tr.aite_zrpent'mais rechutte (courbe'fen. mauvg), ou bien  combinaison d’interféron alpha
I'individu répond au traitement et élimine le virus (courbe
en bleu). (Tiré de Feld 2005) 2b COUplé au polyéthyléne
glycol et de ribavirine est
utilisée comme traitement de I'infection au VHC. Le polyéthyléne glycol retient
Pinterféron plus longtemps dans le sérum et I'efficacité du traitement est
augmentée. Celui-ci atteint une efficacité d’environ 54 %, tous génotypes
confondus. L’efficacité du traitement est corrélée par le génotype. Ainsi, les
personnes infectées par le génotype 2 et 3 ont 80 % de chance d’éliminer le
virus suite au traitement alors que les personnes infectées par le génotype 1

n'ont que 42 % de chance (Thomson B. J. et Finch 2005; Hartwell et Shepherd



2009). Suite au traitement, quatre issues sont observées (figure 2) (Feld et
Hoofnagle 2005). (1) Il n’y a aucune diminution du titre viral et le patient ne
répond jamais au traitement. (2) Le patient répond, une diminution est observée,
mais le titre viral revient a la normale aprés quelques semaines de traitement. (3)
Le patient répond bien au traitement, le niveau d’ARN n’est plus détecté, mais
celui-ci rechute une fois le traitement terminé. (4) Le niveau d’ARN viral diminue
au point de ne plus étre détecté et demeure indétectable (Feld et Hoofnagle
2005) plusieurs semaines aprés I'arrét du traitement. On dit alors que le patient
est guéri. Finalement, en plus d’étre dispendieux, tous ces traitements durent en
moyenne 24 a 48 semaines et engendrent de nombreux effets secondaires, si

bien que le tiers des gens abandonnent le traitement avant la fin.

1.3 Souches

Le virus de I'hépatite C est subdivisé en six génotypes différents incluant
de nombreux sous-types. Chaque génotype différe par au moins 20 % au niveau
de sa séquence génomique. Le génotype prédominant en Amérique du Nord est
le génotype 1. Alors que le génotype 2 est surtout rencontré au Japon et en
Chine, le génotype 3 en Angleterre, les génotypes 4 et 5 en Afrique et le
génotype 6 au Moyen-Orient. Bien qu’il n’existe pas de corrélation entre
I’évolution de la maladie et le génotype, il en existe une entre le génotype et
I'efficacité du traitement. Autrement dit, les génotypes 2 et 3 répondent mieux

au traitement que les génotypes 1,4, 5 et 6.

2. Aspects moléculaires du VHC

Le virus de I'hépatite C est un virus enveloppé d’environ 40 a 70 nm de
diameétre et dont la capside de symétrie icosaédrique contient le génome d’ARN
simple brin de polarité positive (Rehermann et Nascimbeni 2005; Moradpour et
al. 2007). Le VHC circule dans le sang sous différentes formes qui sont

représentées par des fractions de densité différente et qui démontrent une
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variation de linfectiosité (Diedrich 2006). En effet, les virions peuvent se
retrouver associés avec des lipoprotéines de faible densité (LDL, Low Density
Lipoproteins) ou des lipoprotéines de trés faible densité (VLDL, Very Low Density
Lipoproteins) ou bien circuler sous la forme libre. Les virions associés aux
lipoprotéines représentent les fractions les plus légéres et les plus infectieuses
(Diedrich 2006).

Genome
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Figure 3 : Organisation génomique du VHC

Le génome du virus de I'hépatite C est constitué d’'un seul brin d’ARN de polarité positive codant
pour un seul cadre de lecture ouvert générant 10 protéines virales, 3 protéines structurales en
portion N-terminale (C, E1 et E2) et 7 protéines non structurales en portion C-terminale (p7, NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B). De plus, le génome contient deux régions non traduites
hautement conservées et importantes a la réplication et la traduction. (Tiré de Moradpour et al.,
2007)

Le génome du VHC fait environ 9600 nucléotides, détient un seul cadre
de lecture ouvert et code pour dix protéines virales (Dubuisson 2007; Moradpour
et al. 2007; Meshkat et al. 2009). Il est organisé comme ceci : 5’-NTR-C-E1-E2-
p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-3'NTR. Les deux régions non traduites
sont hautement structurées et toutes deux sont essentielles a la réplication et a
la traduction (Moradpour et al. 2007). Ainsi, la région 5’NTR est extrémement

conservée parmi les différents isolats et comprend quatre domaines tres
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ordonnés et numérotés | a IV. Le domaine | n’est pas nécessaire a I'activité du
IRES (internal ribosome entry site) mais il est important & la réplication
(Moradpour et al. 2007). Les domaines I, ll, et IV ainsi que les 24 & 40 premiers
nucléotides de la région codant pour la protéine Core constituent le IRES
(internal ribosome entry site) qui est indispensable & la traduction du génome
(Otto et Puglisi 2004; Moradpour et al. 2007). Une fois le complexe ribosomal
80S formé, le génome est traduit en une polyprotéine d’environ 3000 acides
aminés qui subira des modifications co- et post-traductionnelles par
I'intermédiaire des protéases cellulaires et virales, afin de générer les différentes
protéines virales structurales Core, E1 et E2 et non structurales p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A et NS5B (Moradpour et al. 2007).

2.1 Protéines structurales

Les premiéres protéines rencontrées, en région N-terminale de la
polyprotéine, sont les protéines structurales Core, E1 et E2 qui sont clivées par
des endopeptidases intracellulaires. Core est une protéine hautement basique
de type hélice alpha et constitue la principale composante de la nucléocapside.
Elle est d’abord générée sous la forme immature dans le cytoplasme et doit
subir un clivage en portion C-terminale afin d’engendrer la forme mature de la
protéine (McLauchlan et al. 2002). La portion N-terminale de la protéine est riche
en résidu basique et contient le domaine D1 connu pour lier 'ARN et former un
homo-oligomere. Sa distribution dans la cellule varie. Ainsi, on peut la retrouver
a la membrane du réticulum endoplasmique, & la membrane du réseau de
petites vésicules (membranous web) et a la membrane des vésicules lipidiques
(Dubuisson 2007; Moradpour et al. 2007).
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Tableau 1 : Résumé des protéines virales du VHC et de leur fonction

Poids

Protéine moléculaire Fonctions

Protéines structur;.-nle‘s.- -

Core 21 KDa Protéine de la nucléocapside

E1 31-35 KDa Glycoprotéine de I'enveloppe

E2 70 KDa Glycoprotéine de I'enveloppe

Protéines non structurales ) - _ -
P7 7 KDa Canal ionique

NS2 21 KDa Activité protéase NS2-3

NS3 69 KDa Domaine N-terminale protéase et C-terminale hélicase et NTPase
NS4A 6 KDa Cofacteur de NS3

NS4B 27 KDa Induit la formation de structure membranaire

NS5A 56-58 KDa Phosphoprotéine

NS5B 68 KDa ARN polymérase ARN dépendante

(Modifié de Dubuisson 2007)

Les protéines E1 et E2 représentent les protéines de I’enveloppe. Elles
forment, par des liens non covalents, un hétérodimére fortement glycosylé.
Toutes deux détiennent un ectodomaine dans la région N-terminale et un
domaine transmembranaire dans la région C-terminale faisant d’eux des
protéines membranaires de type | (Diedrich 2006; Dubuisson 2007). Elles sont,
tout comme la protéine Core, retenues au réticulum endoplasmique. Cette
rétention est assurée par le domaine transmembranaire, lequel est aussi
responsable de leur hétérodimérisation (Dubuisson 2007; Moradpour et al.
2007). La protéine E2 détient trois régions hypervariables distinctes; HVR1,
HVR2 et HVR3. HVR1 est constituée des 27 premiers nucléotides de la région N-
terminale de la protéine (Hofmann et al. 2003; Troesch et al. 2006; Dubuisson
2007; Skian et al. 2009). La région HVR3 est comprise entre les regions HVR1 et

HVR2 soit entre les nucléotides 431 a 466. La région HVR2 composée de neuf
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nucléotides est située entre les nucléotides 474 a 482. La région HVR2 est la
plus conservée des trois régions hyper variables parmi les différents génotypes.
Toutes trois sont importantes a I'attachement du virus sur la cellule et

influencent la réponse au traitement par I'interféron alpha (Troesch et al. 2006).

2.2 Protéines non structurales

La premiére protéine non structurale rencontrée est la protéine
transmembranaire p7. La p7 est une petite protéine fortement hydrophobe de 63
acides aminés qui traverse la membrane deux fois. Autant sa région N-terminale
que sa région C-terminale se retrouvent dans la lumiére du réticulum
endoplasmique (Carrere-Kremer et al. 2002). Elle est formée de deux régions
transmembranaires amphipatiques de type hélice alpha et d’une boucle
cytoplasmique riche en résidu basique. Elle contient une séquence HXXXW, tout
comme la protéine M7 du virus de l'influenza A, ce qui la classe parmi les
protéines de la famille des viroporines. Cette séquence est hautement conservée
d'un génotype a l'autre (Meshkat et al. 2009). Aprés son insertion dans la
membrane, elle forme un canal ionique par oligomérisation. La protéine p7 n’est
pas indispensable a la réplication du génome, mais serait essentielle pour

I'assemblage des nouveaux virions (Griffin et al. 2008; Meshkat et al. 2009).

Suivant la protéine non structurale p7, nous retrouvons les protéines non
structurales NS2 a NS5b toutes impliquées dans la réplication du génome. Sous
sa forme mature, la protéine NS2 se retrouve intégralement dans la membrane
du réticulum endoplasmique. Sa fonction n’est toutefois pas élucidée (Santolini
et al. 1995; Dubuisson 2007; Moradpour et al. 2007). Sous la forme immature,
NS2 participe & I'activité protéase responsable du clivage a la jonction NS2/NS3.
Les premiers 180 nucléotides de NS3 sont aussi impliqués dans cette activité.
Ainsi, I'activité enzymatique de NS2-3 a été décrite comme une activité cystéine
protéinase et elle se situe dans la région C-terminale de la protéine NS2 et la

région N-terminale de la protéine NS3 (Santolini et al. 1995; Pallaoro et al. 2001).
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NS2 forme un dimeére et posséde au moins un domaine transmembranaire dans
sa région N-terminale ainsi que deux sites actifs. La formation d’'un dimére est
essentielle & I'activité cystéine protéase, ce qui suggére que la formation du
complexe actif de réplication est modulé par la concentration de NS2 dans la
cellule (Dubuisson 2007; Moradpour et al. 2007).

NS3 est une protéine multifonctionnelle puisqu’elle détient une activite
enzymatique sérine protéase en N-terminale et une activité hélicase/NTPase en
C-terminale (Tai et al. 1996; Wolk et al. 2000). La protéine NS4A fonctionne
comme un cofacteur de la protéine NS3 et augmente son activité protéase. La
portion centrale de la protéine NS4A interagit avec la protéine NS3 et forme un
complexe par des liens non covalents alors que sa région N-terminale est
responsable de I'association du complexe avec la membrane. Ainsi, lorsque la
protéine NS3 est coexprimée avec la protéine NS4A elle est associee a la
membrane du réticulum endoplasmique alors qu’exprimée seule, elle est diffuse
dans le cytoplasme et le noyau (Wolk et al. 2000; Dubuisson 2007). En plus
d’augmenter I'activité enzymatique de la protéine NS3, NS4A stabilise la
protéase, la protégeant de la dégradation protéolytique. Le complexe est
essentiel & la réplication du génome et assure le clivage de la polyprotéine en
aval de NS3 (Lindenbach et Rice 2005). Ensuite, la portion C-terminale
responsable de 'activité hélicase et NTPase contient un domaine DexH/D-box.
Les hélicases de cette superfamille sont en mesure de dérouler ou dissocier, en
présence d’ATP, les duplex ARN-ARN (Tai et al. 1996; Dubuisson 2007). Le
monomeére de NS3 lie facilement 'ARN, mais la formation d’un dimeére est
indispensable a I'activité hélicase. La fonction précise de I'activité hélicase dans

le cycle de réplication du VHC n’est pas encore déterminée (Dubuisson 2007).

NS4B est une protéine non structurale hautement basique, contenant
quatre domaines transmembranaires et est palmitolée en région C-terminale (Yu

et al. 2006). Les protéines NS4B du VHC, des pestivirus et des flavivirus sont
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similaires au niveau de leur taille, au niveau de leur composition en a.a. et au
niveau de leurs propriétés hydrophobiques (Hugle et al. 2001). Les régions N et
C terminales de la protéine se retrouvent dans le cytosol. La protéine NS4B a
été détectée sur le réticulum endoplasmique. Elle interagit avec les protéines
NS4A -~ NS3 et NS5A et est directement impliquée dans la modulation de
I’nyperphosphorylation de la protéine NS5A (Hugle et al. 2001). En plus de ces
interactions avec les autres protéines virales non structurales, son expression
dans la cellule induit des modifications membranaires intracellulaires. Suite a
ensemble de ces observations, il a été suggéré que la protéine NS4B joue un
role dans la production de structure membranaire utilisée comme charpente
pour la formation du complexe de réplication (Hugle et al. 2001; Dubuisson
2007).

La phosphoprotéine NS5A est retrouvée sous la forme phosphorylée et
sous la forme hyperphosphorylée (Appel et al. 2006). La phosphorylation de la
NS5A est conservée parmi les hépacivirus, les pestivirus et les flavivirus,
indiquant que cette phosphorylation est importante a leur cycle viral. La portion
N-terminale contient une hélice alpha amphipatique responsable de la
localisation membranaire de la protéine ainsi qu’'un motif de liaison au zinc
(Brass et al. 2002; Tellinghuisen et al. 2004). Le motif de liaison au zinc est
constitué de quatre résidus cystéine et est fortement conservé parmi les virus du
genre hépacivirus et pestivirus. De plus, cette hélice alpha contient une région
hydrophobe riche en tryptophanes qui est incluse dans linterface de la
membrane et une région polaire exposée dans le cytosol responsable des
interactions protéine-protéine essentielles a la formation d’'un complexe de
réplication fonctionnel (Brass et al. 2002). Trois domaines ont été identifiés : le
domaine I, qui est situé immédiatement aprés I'hélice alpha, a une structure
dimérique et est impliqué dans les interactions entre les protéines virales, les
protéines cellulaires, la membrane et I'ARN (Appel et al. 2006). Le domaine ||

joue plutét un réle dans I'inhibition de la voie PKR induite par 'interféron suite a
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la formation d’un duplex ARN-ARN durant le cycle de réplication (Gale et al.
1998). Le domaine Il est moins conservé et tolére des insertions ou des
délétions partielles. Sa fonction n’est pas encore connue. NS5A est essentiel a
la réplication du VHC et plusieurs mutations dans sa séquence nucléotidique
sont a lorigine d’'une meilleure réplication du virus en culture cellulaire
(Moradpour et al. 2004; Dubuisson 2007).

La protéine NS5B, une ARN polymérase ARN dépendante, catalyse la
réplication de ’ARN viral. C’est une protéine transmembranaire pour laquelle le
domaine de liaison a la membrane est situé dans la région C-terminale. De ce
fait, NS5B est généralement retrouvée a la membrane du réticulum
endoplasmique (Lesburg et al. 1999). La synthése de I’ARN viral in vitro et in vivo
se fait de novo, c’est-a-dire qu’elle ne nécessite pas d’amorce (Kao et al. 2000;
Zhong W. et al. 2000). La polymérase adopte une structure conservée parmi les
autres polymérases, soit la structure de la main droite avec une paume, des
doigts et un pouce. De nombreuses interactions entre les doigts et le pouce en
font une polymérase de type fermé, ou le site catalytique compris dans la paume
se retrouve complétement enfermé (Lesburg et al. 1999). De ce fait, les doigts et
le pouce vont moduler I'interaction avec I'ARN et la structure fermée de la
polymérase crée un tunnel dans lequel un seul brin d’ARN peut avancer et
interagir avec le site catalytique. Un second tunnel, celui-ci chargé positivement,
permet I'entrée des nucléotides triphosphates (Carrere-Kremer et al. ; Labonte et
al. 2002; Dubuisson 2007; Moradpour et al. 2007). La polymérase ne détient pas
la capacité de s’auto corriger durant la polymérisation du nouveau brin. Ainsi, de
nombreuses quasi-espéces sont produites durant I'infection et retrouvées dans
le sérum de patient infecté. Ces quasi-espéces peuvent notamment étre

résistantes aux traitements ce qui expliquerait les rechutes (Penin et al. 2004).

Une derniére protéine a récemment été identifiée : la protéine F, localisée

dans la région Core de la polyprotéine. Cette protéine est exprimée lors d'un
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dephasage de -2/+1 du cadre de lecture. Des anticorps spécifiques a cette
proteine, retrouvés dans le sang de patient infecté, indiquent que la protéine F
est exprimée durant I'infection par le VHC (Bain et al. 2004). Elle fait 160 acides
aminés de long et son expression n’est pas essentielle & la réplication du virus
autant in vitro et in vivo. Sa fonction n’est toujours pas connue (McMullan et al.
2007; Moradpour et al. 2007).

3. Cycle et réplication virale

3.1 Systemes de réplication

Il N’y a que depuis 2005 que I'ensemble des étapes comprises dans le
cycle de réplication virale du VHC peut étre étudié en culture cellulaire. En effet,
avant 2005 il n’existait pas de systéme permettant I'étude du cycle viral du VHC
dans son intégralité. Ainsi, avant I'apparition de I'isolat Con1, en 1999, le cycle
viral était étudié uniquement chez le chimpanzé a I'aide d’ADNc (Bartenschlager
et Sparacio 2007; Tellinghuisen et al. 2007). L’isolat Con1 consiste en un ARN
bicistronique, capable d’établir une réplication persistante dans la lignée
cellulaire hépatique Huh-7, et a été congu par I'équipe de Lohmann (figure 4A).
Toutefois, ce réplicon sous-génomique de génotype 1b ne permet pas
I'expression des protéines structurales du VHC. En effet, le premier cistron
permet la traduction du géne de sélection, le géne de résistance a la néomycine,
sous la direction du IRES du VHC et le second cistron permet I'expression des
protéines virales non structurales du VHC, c'est-a-dire les protéines NS3 a
NS5B. La traduction des protéines non structurales du VHC se fait sous la
direction du IRES du virus ECMV (Encephalomyocarditisvirus) (Lohmann et al.
1999; Tellinghuisen et al. 2007). Ensuite, un ADNc pleine longueur, c'est-a-dire
exprimant I'ensemble des protéines du VHC, a été obtenu. Celui-ci, nommé
H77, de génotype 1a, est capable de se répliquer en culture cellulaire et chez le
chimpanzé lorsqu’injecté de fagon intrahépatique (Yanagi et al. 1997;

Bartenschlager et Sparacio 2007; Tellinghuisen et al. 2007). Il s’agit d’une
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séquence consensus établie par alignement de diverses séquences isolées d’un
patient démontrant de hauts titres viraux sanguins, nommés H77 (Kolykhalov et
al. 1997; Yanagi et al. 1997; Bartenschlager 2006). Malgré tout, aucun de ces
systémes ne permet la production de particules virales infectieuses suite a la
réplication des transcrits d’ARN et aucun ne permet d’étudier I'entrée du virus

puisgu’ils sont directement électroporés dans les cellules.

Un nouveau systéme, permettant d’étudier 'entrée du virus fait suite a
celui des réplicons sous-génomiques. Il s’agit d’un pseudotype rétroviral
communément appelé VHC pseudoparticules (VHCpp) (Bartosch et al. 2003). Le
systéme permet la production de particules virales exprimant les protéines E1 et
E2 du VHC a la surface de 'enveloppe du virus de I'immunodéficience humaine
(VIH) ainsi que I'expression d’un géne rapporteur contenu dans la capside (figure
4B). Le tout est produit en co-transfectant trois vecteurs plasmidiques dans la
lignée cellulaire 293T. Un premier vecteur code pour les glycoprotéines virales
du VHC E1 et E2 dans leur intégrité, le second pour les protéines Gag-Pol du
VIH qui produiront la nucléocapside et le troisiéme code pour un génome
rétroviral exprimant un géne rapporteur, soit celui de la luciférase (Bartosch et al.
2003; Tellinghuisen et al. 2007). Ce systéme ne permettait I'étude que d’une
partie du cycle viral, I'entrée, et a permis d’identifier quelques récepteurs

cellulaires importants a la pénétration du virus.

Ce n'est gu’en 2005 que le premier systéme de culture cellulaire
permettant I'étude compléte du cycle de réplication du VHC fait son apparition
(figure 4C). Il s’agit d’un isolat du génotype 2a nommé JFH-1, isolé d’un patient
japonais atteint d’une hépatite fulminante, pour lequel la transfection du transcrit
d’ARN JFH-1, dans la lignée cellulaire hépatique Huh-7, permet la production de
particules virales infectieuses (Cai et al. 2005; Wakita et al. 2005; Zhong J. et al.
2005; Tellinghuisen et al. 2007). Le transcrit peut se répliquer dans différentes

lignées cellulaires telles que les lignées hépatiques HepG2, IMY-N9 ainsi que les
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lignées cellulaires Hela et 293, des lignées non hépatiques (Kato et al. 2003;
Kato et al. 2005). Par contre, il n'y a que dans les lignées cellulaires hépatiques
Huh-7 et Huh-7,5, une lignée dérivée de Huh-7, que la production de virions
infectieux est possible (Lindenbach et al. 2005; Zhong J. et al. 2005; Zhong J. et
al. 2006). Ainsi, le surnageant contenant les nouveaux virions peut servir a
infecter de nouvelles cellules naives. Ce systéme permet d’étudier ’ensemble
des étapes du cycle viral, et ce, en culture cellulaire comme chez le modéle
animal du chimpanzé et de la souris alb-uPA-SCID (Zhong J. et al. 20086).
D’autres transcrits de génotypes différents ont été élaborés a partir de celui-ci,
tel que le J6-JFH1 de génotype 1a, composé des génes non structuraux du
JFH-1 et des génes structuraux d’un nouvel isolat, I'isolat 1a nommé J6. Des
chimeres de genotype 1a, 1b et 3a sont présentement disponibles (Lindenbach
et al. 2005). Ce systéme nommé HCVcc (Hepatitis C virus cell culture) fut
decouvert par I'équipe de Date et I'équipe de Kato et a permis de grandes
avancees dans I'étude du cycle viral du VHC (Kato et al. 2003; Date et al. 2004;
Kato et al. 2005).

3.2 Cycle de réplication virale

Suite a Iinfection par le VHC, celui-ci pénétre les cellules hépatiques
humaines, ou il établira sa réplication. Tout comme la majorité des virus a ARN
simple brin de polarité positive, la réplication se fait entierement dans le
cytoplasme de la cellule. Le titre viral dans le sérum d’un patient varie entre 10°
et 107 particules virales/ml durant le cycle de réplication. On estime que 10" a
10" virions sont produits par jour et la demie-vie de ces virions n’est que de
deux a quatre heures (Neumann et al. 1998; Dahari et al. 2005; Davis et al. 2007).
Malgré tout, un grand nombre de ces virions ne seront pas infectieux, d(i au haut
taux d’erreur de la polymérase. Finalement, depuis l'arrivée du systéme de
culture cellulaire VHCcc, il est possible d’étudier chacune des étapes comprises

dans le cycle de réplication du virus. A cet effet, celui-ci peut-étre divisé en
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quatre parties distinctes soit (1) I'entrée, (2) la décapsidation et la réplication, (3)

’assemblage et (4) la relache (figure 5).
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Figure 4 : Systémes de réplication du VHC.

(A) Le systeme de réplicon permet d’étudier la réplication du VHC dans la cellule puisque les protéines
non structurales du VHC sont exprimées sous le contrle du IRES du EMCV dans le second cistron.
Dans le premier cistron, un géne de sélection est exprimé sous la direction du IRES du VHC et permet
de sélectionner les cellules ayant incorporé le transcrit suite a la transfection. (B) Le systéme des
pseudoparticules virales HCVpp permet d'étudier I'entrée du virus dans la cellule & I'aide de virus
exprimant les glycoprotéines de I'enveloppe du VHC sur la capside du VIH, laquelle renferme un géne
rapporteur. Ceux-ci sont générés par cotransfection de trois vecteurs plasmidiques dans la lignée
cellulaire 293T et sont en mesure d'infecter des cellules naives de foie. Les deux systémes démontrés
en A et en B ne permettent pas I'étude compléte du cycle de réplication virale du VHC et aucun virion
infectieux n’est produit. (C) HCVce pour VHC « cell culture », consiste en I'électroporation d'un transcrit
d’ARN complet du génome du VHC soit JFH-1 ou bien d’une chimére constituée des protéines
structurales (Core @ NS2) d'un autre isolat. L’électroporation dans la lignée cellulaire Huh-7 ou une
lignée dérivée Huh-7,5 permet la production de nouveaux virions infectieux. (Tiré de Tellinghuisen 2007)

3.2.1 Entrée

Suite a I'apparition du systéme VHCpp et VHCcc, plusieurs récepteurs et

corécepteurs cellulaires ont été identifiés essentiels a I'entrée du virus. Les
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récepteurs peuvent étre divisés en deux catégories: les récepteurs
responsables de I'attachement et les récepteurs responsables de I'entrée. Les
récepteurs responsables de [I'attachement du virus vont permettre une
accumulation des virions & la surface de la cellule. Le virion attaché peut ensuite
interagir avec d’autres récepteurs et médier I'entrée dans la cellule cible. Parmi
les récepteurs d’attachement figurent les glycosaminoglycans L-SIGN et DC-
SIGN (Bartenschlager et Sparacio 2007; Suzuki et al. 2007b), I'héparan sulfate
(Barth et al. 2006) et le récepteur du LDL (LDLR) (Dubuisson et al. 2008).
Contrairement au récepteur du CD81, du scavenger récepteur B1 (SR-B1), des
asialoglycoprotéines (ASGPR), et plus récemment, des claudines 1, 6 et 9
(Dubuisson et al. 2008; Sklan et al. 2009) qui font partie des récepteurs
spécifiques a I'entrée du virus dans la cellule (Dubuisson et al. 2008). Les lignées
cellulaires n’exprimant que certains de ces récepteurs ne permettent pas

P’entrée du virus, ce qui implique que d’autres récepteurs restent a identifier.

3.2.2 Décapsidation, traduction et réplication

L’entrée du virus se produit par endocytose a Iintérieur de vésicules de
clathrine et la fusion de la capside avec la membrane de la vésicule se ferait
dans I'endosome tardif (Blanchard et al. 2006; Dubuisson et al. 2008). La fusion
permet la libération du génome dans le cytoplasme. Cette fusion est dépendante
du pH et la vésicule doit étre acidifiée afin de libérer le génome (Blanchard et al.
2006; Bartenschlager et Sparacio 2007; Suzuki et al. 2007b). Une fois le génome
libéré dans le cytoplasme, celui-ci sera immédiatement traduit et apprété pour
générer les protéines virales. Ainsi, la traduction du génome est assurée par les
ribosomes cellulaires et est cap indépendante (Suzuki et al. 2007b). La sous-
unite ribosomale 40S va se lier directement au IRES et recruter le facteur
d’initiation eucaryote elF3 ainsi que le complexe elF2: Met-tRNA;: GTP pour
former un complexe dit 48S (Pisarev et al. 2005; Suzuki et al. 2007b). La liaison
de la sous-unité ribosomale 60S, qui est le facteur limitant a la production du

complexe 80S, est nécessaire a I'initiation de la traduction et est dépendante de
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I’hydrolyse de GTP. L’activité du IRES peut-étre régulée par différents facteurs
cellulaires et viraux qui moduleront la traduction (Otto et Puglisi 2004; Pisarev et
al. 2005; Suzuki et al. 2007b). Parmi ceux-ci, la protéine virale Core est connue
pour interagir avec le complexe de réplication et inhiber la traduction.
L’interaction serait possiblement effectuée sur le domaine lll inclus dans le
5'UTR du génome viral, plus particuliérement sur un triplet de G situé dans la
structure en téte d’épingle du domaine lll inclus dans le IRES (Suzuki et al.
2007b). Une autre étude suggére plutét qu’une interaction ARN-ARN entre le
IRES et la séquence de Core serait la cause de cette modulation de la traduction
(Wang T. H. et al. 2000).

Tout comme les autres virus a ARN simple brin, la réplication du VHC
débute par la synthése d’un brin complémentaire négatif a partir du génome. La
réplication se fait en deux étapes, la formation du brin matrice et la production
de nombreux brins d’ARN positif a partir du brin matrice. Les deux étapes sont
assurées par la polymérase du virus NS5B (Suzuki et al. 2007b). Les nouveaux
brins d’ARN positif vont permettre la production d'un plus grand nombre de
protéines virales et seront encapsidés afin de générer de nouveaux virions
(figure 5). Cette accumulation de protéines virales induit la formation de
nouvelles structures membranaires (Novoa et al. 2005; Bartenschlager et
Sparacio 2007). Ces structures membranaires serviraient de charpente a la
formation de nouveaux complexes de réplication. Plusieurs hypothéses ont été
proposées afin de déterminer I'origine de ces structures telles que le réseau de
petites vésicules (membranous web), les radeaux lipidiques et recemment les
vésicules & double membrane issues de 'autophagie (Miyanari et al. 2003; Aizaki
et al. 2004; Novoa et al. 2005).

En effet, la majorité des recherches effectuées avant 2005 tendaient en
faveur du réseau de petites vésicules membranaires. Bien que cette hypothese

n‘ait jamais été validée, elle demeure la plus utilisée lors de la description du
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cycle viral du VHC. Cette hypothése du réseau de petites vésicules
membranaires a été proposée suite a quelques études démontrant une
accumulation de vésicules dans les cellules infectées par le VHC (Miyanari et al.
20083; Suzuki et al. 2007a). La protéine responsable de cette accumulation de
vésicules est maintenant connue: il s’agit de la protéine NS4B du VHC.
Effectivement, I’expression seule de cette protéine dans la cellule est suffisante
a la production de structure membranaire. Quelques figures de microscopie
électronique ont pu démontrer cette accumulation, mais aucune de ces figures
ne montre le lien qui unirait le virus a ces vésicules. |l est en effet trés difficile
d’observer le virus par la technique de marquage a I'aide d’anticorps couplé a
des billes d'or en microscopie électronique (Thomson B. J. et Finch 2005;
Bartenschlager 2006). Par contre, le fait que ce réseau de petites vésicules soit
exprimé dans les cellules infectées et observé en périphérie du réticulum
endoplasmique laisse croire que ces vésicules seraient composées de
fragments du réticulum endoplasmique et que le virus s’en servirait comme
charpente pour I'initiation d’'un nouveau complexe de réplication. Toutefois,
cette hypothése reste a confirmer puisqu’aucune étude n’a démontré de lien

étroit entre les réseaux de petites vésicules et le complexe de réplication.

D’autres études tendent plutdt en faveur des radeaux lipidiques puisque
certaines évidences démontrent une association entre le complexe de
réplication et des fragments de membrane insolubles au détergent (Aizaki et al.
2004; Suzuki et al. 2007b; Sklan et al. 2009). Notons aussi que les radeaux
lipidiques possedent des régions riches en cholestérol et en sphingolipides et
que des inhibiteurs de la synthése de novo du sphingolipide inhibent la
réplication virale (Aizaki et al. 2004). Ces études proposent I’hypothése que le
complexe de réplication serait associé aux radeaux lipidiques et que sa

détérioration romprait le complexe de réplication, diminuant la réplication virale.
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D’autre part, de plus en plus de virus a ARN simple brin de polarité
positive ayant des similitudes avec le VHC forment leur complexe de réplication
a la membrane de vésicules autophagiques. Parmi ceux-ci, figure le virus de la
polio, le virus de I'hépatite murine, le coronavirus, le virus de syndrome
respiratoire sévére aigu et le virus de la dengue pour n’en nommer que
quelques-uns (Espert et al. 2007; Khakpoor et al. 2009). Plus de détail a ce sujet
est présenté dans la section 5.1 du présent chapitre. Notons toutefois que la
composition de ces vésicules a double membrane (VDM) lipidique produites
durant l'autophagie n’est pas encore déterminée. Jusqu'a présent, trois
hypothéses sont proposées : soit que la membrane dérive de composé issu du
réticulum endoplasmique ou du réseau trans-golgien ou bien serait synthétisée
de novo (Reggiori 2006). De plus, I'autophagie est facilement induite dans les
cellules et peut étre modulée par un grand nombre de voies meétaboliques.
Toutes ces informations laissent supposer que le virus de I’hépatite C pourrait
établir son complexe de réplication sur les vésicules a double membrane de

I'autophagie.

3.2.3 Assemblage et relache

Une étude effectuée par Miyanari et son équipe en septembre 2007,
suggére que I'assemblage des nouvelles particules virales serait établi a
proximité des vésicules de lipide. En effet, il est connu que la protéine Core
induit la production d’un grand nombre de vésicules de lipide suite a I'infection
par le VHC. Ainsi, leur étude démontre un recrutement des protéines virales a
proximité des vésicules de lipide par interaction avec la protéine Core et que ce
recrutement est important pour la production de particules virales (Miyanari et al.
2007). Suite a I'assemblage, le virus subit une maturation durant laquelle il
acquiert son enveloppe. Finalement, les virions seront relachés de la cellule sans
la lyser (figure 5). La relache du virus se ferait via la voie de sécrétion des
vésicules (Suzuki et al. 2007b; Sklan et al. 2009).
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Figure 5 : Cycle de réplication du VHC

Le virus de I'népatite C entre via I'interaction entre les glycoprotéines d’enveloppe E1/E2 et
différents récepteurs cellulaires. Une fois entré par endocytose, le génome est libéré dans le
cytoplasme suite & I'acidification de la vacuole et le génome est utilisé afin de générer les
protéines virales, et le brin matrice pour la réplication par le complexe de réplication. Finalement,
les nouveaux brins d’ARN sont assemblés dans une nouvelle capside, qui sera évacuée de la
cellule aprés maturation sans lyser la cellule. (Modifié de Tibotec)

4. Autophagie

L’autophagie a été découverte en 1963 par Christian De Duve lors de ses
recherches sur le lysosome. Il fut le premier a donner une description par
microscopie électronique a balayage de I'autophagie (Klionsky 2007; Cecconi et
Levine 2008). Suite & cette découverte, Yoshinori Ohsumi et Michael Thumm ont
debuté indépendamment, dans les années 90, une analyse détaillée de
I'autophagie chez la levure, menant a la découverte de la majorité des génes
autophagiques (ATG) (Tsukada et Ohsumi 1993; Thumm et al. 1994; Cecconi et
Levine 2008). En 1998, I'’équipe de Mizushima et celle de Liang, identifient les
premiers génes autophagiques chez le mammifére BECN1, ATG5 et ATG12
(Liang X. H. et al. 1998; Mizushima et al. 1998b; Klionsky 2007). Malgré tout,

c’est seulement dans la derniére décennie que I'autophagie a fait I'étude de
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plusieurs recherches démontrant son implication au sein de divers phénoménes

(Cecconi et Levine 2008).

Le terme autophagie inclut plusieurs mécanismes tels que la
microautophagie, la macroautophagie, la crinophagie, I'autophagie médiée par
les chaperonnes et la xénophagie (Pattingre et al. 2008). La microautophagie est
le processus par lequel les constituants sont séquestrés directement par
invagination de la membrane du lysosome. D’ailleurs, I'autophagie médiée par
les chaperonnes prend aussi place sur la membrane du lysosome, mais tient
compte du transfert direct des protéines cytoplasmiques a travers la membrane
via l'interaction avec des protéines chaperonnes (Dice 2007). La crinophagie
consiste en la fusion de vésicules de sécrétion avec le lysosome tandis que
I’élimination des microorganismes et des virus par le phénoméne d’autophagie
est nommée la xénophagie. La macroautophagie, référée par la suite comme
étant I'autophagie, met en jeu la formation de vésicules a double membrane
lipidique (VDM), qui vont ultimement fusionner avec le lysosome, pour étre
dégradées avec leur contenu (figure 3) (Xie et Klionsky 2007). L’autophagie est
un mécanisme de survie cellulaire et d’adaptation par le recyclage de ses
protéines a longue durée de vie et de ses organites cytoplasmiques afin de

générer de I’énergie.

4.1 Réles de l'autophagie

Aprés 2004, les recherches sur I'autophagie voient un essor substantiel
menant & la découverte de plusieurs rdles importants. Evidemment, son
principal role serait le maintien de I'homéostasie par le recyclage de ses
constituants internes, mais l'autophagie aurait aussi un rdle dans le
développement, dans la mort cellulaire programmée de type Il, dans le cancer et
les maladies neurodégénératives, dans le vieillissement et dans les défenses

immunitaires.
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Tout d’abord, la mort programmeée de type Il ou la mort autophagique est
surtout observée durant le développement, notamment chez les insectes, durant
la métamorphose ou une élimination massive de cellules est nécessaire
(Beaulaton et Lockshin 1977; Kourtis et Tavernarakis 2009). Par ailleurs, I’équipe
de Xueping Qu a su démontrer I'implication de [I'autophagie dans le
développement chez les mammiféres, avec leurs recherches sur les cellules
souches embryonnaires de souris. Leurs conclusions indiquent que I'autophagie
est essentielle a la formation de cavités embryonnaires et que cela est di a
I'élimination de cellules & 'aide de la mort programmée de type Il (Qu et al.
2007). D’autre part, chez les souris déficientes pour la protéine autophagique
BECNT1, qui est impliquée précocement dans le mécanisme d’autophagie, les
embryons sont incapables de se rendre a terme (Qu et al. 2003). Alors que chez
les souris déficientes pour les protéines autophagiques ATG5 et ATG7,
impliquées plus tard dans le mécanisme d’autophagie, mais tout de méme
essentielles, la mort des embryons est observée 24 heures aprés la naissance
(Kuma et al. 2004; Komatsu et al. 2005; Cecconi et Levine 2008). Cela laisse
croire que I'autophagie est importante au développement des embryons via la

mort programmee de type |l et a leur survie durant la période néonatale.

Ensuite, plusieurs maladies neurodégénératives telles que I’Alzheimer, le
Parkinson, la maladie de Prion et la maladie de Huntington sont associées a une
accumulation de protéines au cerveau et il a été démontré que I'autophagie joue
un role important dans I'élimination des agrégats de protéines (Sarkar et
Rubinsztein 2008; Eskelinen et Saftig 2009). Comme [I’activité autophagique des
cellules diminue avec I'dge, il n'est pas surprenant de voir ces maladies
apparaitre chez les personnes agées. En effet, des études révélent que des
composés chimiques capables d’induire I'autophagie diminueraient la quantité
d’agrégats de protéine et préviendraient [I'apparition de maladies
neurodégénératives (Ravikumar et al. 2003; Ravikumar et al. 2004; Sarkar et
Rubinsztein 2008; Aguib et al. 2009).
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Pour ce qui est des cancers, le role de I'autophagie n’est pas encore bien
défini (Petiot et al. 2000; Takeuchi et al. 2005). En diminuant le taux de mutation
et d’oncogénes dans les cellules par la dégradation des organites défectueux,
I’autophagie nuit & I'apparition ou a la prolifération des cancers (Eskelinen et
Saftig 2009). Ainsi, de plus en plus de recherches démontrent qu’une délétion
allélique du géne codant pour la protéine autophagique BECN1, protéine
importante pour I'initiation des VDM lors de 'autophagie, favorise I'apparition de
cancer du sein, cancer de la prostate, cancer de I'ovaire et bien d’autres (Kondo
et al. 2005). Par contre, il a aussi été proposé gu’une activation de I'autophagie
dans les cellules tumorales situées au centre de la tumeur contribue a la survie
de la tumeur, puisque ces cellules ont moins accés aux nutriments étant moins

vascularisées que les cellules tumorales périphériques (Kondo et al. 2005).

Finalement, l'autophagie est également en mesure de restreindre
I’infection virale et la réplication bactérienne ou parasitaire, en plus de délivrer
des antigénes aux complexes majeurs d’histocompatibilité de classe Il (Lee S. P.
et al. 2004; Nakagawa et al. 2004; Liu et al. 2005; Schmid et al. 2006). En effet,
des études démontrent que différents TLR (Toll-like receptor) sont en mesure
d’induire 'autophagie (Shoji-Kawata et Levine 2009). Par exemple, le TLR7, qui
reconnait I’ARN simple brin, induit I’autophagie dans les macrophages de souris
et cette induction est diminuée lorsque I'expression de TLR7 ou de MyD88
(myeloid differention factor 88), un médiateur du TLR7, est régulée a la baisse
par ARN d’interférence (Delgado et Deretic 2009). D’autre part, d’autres études
démontrent qu’une diminution de I'expression de la protéine autophagique
ATG12, qui est indispensable a I'autophagie, conduit & une diminution de
’apprétement intracellulaire de I'antigéne EBNA1 (Epstein Barr virus nuclear
antigen 1) ce qui méne a une diminution de la réponse cellulaire T CD4"
spécifique a cet antigéne (Shoji-Kawata et Levine 2009). Par le fait méme, il n’est
pas surprenant de voir de plus en plus d’études illustrant différents mécanismes

de subversion de I'autophagie chez les bactéries et les virus. Certains de ces
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mécanismes seront détaillés dans la section cinq (virus et autophagie) du

présent document.

4.2 Mécanisme d’action

Le phénomeéne de 'autophagie est ubiquitaire et se produit & un niveau
basal chez les cellules en absence de stress. L’autophagie débute par
I'élongation d’une membrane d’isolation aussi nommée phagophore (figure 6).
L'origine de cette membrane d’isolation reste & déterminer. Plusieurs
hypothéses ont été suggérées proposant que la membrane d'isolation
proviendrait du réticulum endoplasmique, d’autres suggérant qu’elle proviendrait
plutét de la partie trans-golgienne et méme certaines affirment qu’elle serait
syntheétisee de novo (Juhasz et Neufeld 2006; Reggiori 2006; Eskelinen et Saftig
2009). Aucune de ces hypothéses n’'a réellement été confirmée et une des
raisons impliquant la difficulté d’identifier I'origine du phagophore est due au fait
que celui-ci se compose en grande majorité de lipides libres de protéines
transmembranaires (Juhasz et Neufeld 2006). Suite & I'élongation de cette
membrane d’isolation, une grande vésicule & double membrane lipidique est
obtenue, contenant de nombreux constituants cytoplasmiques tels que des
protéines, des mitochondries et des ribosomes. Cette VDM, appelée
autophagosome, va fusionner avec le |lysosome et générer
I'autophagolysosome, ol la membrane interne ainsi que le contenu de la
vésicule seront dégradés et redistribués afin de générer de I'énergie ou de
nouvelles protéines (Cao Y. et Klionsky 2007; Eskelinen et Saftig 2009). Le
processus peut étre divisé en quatre étapes distinctes: (1) I'activation,
(2) I'expansion et la complétion de la vésicule, (3) I'ancrage au lysosome et (4) la
fusion et la dégradation (Reggiori 2006). Comme I'autophagie est un sujet récent
d’etude, celui-ci est bien décrit chez la levure ol les recherches ont débuté tot
apres la découverte du phénomene, mais bien des évidences restent a faire sur
le mécanisme d’action chez le mammifére. De ce fait, environ 30 protéines

autophagiques ont été identifiées essentielles au processus autophagique dans
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la levure, pour lesquelles de plus en plus d’homologues ont été identifiés chez le
mammifére (Klionsky et al. 2003; Wang C. W. et Klionsky 2003; Yoshimori et
Noda 2008).

4.2.1 L’activation

L’activation de I'autophagie est médiée par la formation d’un complexe de
protéines autophagiques comprenant la protéine becline 1 (BECN1), la protéine
hVps34 (mammalian vacuolar protein sorting 34) et la protéine p150. Plusieurs
études montrent qu’une fois le complexe formé, il y a induction de la formation
des VDM dans la cellule, mais le mécanisme par lequel le complexe induit
I'autophagie n’est pas encore défini. Par contre, une abolition de I'expression
d’une de ces protéines inhibe ou réduit fortement 'autophagie (Yoshimori et
Noda 2008; Eskelinen et Saftig 2009). La formation du complexe est activée par
la protéine ULK1 suite & un stress cellulaire. ULK1 est ’homologue de ATG1
chez la levure, qui forme un complexe d’induction avec les protéines ATG13 et
ATG17. Nous ne connaissons pas encore les homologues d’ATG13 et d’ATG17

ni le mécanisme d’activation de la protéine ULK1 chez I’lhumain.

La protéine la plus importante du complexe est sans doute la protéine
BECN1, puisqu’elle interagit avec un grand nombre de protéines (figure 7). Elle a
d’abord été découverte comme une protéine interagissant avec la protéine
antiapoptotique Bcl-2 (Liang X. H. et al. 1999; Petiot et al. 2000; Pattingre et al.
2005; Yoshimori et Noda 2008). Elle fait partie de la famille des protéines a
superhélice et elle détient plusieurs domaines : un domaine d’interaction avec
Bcl-2 et Bcel-X, (BH3 domain), un domaine CC (coiled-coil domain) et un
domaine ECD (evolutionary conserved domain), avec lesquels d’autres protéines
interagissent pour former un complexe (Backer 2008; Yoshimori et Noda 2008).
Sa distribution dans la cellule varie en fonction du type cellulaire. On peut donc

la retrouver au réseau trans-golgien dans la lignée cellulaire HelLa, mais sur les
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mitochondries et le réticulum endoplasmique dans la lignée HT-29 (Kihara et al.
2001; Cao Y. et Klionsky 2007).

1 Regulation of induction
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Figure 6 : Mécanisme de formation des autophagosomes

Suite a l'induction, il y aura formation des VDM via deux grands complexes, celui de la nucléation et le
complexe d'élongation des VDM. Ces VDM vont ultimement fusionner avec le lysosome et la membrane
interne ainsi que le contenu seront dégradés et redistribués. Les composés inhibiteurs sont indiqués en
rouge. (Tiré de Maiuri et al. 2007)

Ainsi, la protéine BECN1 peut lier la protéine hVps34, une enzyme de la
famille des phosphatidylinositol 3-kinase de classe trois. La protéine hVps34 a
d’abord été étudiée pour son role dans le transport de vésicules endosomales et
lysosomales et pour son role dans la voie de signalisation des nutriments via
mTOR (Kihara et al. 2001; Backer 2008). L’unique produit de la protéine hVps34,
le phosphatidylinositol 3 phosphates (Ptdins3P) semble jouer un réle important
dans la regulation de I'autophagie puisque son interaction avec la protéine

BECN1 est cruciale & Pinitiation de I'autophagie (Yoshimori et Noda 2008).



32

L’interaction entre les deux protéines se fait via le domaine CC et le domaine EC
de la protéine BECN1 et le domaine C2 de hVps34 (Backer 2008; Yoshimori et
Noda 2008). Il a été suggéré que le Ptdins3P pourrait servir & la formation des
VDM.

Tableau 2 : Protéines autophagiques

Homologue

Fonctions
levure

Protéines

Activation de l'autophagie

ULKA1 Atgil Sérine / Thréonine kinase importante pour 'activation de I'autophagie

ATGO Atq9 Protéine transmembranaire qui voyage entre le réseau trans-golgien et 'endosome durant
9 I'autophagie. Elle serait impliquée dans le transport

WIPI49 Atg18 Localisée sur le réseau trans-golgien, I'endosome et les vésicules de clathrine et les

vésicules autophagiques. Elle peut lier le Ptdins (3,4,5) P; et le Ptdins (4,5) P;

Initiation de la vésicule

Beclin-1 Ata6 Forme un complexe avec la protéine PI3K classe 3, P150, ULK1 et ATGS. Importante
(VPS30) 9 pour I'initiation des VDM. Elle est modulée par plusieurs protéines cellulaires.
PI3K . A
Vps34 Retrouvée dans le complexe d'initiation
classe 3
P150 Vps15 Retrouvée dans le complexe d'initiation

Elongation de la vésicule

Retrouvée sur les VDM en élongation. Elle subit des modifications moléculaires et passe

LC3 Atg8 de la forme soluble (LC3 I} & la forme membranaire (LC3 Il). Se retrouve dans le complexe
ATG5-ATG12-ATG16. Responsable de |'élongation de la vésicule

ATG4 Atg4 Clivage de la partie C-terminale de la protéine LC3 et libére la glycine

ATG7 Atg7 Enzyme de type E1. Active les protéines LC3 et Atg12

ATG3 Atg3 Enzyme de typg E2. Conjugaisg_n du phosphatidyléthanolamine (PE) sur la glycine en
position C-terminale de la protéine LC3

ATG12 Atg12 Impliquée dans le complexe d’élongation, elle se retrouve liée a la protéine ATGS

ATG10 Atg10 Enzyme de type E2. Conjugaison de la protéine ATG12 avec la protéine ATGS

ATGS Atgs Retrouvée uniquement sous la forme liée a ATG12

ATG16 Atg16 Lie le complexe ATG5-ATG12 et oligomérise

{Modifié de Ploegh et al. 2008)

Ensuite, la protéine BECN1 peut aussi lier la protéine p150, aussi

nommée hVps15 (figure 7). La protéine p150 semble aussi étre une protéine de
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la famille des kinases et aurait comme réle d’activer la protéine hVps34 (Backer
2008; Yan et al. 2009). Cependant, il n’existe pas d’évidence claire a ce sujet et
d’autres études devront étre faites pour déterminer clairement le rdle de cette
protéine. Pour l'instant, les études portant sur la protéine Vps15p (homologue
chez la levure) semblent dire que celle-ci pourrait étre importante pour la
production de PtdIns3P par la protéine Vps34 (Backer 2008). Une abolition de la
protéine p150 par ARN d’interférence conduirait & une diminution du niveau de
protéine hVps34 ce qui laisse suggérer que la protéine p150 serait nécessaire a
la stabilisation de la protéine hVps34 (Backer 2008; Yan et al. 2009). Le role

précis de cette protéine reste tout de méme inconnu.

\/

4

Autophagy mTOR Endocytic
sorting

Figure 7 : Complexe d’initiation de Pautophagie

La protéine centrale dans l'initiation de la formation des VDM est la
protéine BECN1. Plusieurs autres protéines capables d’interagir
avec la protéine BECN1, via différents domaines, seront en mesure
de moduler son action. (Tiré de Backer 2008)

Bien qu’il y ait un consensus autour du fait que le complexe BECNT,
hVps34 et p150 initie la formation des VDM, de plus en plus de nouvelles
protéines capables d’interagir avec la protéine BECN1 et le complexe sont
découvertes (figure 7). Comme il a été mentionné plus haut, BECN1 interagit
avec la protéine Bcl-2 et son interaction régule négativement I'autophagie
(Yoshimori et Noda 2008). Lorsque les cellules se retrouvent en situation de
stress, comme en manque de nutriment, 'interaction entre Bcl-2 et BECN1 est

réduite et I'autophagie est induite (Cao Y. et Klionsky 2007). Une autre protéine,
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la protéine UVRAG (UV irradiation resistance-associated gene protein), est
connue pour interagir avec BECN1 via le domaine CC et favorise 'autophagie
(Liang C. et al. 2006). Contrairement a I'interaction Bcl-2/BECN1, I'interaction
entre UVRAG et BECN1 n'est pas affectée par le manque de nutriment. Par
contre, I'abolition de son expression dans la cellule se définit par une baisse de
I’activité autophagique (Yoshimori et Noda 2008). Ensuite, une protéine de la
famille des endophilines, la protéine Bif-1 aussi connue sous le nom
d’endophiline B1, lie UVRAG via son domaine SH3 (Takahashi et al. 2007).
Comme cette protéine est connue pour courber différentes membranes
d’organites, il a été suggéré que le complexe UVRAG/Bif-1 et le complexe
BECN1/hVps34 et p150 soient a l'origine de la courbure de la membrane
d’isolation (Yoshimori et Noda 2008). VPM1, une protéine transmembranaire
peut lier la protéine BECN1 et toutes deux colocalisent sur les autophagosomes
(Ropolo et al. 2007; Yoshimori et Noda 2008). Finalement, Ambra1, par sa liaison
avec BECN1 active I'autophagie et son abolition inhibe I’autophagie, et ce méme
en situation de stress chimique ou physique. Alors que sa surexpression va
induire I'autophagie et réduire la prolifération cellulaire (Fimia et al. 2007,
Yoshimori et Noda 2008). Le lien entre I'ensemble de ces protéines et le

complexe d’activation de 'autophagie reste a preciser.

4.2.2 Expansion et complétion de la vésicule

Une fois l'autophagie activée, il y aura élongation de la membrane
d’isolation afin de générer un autophagosome (figure 6 et 8). Cette expansion
est aussi assurée par un complexe formé des protéines autophagiques, ATGS,
ATG12, ATG16 et LC3 (Mizushima et al. 1998a; Mizushima et al. 2003; Hanada
et al. 2007). Un premier complexe comprenant ATG5, ATG12 et ATG16 est
formé et se retrouve a la surface externe de I'autophagosome en devenir. Une
fois le complexe associé a la membrane d’isolation via la protéine ATGS5, la

protéine d’autophagie LC3 subit une suite de modifications moléculaires qui lui
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permettront d’assurer I’élongation et la complétion de la membrane d’isolation

afin de générer I'autophagosome (Tanida et al. 2004b).

Tout d’abord, la protéine autophagique ATG5 se retrouve dans le
cytoplasme, essentiellement sous la forme liée a ATG12 (Mizushima et al. 2001).
La liaison des deux protéines suit le modéle de I'ubiquitinylation et deux
enzymes sont necessaires, 'enzyme d’activation ATG7 (E1 like enzyme) et
I'enzyme de conjugaison ATG10 (E2 like enzyme) (Ohsumi et Mizushima 2004).
Ainsi, la protéine ATG12 est d’abord activée par clivage et formation d’un lien
thioester en portion C-terminale, & I'aide de la protéine ATG7. Elle est ensuite
transférée a la protéine ATG10 qui procédera a la conjugaison avec la protéine
ATGS. La liaison se fait entre une glycine en position C-terminale de la protéine
ATG12 et une lysine interne, en position 130, de la protéine ATGS5 (Xie et
Klionsky 2007). Les deux protéines sont conjuguées immédiatement aprés leur
synthese et cette liaison est irréversible (Mizushima et al. 2003; Xie et Klionsky
2007). Ce conjugué forme ensuite un complexe d’environ 800 kDa, par
oligomerisation de quatre protéines ATG16, lesquelles interagissent avec la
protéine ATGS5 au site opposé d’interaction avec la protéine ATG12 (figure 3)
(Mizushima et al. 2003; Xie et Klionsky 2007). La formation de ce complexe est
essentielle a I'élongation de la membrane d’isolation. En effet, différentes études
démontrent que I’élongation est abolie lorsqu’une de ces protéines est absente
(Tanida et al. 2004b, 2004a).

Suite a la formation du complexe et & son association avec la membrane
d’isolation, la protéine autophagique LC3 va aussi subir des modifications selon
le modele de P'ubiquitinylation, afin de générer la forme LC3 Il qui se retrouve
aux surfaces internes et externes de la membrane d’isolation (figure 6) (Mann et
Hammarback 1994; Kabeya et al. 2000). Ainsi, la protéine LC3 soluble, nommée
LC3-I, est retrouvée dans le cytoplasme et I'autophagie doit tre activée pour

genérer la forme LC3-Il qui sera alors redistribuée, aprés modification, a la
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membrane des VDM. Une premiére enzyme d’activation, la protéine ATG7, aussi
impliquée dans la formation du complexe ATG5-ATG12 et ATG16, va procéder a
un premier clivage en portion C-terminale de la protéine LC3 et libérer une
glycine. Cette glycine sera par la suite associée avec un

phosphatidyléthanolamine (PE) sous

3 Gy

% ’action de I'enzyme de conjugaison
Pragophore essembly site w
\ 5 > ATG3 (E2-lke enzyme). La protéine

LC3 associée au PE, génére la forme
LC3 Il et est responsable de

I’élongation. L’incapacité de générer

cette forme de la protéine abolit

AlgY <D
—— :g"’ I’élongation. Ainsi, nous ne verrions
::K (fJﬁ °§"f«;@, que de petites structures en forme de
- : 50 croissant auxquelles serait lié le
ity complexe ATG5-ATG12 et ATG16
Phagophoro

(Mizushima et al. 2001). En plus d’étre

Figure 8 : Site d’assemblage du
phagophore

Représentation de I'élongation des VDM a partir  autophagosomes, LC3 est facilement

du modéle de la levure. Voir tableau 2 pour les | . L .
homologues chez I'humain et le détail des induite suite a un stress, contrairement

fonctions de chacune des protéines. Nous
pouvons remarquer les deux complexes, soit celui  au complexe ATG5-ATG12-ATG16, et

de I'activation (v15/v34/6) et celui de I'élongation L .
(Atg12-Atg5-ATG16) ainsi que le role de Atgd dans  Sa distribution passe de diffuse dans le

le transport. (Tiré de Xie et Klionsky 2007)

le constituant majeur des

cytoplasme a ponctuée sur les
membranes des VDM, ce qui en fait

une des composantes les plus utilisées pour étudier 'autophagie.

Une autre protéine importante dans la formation des VDM est la protéine
ATG9, la seule protéine transmembranaire connue a ce jour (figure 8) (Webber et
al. 2007; Xie et Klionsky 2007). Autant la région N-terminale que C-terminale de
la protéine se retrouvent dans le cytoplasme. La protéine se compose de six

domaines transmembranaires et sa localisation dans la cellule varie en fonction
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de I'état de la cellule. On la retrouve associée au réseau trans-golgien (TGN) et
aux endosomes tardifs, mais elle est capable de circuler entre ces deux
organites et le phagophore (Young et al. 2006; Xie et Klionsky 2007). D’autre
part, elle serait en mesure d’interagir autant avec le complexe d’activation
qu’avec le complexe d’élongation de I'autophagie (Young et al. 2006; He et al.
2009). Comme celle-ci peut circuler dans les deux sens, entre le TGN,
I'endosome tardif et le phagophore, son expression est importante a la
formation des VDM. D’autant plus qu’elle est connue pour interagir avec le
Pdtins3P, produit de la hVps34 (Webber et al. 2007). On lui attribue donc un réle
de transport des différents complexes et lipides nécessaires a I’élongation de la
membrane d’isolation (figure 8) (Xie et Klionsky 2007). Son abolition empéche
par le fait méme le transfert du complexe d’élongation a la membrane d’isolation
(Reggiori 2006; Young et al. 2006). D'autres protéines autophagiques sont
indispensables a son activité, telles que ULK1 et WIPI49. ULK1 (homologue
d’Atg1) est connue pour interagir avec le complexe d’activation et la perte de
ULK1 par ARN d’interférence séquestre ATG9 au TGN (Webber et al. 2007; Xie
et Klionsky 2007) tandis que I’homologue de la protéine ATG18, WIPI49, est
étudié pour sa capacité a lier le Pdtins3P et le Pdtins(3,5)P, et est localisé sur le

TGN, I'endosome et les vésicules de clathrine (Webber et al. 2007).

4.2.3 Ancrage, fusion avec le lysosome et dégradation

Une fois l'autophagosome formé, seule la protéine LC3 Il est retrouvée
aux surfaces interne et externe. Tous les autres complexes sont dissociés et la
vesicule est dirigée vers le lysosome via les microtubules (figure 3). Dés que la
vésicule rejoint le lysosome, il y a fusion de la membrane externe de
Iautophagosome avec celle du lysosome. Cette fusion requiert les protéines
GTPase de la famille Rab, les protéines SNAREs, la protéine Lamp-2 (Fortunato
et al. 2009) ainsi que les protéines motrices du cytosquelette telles que les
dyneines (Yamamoto et al. 2009). Ainsi, un autophagolysosome est obtenu

(figure 3). L’autophagosome se retrouve donc & l'intérieur du lysosome et les
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hydrolases lysosomiales vont dégrader la membrane interne et ensuite le
contenu. Les composantes dégradées seront redistribuées parmi les différents
cycles cellulaires afin de générer de I'énergie, de nouvelles protéines ou de

nouveaux organites.

4.3 Modulation de l'autophagie

L’autophagie est régulée par la protéine kinase mTOR (mammalian target
of rapamycine) (figure 9) qui fait partie de la famille des phosphatidylinositol
kinase et agit comme une sérine/thréonine kinase (Raught et al. 2001; Pattingre
et al. 2008; Eskelinen et Saftig 2009; Thomson A. W. et al. 2009). En plus de
réguler l'autophagie, mTOR régule aussi linitiation et I'élongation de la
traduction, la biosynthése des ribosomes, la transcription de plusieurs enzymes
impliqués dans différentes voies métaboliques et I'importation d’acides aminés
(Raught et al. 2001). Ainsi, plusieurs effecteurs situés en amont peuvent réguler
mTOR, qui & son tour pourra réguler différents effecteurs placés en aval en
fonction des besoins de la cellule (Thomson A. W. et al. 2009). Deux complexes
comprenant mTOR existent, mTOR complexe 1 (MTORC1) et mTORC2 (figure
9). Ces deux complexes régulent différentes voies et sont modulés via différents
stimuli. Il existe des relations distinctes entre les effecteurs en amont et en aval,
ainsi qu’entre les deux complexes eux-mémes. De plus, mTORC1 est sensible a
la rapamycine alors que mTORC2 ne I’est pas. Nous allons nous concentrer sur
le mécanisme d’action du complexe mTORC1 puisqu’il est en mesure de réguler

I'activité autophagique (Pattingre et al. 2008; Thomson A. W. et al. 2009).

Ainsi, lorsque mTORC1 est activé, I'autophagie est inhibée et vice-versa
(figure 9). Parmi les effecteurs qui inhibent I'activité de mTORC1, le complexe
TSC1 et TSC2 (tuberous sclerosis complex 1 et 2) lorsqu’activé par différents
stimuli tels que le mangue de nutriment, le manque d’énergie, différents stress
cellulaires et une accumulation de dommages dans I’ADN, inhibera I'activité de

mTORC1. L’inhibition de mTORC1 aura pour effet d’activer I'autophagie,
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d’'inhiber la prolifération cellulaire et d’inhiber la traduction d’ARNm. Le
complexe TSC1/TSC2 inhibe I'activation de mTORC1 en agissant sur I’activation
de la protéine stimulatrice de mTORCH1, la protéine GTPase Rheb. Au contraire,
la présence de facteurs de croissance, de certaines cytokines, de costimulateurs
et de récepteurs a I'antigéne, activera mTORC1 et inhibera I'autophagie. Dans
ce cas-ci, le stimulus induit I'activation d’une kinase de classe un, la
phosphatidylinositol 3 kinase (PI-3K), qui & son tour active les protéines PDK1
(3-phosphoinositide-dependent protein Kinase 1) et AKT qui finalement, inhibent
I'activité inhibitrice du complexe TSC1/TSC2 par phosphorylation de celui-ci. Il y
aura donc prolifération cellulaire et traduction d’ARNm. L’activation de la voie
RAS-MAPK (mitogen-activated protein kinase) va aussi inhiber le complexe
TSC1/TSC2.

L'inhibition du complexe mTORC1 induit I'activité autophagique dans la
cellule, mais le mécanisme précis par lequel cette activation est produite reste a
préciser. Chez la levure, il est connu que linhibition de mTOR diminue la
phosphorylation de la protéine ATG13 Iui permettant de s’associer avec la
protéine ATG1 et ATG17 pour induire la formation du complexe BECN1 (figure
6). D’autre part, lorsque mTOR est inactivée par I'ajout d’'un composé chimique,
telle la rapamycine, I'autophagie est fortement activée dans les cellules et le
contraire est aussi observé. mTOR joue donc un réle primordial dans I'activation
de I'autophagie (Pattingre et al. 2008; Thomson A. W. et al. 2009).

Il existe plusieurs composés chimiques utilisés a ce jour pour moduler
Pactivité autophagique. Parmi ceux-ci, la rapamycine, le tamoxifen, le
temozolomide, la y-irradiation, le trioxyde d’arsenic et bien d’autres induiront
l'autophagie alors que le 3-méthyladénine, la bafilomycine A, la monensine et
'ARN d’interférence contre les protéines ATG5, BECN1, ATG10 et ATG12
inhiberont I'autophagie. Tous ces composés sont entre autres utilisés dans la

thérapie contre les cancers et ils ont tous des cibles différentes dans la cellule
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(Kondo et al. 2005). De ce fait, I'activation et I'inhibition de I'autophagie sont loin
d’étre simples et de plus en plus de nouvelles voies sont découvertes et
semblent avoir un effet sur son activité. Les deux composés les plus utilisés
dans I'étude de I'autophagie sont la rapamycine et le 3-Méthyladénine (figure 6
et 9).

La rapamycine est un composé de type macrolide lipophile qui lie la
FK506 binding protein 12 (FKBP12). Une fois lié a la FKBP12, le complexe lie le
complexe mTORC1 et empéche son activation, ce qui augmente I'activite
autophagique dans la cellule (figure 6 et 9). Tandis que le 3-méthyladénine (3-
MA) est un inhibiteur de phosphatidylinositol de classe trois et agit plut6t sur la
formation du complexe d’initiation des VDM. Il agit comme un inhibiteur
compétitif de I’ATP. Lorsque celui-ci est utilisé, la formation du complexe est
inhibée et par le fait méme, aucune vésicule autophagique n’est observable, et
ce, méme si les cellules sont placées en manque de nutriment (figure 6)
(Rubinsztein et al. 2007).
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Figure 9 : Régulation de I'autophagie via mTOR

mTOR est une kinase d’environ 289KDa, qui comme les autres membres de la famille des phospho-
inositides Kinase associés aux Kinases (PIKK), contient un domaine sérine/Thréonine Kinase en portion
C-terminale. Elle contient aussi un domaine FAT (FRAP-AMT-TTRAP) et un FAT (FATC) domaine
toujours en région C-terminale, ayant comme rdle de stabiliser le complex. mTOR est associée avec la
protéine RAPTOR et LST8 qui leur sert de régulateur. Finalement, elle pourra effectuer plusieurs autres
interactions avec d’autres protéines, qui détermineront son role physiologique. Elle est inactivée en
présence de dommages dans I'ADN, en absence de nutriment, en présence de stress cellulaire et
lorsqu’il y a un faible niveau d’énergie dans la cellule menant a I'activation de I'autophagie. Elle est
activée par la présence de facteurs de croissance, de protéines de co-stimulation, de cytokines et de
récepteurs a I'antigéne. Son activité est déterminée par I'action du complexe TSC1/TSC2. Si celui-ci
est activé, il inhibe le complexe mTORCH et vice-versa. (Tiré de Thomson et al. 2009)
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5. Virus et autophagie

De plus en plus d'interactions entre les virus et le phénoméne
d’autophagie sont découvert. Le tableau trois présente un résumé des
interactions observées jusqu’a ce jour. Pour la majorité des virus étudiés, ces
interactions vont mener soit & une augmentation du titre viral soit & une
diminution du titre viral. De plus, afin de contrer la xénophagie, quelques virus
ont élaboré des mécanismes capables d’inhiber I'autophagie dans la cellule et
ainsi assurer leur survie. Nous verrons plus en détail I'effet sur la réplication
virale de certains de ces mécanismes. Etant donné que les études commencent

a ce sujet, il reste encore bien des évidences a établir.

5.1 Virus qui en tirent avantage

Poliovirus et Rhinovirus

Ces deux virus appartiennent a la famille des Picornavirus. Leur génome
est composé d’'un ARN simple brin de polarité positive et ce sont des virus de
type lytique (Daley et al. 2005). Le virus de la polio est responsable de la
poliomyélite alors que le rhume commun chez I'humain est souvent cause par un
Rhinovirus. Dans les cellules infectées par I'un ou l'autre de ces virus, une
augmentation significative du nombre de VDM issues de l'autophagie est
observée (figure 10 A) (Suhy et al. 2000). Cette observation se fait t6t apres
infection et est abolie si 'autophagie est inhibée. Ainsi, les études ont pu
déterminer que les protéines 2BC et 3A du poliovirus sont suffisantes a
I'induction des VDM dans les cellules (Suhy et al. 2000; Taylor et Kirkegaard
2007). De ce fait, il a été suggéré que ces deux virus utilisent les VDM comme
charpente pour la réplication de leur génome. En effet, d’autres études
effectuées & laide d’ARN d'interférence dirigé contre les protéines
autophagiques LC3 et ATG12 ont démontré que ces VDM étaient essentielles a
la réplication de ces virus puisque leur abolition diminue autant le titre viral

intracellulaire qu’extracellulaire (Schmid et al. 2006; Espert et al. 2007).
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Tableau 3 : Tableau résumé des relations observées entre les virus et I'autophagie

Protéine Présence Effet biologique Effet sur la
Famille Génome Virus virale d'autophagosome associé a réplication
impliquée phag I'autophagie virale
Activation de
I'autophagie
comme mécanisme
Tobamovirus ™V ? + de survie cellulaire Diminution
et pour empécher
la propagation du
virus.
Poliovirus 2BC Induit la formation
Picornavirus + d'autophagosomes  Augmentation
Rhinovirus 3A (VDM).
Induit la mort
programmée de
Retrovirus HIvV-1 Env + type ll dans les ?
cellules T CD4* non
ARNsb infectées
Togavirus Sindbis virus ? ? Diminution
MHV ?
Coronavirus + Augmentation
SRAS ?
Insertion d'une Ef(u’::zss'on
BVDV NS3 ? partie de LC3 dans
la polyprotéine nouv'glle .
protéine virale
Flavivirus
DENV-2 ? + Induit la formation Augmentation
d’autophagosomes
DENV-3 ? + (VOM). Augmentation
HSV-1 ICP34.5
Inhibition de L'inhibition de
Herpes KSH vBcel-2 ) Pautophagie par Pautophagie
P ADNdb yM68 M11 liaison avec la augmente le
protéine BECN1 titre viral
Cytomégalovirus ?
Réovirus Rotavirus NSP4 + ? ?
Activation de
Parvovirus ADNsb B19 ? + Fautophagie Augmentation

comme mécanisme
de survie cellulaire

(Modifié de Espert et al. 2007)
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MHV et SRAS

Le virus de I’hépatite murine (MHV) et le virus du syndrome respiratoire
séveére aigu (SRAS) sont deux autres virus & ARN simple brin pour lesquels
I'autophagie agit de fagon positive sur leur réplication. ls font partie de la famille
des Coronavirus et ont plusieurs similitudes avec le virus de I'hépatite C
(Prentice et al. 2004). Ce sont des virus enveloppés et leur réplication se fait
entiérement dans le cytoplasme. Une colocalisation entre la protéine
autophagique LC3 et certaines protéines virales impliquées dans le complexe de

réplication du MHV a été observée (Prentice et al. 2004). L'utilisation des VDM

A : € - "= 02um B & . }'n

i

Figure 10 : Observation de VDM en microscopie électronique.

(A} Induction de l'autophagie suite a I'infection par le virus de la polio dans la
lignée cellulaire cos-1 (D’aprés Suhy et al. 2000) (B) Induction de I'autophagie
par le virus du syndrome respiratoire sévére aigu (SRAS) dans la lignée cellulaire
Vero E6. La fléche blanche pointe des VDM et la fleche noire pointe une vésicule
contenant des nucléocapsides du SARS (D'aprés Goldsmith et al. 2004)

comme lieu de réplication du génome viral est I'hypothése la plus probable,
d’autant plus qu’une abolition de la production de la protéine autophagique
ATG5, chez la souris, diminue d’au moins 1000 fois le titre viral extracellulaire.
Une restauration de I'autophagie par I'ajout de protéine ATG5 exogéne est en

mesure de rétablir du titre viral dans les souris ATG5” & un niveau semblable
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aux souris ATG5"* (Prentice et al. 2004; Schmid et al. 2006; Espert et al. 2007).
Récemment, des images de microscopie électronique effectuées tot aprés
Iinfection par le SRAS ont démontré la présence de nombreuses VDM (figure 10
B) (Goldsmith et al. 2004; Snijder et al. 2006; Espert et al. 2007).

BVDV et DENV

Le virus de la diarrhée virale bovine et celui de la figvre de la dengue font
partie de la méme famille que le VHC, soit la famille des Flaviviridae. Le virus de
la fievre de la dengue cause généralement une infection fébrile bénigne,
cependant, dans certains cas, celle-ci peut dégénérer en figvre hémorragique et
causer la mort. Il existe quatre virus distincts de la fiévre de la dengue nommés
DENV-1 a DENV-4 (Khakpoor et al. 2009). Deux parmi ceux-ci ont fait I'objet
d’études afin de déterminer I'influence de I'autophagie sur leur réplication soit le
DENV-2 et le DENV-3. L’inhibition de I'autophagie diminue le titre viral autant
pour le DENV-2 que le DENV-3 (Khakpoor et al. 2009). Dans les deux cas, on
observe une colocalisation des protéines virales avec celles de I'autophagosome
(LC3). Les conclusions de ces études proposent que le virus utilise la membrane
des autophagosomes comme site de réplication du virus. Par contre, le DENV-2
utilise les VDM non associées au lysosome alors que le DENV-3 utilise autant les
autophagosomes que les autophagolysosomes pour sa réplication (Lee Y. R. et
al. 2008; Khakpoor et al. 2009; Panyasrivanit et al. 2009). Ceci fut démontré par
I’équipe de Khakpoor dont les résultats démontrent que I'ajout de L-asparagine
(L-Asn), un inhibiteur de la fusion entre le lysosome et I'autophagosome, diminue
le titre viral intracellulaire et extracellulaire de DENV-3. Cependant, chez le
DENV-2, [lutilisation de L-Asn augmente considérablement le titre viral

intracellulaire et extracellulaire (Khakpoor et al. 2009).

Le BVDV, contrairement aux virus de la polio, au rhinovirus, au MHV et au
SRAS, n'utilise pas les VDM comme charpente pour la réplication de son

genome. Dans ce cas-ci, une insertion d’une séquence de la protéine LC3 dans
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la polyprotéine virale conduit & I'expression d’une nouvelle protéine virale, la
protéine NS3. Cette protéine est générée par protéolyse a I'aide de la protéine
cellulaire autophagique ATG4. L’expression de NS3 génere la forme

cytopathogéne du virus (Fricke et al. 2004).

B19

Le virus B19 de la famille des parvovirus détient un génome d’ADN simple
brin et cause I'anémie aplasique (Nakashima et al. 2006). Durant son cycle de
réplication, le virus induit I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 et en phase
G2/M. De plus, il induit 'apoptose par I'expression de la protéine virale NS1
(Moffatt et al. 1998). Des études récentes ont montré que l'autophagie était
induite dans les cellules infectées et arrétés en phase G2. Cette activation de
I'autophagie serait nécessaire a la complétion du cycle viral en maintenant les
cellules en vie. Ainsi, le virus B19 activerait I'autophagie en phase G2 du cycle
cellulaire lors de I'infection dans le but de permettre la multiplication virale avant

la mort par apoptose de la cellule (Nakashima et al. 2006).

5.2 Virus qui inhibent le phénoméne

Bien que lautophagie soit avantageuse pour certains virus, il n’en
demeure pas moins qu’elle joue un role important dans I'immunite, ce qui a
mené a une adaptation des virus afin de contrer le phénoméne de xénophagie et
ainsi poursuivre leur cycle viral. Parmi ceux-ci, figurent plusieurs virus de la
famille des herpesviridae, le virus de I'herpés simplex de type 1 (HSV-1),
I’herpesvirus associé au sarcome de Kaposi (KSHV), le gammaherpesvirus 68
de la souris (yHV68) et le cytomégalovirus humain (CMV) (Schmid et al. 2006;
Orvedahl et al. 2007; Sinha et al. 2008). Tous sont en mesure d’échapper a la
xénophagie en empéchant soit la formation des VDM soit I'activation du

phénomene.
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Premierement, HSV-1, un virus herpés de la sous-famille des
Alphaherpesviridae, exprime la protéine ICP34.5 (infected cell protein 34.5), un
facteur de virulence neurologique, qui inhibe I'autophagie en liant la protéine
BECN1 et en agissant comme un antagoniste du PKR (Schmid et al. 2006;
Orvedahl et al. 2007). En effet, I'étude démontre qu’un mutant exprimant la
protéine ICP34.5, ou le domaine de liaison & la protéine BECN1 est absent, est
incapable de produire une encéphalite |étale chez la souris de type sauvage. Par
contre, la virulence neurologique est restaurée chez les souris PKR”" (Schmid et
al. 2006; Orvedahl et al. 2007; Shoji-Kawata et Levine 2009).

Deuxiémement, les virus herpés de la sous-famille des
Gammaherpesviridae, tels que I'herpesvirus associé au sarcome de Kaposi
(KSHV) et le gammaherpesvirus 68 de la souris, codent pour une protéine
homologue de Bcl2. KSHV exprime la protéine vBcl2 et yHV68 exprime la
protéine M11. On ne connait pas encore I'importance sur leur réplication d’une
abolition de I'autophagie, cependant il est important de noter que ceux-ci sont
tous deux des virus oncogeénes et que BECN1 fut d’abord identifié comme un

gene suppresseur de tumeur (Sinha et al. 2008).

Finalement, pour le cytomégalovirus (CMV), membre de la sous-famille
des Betaherpesviridae, plusieurs études démontrent qu’il est en mesure de
réguler & la baisse I'activité autophagique de la cellule en activant mTOR, mais le
mécanisme précis reste inconnu (Schmid et al. 2006; Chaumorcel et al. 2008;
Shoji-Kawata et Levine 2009).

5.3 VHC et autophagie

Deux études publiées dans la derniére année ont pu établir un lien entre le
VHC et l'autophagie. La premiére étude faite par I'équipe de Malika Ait-
Goughoulte, publiée en mars 2008, démontre que I'autophagie est induite suite

a l'infection par le VHC. Les résultats de cette étude ont été obtenus avec le
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génotype 1a du VHC (le clone H77), dans les lignées cellulaires Huh-7,5 et IHH
(immortalized human hepatocytes) (Ait-Goughoulte et al. 2008). Suite a
I’infection, ils ont démontré par microscopie électronique la présence de VDM
dans les cellules. Cependant, aucune colocalisation n’a été observée entre les
protéines autophagiques ATG5, LC3 et les protéines virales Core, NS4 et NS3.
Selon Ait-Goughoulte et son équipe, I'induction de I'autophagie suite a
Pinfection par le clone H77 ne sert pas a la réplication du virus. Plusieurs
hypothéses ont été émises, notamment que Iinfection par le VHC compromet
I'immunité innée et la voie de I'interféron, qui est impliqué dans I'activation de
'autophagie. Le stress du réticulum endoplasmique lié a I'infection par le VCH
pourrait aussi induire I'activation de I'autophagie (Ait-Goughoulte et al. 2008).
Leurs recherches ne permettent pas de répondre a ces hypothéses mais elles ne

démontrent qu’une augmentation de I'activité autophagique suite a l'infection.

En octobre 2008, I’équipe de Dona Sir publie a son tour un article
démontrant I'activation de I'autophagie suite a I'infection par le VHC. Tous leurs
résultats sont obtenus avec le génotype 2a, le clone JFH-1, dans la ligneée
cellulaire Huh-7,5 par électroporation d’ARN (Sir et al. 2008a; Sir et al. 2008b).
Les conclusions de leurs recherches proposent que la réplication du VHC induit
la formation de VDM et empéche la liaison entre les VDM induites et le
lysosome. Toujours selon I'équipe de Sir, l'induction des VDM apres
électroporation de I'ARN viral serait médiée par la voie des protéines mal
repliées (UPR unfolded protein response). En effet, ils démontrent dans leurs
résultats que I'infection par le VHC induit un stress du réticulum endoplasmique
qui se traduit par une activation des trois voies associées a la dégradation des
protéines mal repliées et que I'activation de ces voies méne a I'activation de
I'autophagie. Ensuite, leurs résultats confirment I'importance de I'activation de la
voie UPR pour la réplication du VHC. En utilisant la technique d’ARN
d’interférence dirigée contre les protéines PERK, IRE1 et ATF6 qui sont les trois

voies possibles d’activation de la voie UPR, Sir et son équipe démontrent que la
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réplication intracellulaire du VHC est diminuée. Les conclusions de cette
recherche sont que le VHC induit I'autophagie via la voie des protéines mal
repliés, mais que cette activation n’est pas compléte puisqu’il n'y a pas
d’augmentation au niveau de la dégradation de protéines dans la cellule, ce qui
est confirmé par I'incapacité des VDM a lier le lysosome (Sir et al. 2008a; Sir et
al. 2008b).
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Le lieu de réplication du VHC n’est toujours pas connu. Plusieurs
hypothéses demeurent encore a I'étude. Par exemple, on suppose que le
complexe de réplication serait assemblé sur le réseau de petites vésicules
membranaires (membranous web), sur les radeaux lipidiques (lipid raft) ou
encore sur des vésicules dérivées du réticulum endoplasmique. Depuis 2005, il
est possible d’étudier le cycle complet de réplication du VHC en culture
cellulaire. La possibilité de produire du virus en culture cellulaire a facilité les
recherches in vitro. Par contre, le site précis d’assemblage du complexe de
réplication reste encore indéterminé. Cependant, les derniéres années ont vu
naitre un essor considérable d’études sur I'autophagie, un phénomeéne de
recyclage intracellulaire important dans I’'homéostasie cellulaire. Bon nombre de
ces études ont démontré un lien entre la réplication de certains virus & ARN et le
phénomene d’autophagie. En effet, il a été démontré pour plusieurs de ces virus
tels que le virus de la polio, le virus de la dengue, le virus de Iartérite équine, le
SRAS et le virus de I'hépatite murine (MHV), que le site de réplication du
genome se situe sur les vésicules a double membrane lipidique produites durant

le phénomeéne d’autophagie.

Etant donné que le VHC est fortement apparenté a certains de ces virus
et que le site de réplication du génome n’est toujours pas identifié, nous avons
émis comme hypothése que le VHC utilise les autophagosomes formés
durant l'autophagie pour sa réplication. Afin de tester notre hypothése, nous
avons d’abord regardé le niveau d’autophagie suite & I'infection par le VHC.
Ensuite, nous avons regardé l'effet d’une abolition ou d’une induction de
I'autophagie sur la réplication du VHC. Finalement, nous avons regardé s'il

existait une interaction entre les protéines du virus et celles de I'autophagie.
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1. Cellules et virus
1.1 Lignées cellulaires

Les cellules Huh-7, une lignée de cellules hépatiques provenant d’un
hépatocarcinome humain, ont été cultivées dans un milieu Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) enrichi a dix pourcents de sérum de veau (FBS), a 50
unités/ml de péniciline G, a 50 ug/ml de streptomycine (Pen/Strep), & 1X de
sodium pyruvate et & 1X d’acides aminés non essentiels (MEM NEAA 100X,
Invitrogen # Cat: 11140). Les cellules ont été maintenues en culture dans un
environnement de 37°C, a cinq pourcents de CO,. A confluence d’environ 95 %,
elles ont été passées dans un ratio de 1:6 a l'aide de trypsine/EDTA et du

milieu de culture.

1.2 Production de virus

Les virus ont été produits par électroporation de transcrits d’ARN JFH-1
dans les cellules Huh-7 (Guevin et al. 2009). Pour ce faire, les cellules ont été
décollées a I'aide de trypsine/EDTA et culottées par centrifugation & 400 g
pendant cing minutes. Elles ont été lavées deux fois dans un milieu sans sérum
(OptiMem-1, Invitrogen) avant d’étre suspendues a une concentration finale de
1 X 107 cellules/ml. Dans une cuvette de 0,4 mm, dix microgrammes d’ARN ont
été ajoutés a 400 pl de cellules et une seule impulsion de 0,27 kV, 100 OHMS,
960 pF a été donnée via le « Gene Pulser system » (BioRad Laboratoires,
Hercules, CA). Finalement, les cellules ont été gardées en culture durant 60 jours
et le surnageant a été récolté aprés expansion des cellules dans un flacon de
culture cellulaire de 175 cm?® (F175) et conservé & -80°C sous I'appellation
JFH1%,
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2. Inducteurs et inhibiteurs de 'autophagie
2.1 Inducteurs

2.1.1 Milieu pauvre en nutriment

Le milieu pauvre en nutriment a été préparé frais et consistait en une
solution de base Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS, Invitrogen, # Cat : 14155)
de CaCl, 1,26 mM et MgCl, 0,493 mM. Avant chaque induction avec le milieu
pauvre, les cellules ont été lavées au DPBS 1X (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Sulfate, Invitrogen) pour retirer toute trace de nutriments. Ensuite, les cellules
ont été recouvertes du milieu pauvre et incubées a 37°C et cing pourcents de

CO, pendant trois heures.

2.1.2 Rapamycine

Deux solutions-méres de rapamycine (LC Labaratories, # cat : R-5000)
ont été préparées et conservées a -20°C, I'une de 50 mM et I'autre de 50 uM. La
solution de 50 mM a été obtenue par dissolution de cing milligrammes de
rapamycine dans 109,4 ul de DMSO. La solution de 50 uM a été obtenue par
dilution d’un microlitre de la solution & 50 mM dans un millilitre d’'H,O distillée.
La rapamycine a été ajoutée directement dans le milieu de culture a une
concentration finale de 50 nM pour les inductions de trois jours et 50 uM pour

les inductions de trois heures.

2.2 Inhibiteurs

2.2.1 3-Méthyladénine

Comme inhibiteur de I'autophagie, nous avons utilisé le 3-méthyladénine
(3-MA). La solution-mére de 3-MA d’une concentration de 200 mM et conservee
a -20°C a été obtenue par dissolution de 29,83 mg de 3-MA dans un millilitre
d’eau distillée et chauffée 4 100°C pendant environ cing minutes ou jusqu’a

dissolution compléte. La solution-mére a di étre chauffée avant chaque
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utilisation puisque le 3-MA précipite & température piéce. L’inhibition a été
obtenue par ajout de 3-MA directement dans le milieu de culture a une
concentration finale de dix millimolaire pendant trois heures ou cing millimolaire

pendant trois jours.

2.2.2 Inhibiteur du lysosome (E64D)

Un inhibiteur d’hydrolases lysosomiales, le E64D, a été utilisé. Il a permis
I'accumulation des vésicules autophagiques dans la cellule en empéchant leur
fusion et donc leur dégradation par le lysosome. Cet inhibiteur a permis la
visualisation de la protéine autophagique LC3 Il par immunobuvardage et a
facilité I'observation des vésicules & double membrane en microscopie
électronique. Il a été utilisé a dix microgrammes par millilitre pendant quatre

heures avant le conditionnement des cellules avec les composés chimiques.

3. Immunobuvardage de type western
3.1 Préparation des échantillons

Les cellules ayant atteint la confluence dans un plateau de culture de six
puits ou dans un flacon de culture cellulaire de 75 cm? (F75) ont été récoltées
aprés un lavage au DPBS 1X par I'ajout de tampon RIPA (50 mM Tris-HCL a pH
7,4, 1 % NP40, 1 % SDS, 150 mM NaCl et 1 mM EDTA) contenant un cocktail
d'inhibiteurs de protéase a raison d’une tablette par dix millilitres (Complete
Mini, EDTA -free, Roche). Les échantillons de cellules ainsi récoltés ont été
centrifugés a 12000 g pendant 20 minutes & quatre degrés Celsius afin de
précipiter 'ADN et les membranes. Le surnageant a été dosé a I'aide d’'une
trousse de détection utilisant I'albumine comme protéine étalon (BSA) (BCA

Protein Assay Kit, Pierce).
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3.2 Anticorps

Tous les anticorps primaires et secondaires ont été incubés dans une
solution de PBS 1X (8 g NaCl, 0,61 g Na,HPO,, 0,2 g KCl et 0,2 g KH,PO, dans
1L H,0,,) & cing pourcents de lait et 0,2 % de Tween-20. Afin de marquer pour
la protéine virale NS5A, un anticorps polyclonal de lapin anti-NS5A a été utilise a
une dilution de 1 : 2000 et un anticorps secondaire de chévre reconnaissant les
chaines lourdes et légéres des IgG du lapin et couplé a la peroxydase de raifort
(HRP) (Jackson immunoResearch # cat : 111-035-008) a été utilisé a une dilution
de 1 : 10000. Pour les protéines autophagiques, les anticorps de lapin anti-ATG5
(dilué 1/1000), anti-ATG7 (dilué a 1 :2000, ProSci incorporated # cat: 3617),
anti-ATG12 (dilué 1 : 200, Cell Signaling # cat : 2010), et anti-LC3 (dilue 1 : 1000,
MBL # Cat : PD014) ont été utilisés, ainsi que I'anticorps provenant de la chevre,
anti-BECN1 (1 : 1000, Santa Cruz # cat : sc-10086). Les anticorps secondaires
couplés a la HRP, reconnaissant les chaines lourdes et légéres des IgG de lapin
et de chévre, ont été utilisés a une dilution de 1 : 10000 et 1 : 100000 pour I'anti-
IgG de lapin et 1 : 100000 pour I'anti-IgG de chévre (Jackson immunoResearch
# cat : 705-035-003). Afin de normaliser les échantillons entre eux, I'actine a éte
utilisée comme marqueur de protéine cellulaire (Sigma # cat : A5441). L’actine a
été marquée & I'aide d’un anticorps monoclonal de souris anti-actine, utilisée a
une dilution de 1:5000. Un anticorps secondaire couplé a la HRP,
reconnaissant les chaines lourdes et légéres des IgG de souris a été utilisé a une
dilution de 1 : 20000 (Thermo Scientific # cat : 31430).

3.3 _Immunobuvardage

Aprés que les volumes de lysats eurent été déterminés, les échantillons
ont été préparés par ajout de tampon de chargement dans une proportion de
deux volumes d'échantillons pour un volume de tampon de chargement. Les
échantillons ont été chauffés & 100°C pendant quatre minutes et centrifugés une

minute & 13000 rpm. Pour la protéine autophagique LC3, les échantillons ont été
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chargés dans un gel d’acrylamide dénaturant & 16 %. Pour les autres protéines
(NS5A, ATGS5, ATG7, ATG12, BECN1), les échantillons ont été chargés dans un
gel d’acrylamide dénaturant & 12 %. Dans tous les cas, les protéines ont été
séparées par électrophorése dans un tampon de migration (3 g de Tris, 14,4 g
de glycine et 1 g de SDS dans 1L H,0,,) pendant 60 minutes & 174 volts. Les
protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de polyvinylidene
fluoride (PVDF) par transfert semi-sec a l'aide d’un « Trans-Blot SD semi-dry
transfer cell » (Biorad # cat: 170-3940) en présence du tampon de transfert
(25 mM Tris, 192 mM Glycine, 20 % Methanol et 0,1 % SDS) pendant 45

minutes a 25 volts.

Tableau 4 : Résumé des anticorps d’immunobuvardage de type western

Anticorps primaire Dilution Anticorps secondaire Dilution Révélation
Anti-ATG5 1:1000 1:10000  Pico ~ 3 minutes
Anti-ATG7 : 2000 1:100000 Dura ~ 10 secondes

Anti-lappin (Jackson et

1
Anti-ATG12 1:200 al) 1:10 000 Pico ~ 20 minutes
Anti-LC3 1:1000 1:10000 Pico ~ 1 minute
Anti-NS5A 1:2000 1:10 000 Pico ~ 1 minute
Anti-BECNT 1:1000  Aenevreacksonet 4100000  pura - 1 minute
Anti-Actine 1: 3000 Anti-souris (Pierce) 1:10 000 Pico ~ 5 secondes

Pico : « SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate » Dura : « SuperSignal West Dura »

Ensuite, les membranes ont été plongées dans une solution de PBS 1X a
cing pourcents de lait et 0,2 % de Tween-20 pendant une heure a température
piéce ou bien toute la nuit & quatre degrés Celsius, afin de bloquer les sites de
liaison non spécifiques a I'anticorps primaire. La membrane a ensuite été
incubée avec I'anticorps primaire sous agitation constante durant toute la nuit a
quatre degres Celsius. Aprés avoir fait quatre a six lavages de six minutes au
PBS 1X avec 0,2 % de Tween-20, la membrane a été incubée avec Ianticorps
secondaire pendant une heure a température piéce, sous agitation constante.
Une autre série de lavages de six minutes a été effectuée avant la révélation au

« SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate » (Thermo Scientific #
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cat : 34080) ou au « SuperSignal West Dura » (Thermo Scientific # cat : 37071)
sur des films Kodak XAR.

4. Immunofluorescence
4.1 Microscopie a balayage confocal

La distribution de la protéine LC3 de la forme diffuse a ponctuée dans le
cytoplasme a été observée a I'aide d'un plasmide exprimant la protéine LC3
couplée a la protéine fluorescente verte (GFP). Le plasmide a été obtenu du Dr.
Tamotsu Yoshimori du «Research Institute For Microbial Diseases » de
I’Université d’Osaka. Des cellules de la lignée cellulaire Huh-7 ont été infectées
avec le VHC JFH-1 puis transfectées avec le plasmide codant pour la protéine
GFP-LC3.

Un plateau de culture de six puits a été ensemencé avec des cellules
Huh-7 & dix pourcents de confluence et placé a 37°C et cing pourcents de CO,
pendant 24 heures. Les cellules ont ensuite été infectées avec deux millilitres de
surnageant JFH-1. Trois jours plus tard, le plasmide GFP-LC3 a été transfecte
dans les cellules, a4 85 % de confluence, a I'aide de la lipofectamine 2000
(Invitrogen) a raison de quatre microgrammes d’ADN plasmidique par puits.
L’incubation a duré 24 heures a 37°C et cinq pourcents de CO,. Ensuite, les
cellules ont été décollées a 'aide de la trypsine/EDTA et transférées dans un
plateau de culture de 24 puits sur des lamelles #1 & une concentration d’environ
40000 cellules / puits. Elles y ont été incubées pendant 24 heures. A ce stade,
trois séries d’échantillons différents ont été préparées parallélement: (1)
induction de 'autophagie a la rapamycine 50 uM ou (2) avec le milieu pauvre en
nutriment pendant trois heures et (3) inhibition de I'autophagie avec le 3-MA dix
millimolaire pendant trois heures. Enfin, les cellules ont été fixées avec la

paraformaldéhyde quatre pourcents pendant dix minutes & température piece.
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Finalement, les cellules ont été marquées pour la protéine virale NS5A a
Faide de I'anticorps polyclonal anti-NS5A a une dilution de 1:200 dans une
solution de blocage constituée de trois pourcents de protéine d’albumine (BSA),
de 0,3 % de triton X-100 et de dix pourcents de SBF pendant une heure a
température piéce. Aprés quatre lavages de cinq minutes au PBS 1X, les cellules
ont été incubées avec un anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa
568 et reconnaissant les IgG de lapin pendant une heure & température piéce.
Ce fluorochrome absorbe a 579 nm et émet dans le rouge & 603 nm. Ensduite,
quatre lavages au PBS 1X ont été faits avant de marquer le noyau au 4’, 6-
diamidino-2-phenylindole, dilactate (DAPI) pendant cing minutes. Finalement, les
lamelles ont été montées sur lame avec du « ProLong Gold antifade reagent »
(Invitrogen). Vingt-quatre heures aprés le montage, les lames ont été observées
par microscopie a balayage confocal (Bio Rad Radiance 2000 mounted onto a
Nikon Eclipse E-800 upright microscope, objective 60X oil immersion NA 1.4)
pour la prise de photos et par microscopie a fluorescence (inverted Microscope
Nikon TE-2000, equipped with a Sutter DG 4 Illumination system and a Roper
Coolsnap HQ, CCD camera control by Metamorph software.) pour le décompte.
Un total de 100 cellules positives pour les protéines GFP-LC3 et NS5A ont été

comptées par condition.

4.2 Eoyer infectieux

Le nombre de foyers infectieux obtenus aprés conditionnement des
cellules a été déterminé dans un plateau de culture de 96 puits. Celui-ci a tout
d’abord été ensemencé & 3000 cellules/puits et incubé a 37°C et cinq pourcents
de CO, pendant 24 heures. Ensuite, les composés chimiques ont été ajoutés au
milieu, trois heures avant I'infection avec 25 ul de surnageant JFH1%". La plaque
a été incubée pendant trois jours avant que les cellules soient fixées au
paraformaldéhyde quatre pourcents pendant dix minutes & température piéce.
Finalement, les cellules ont été marquées pour la protéine NS5A et observées au

microscope a fluorescence (inverted Microscope Nikon TE-2000, equipped with a
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Sutter DG 4 lllumination system and a Roper Coolsnap HQ, CCD camera control

by Metamorph software.) tel que décrit dans la section immunofluorescence.

Le méme procédé a été utilisé pour compter les foyers infectieux du
surnageant de cellules déja infectées et traitées a la rapamycine et au 3-MA
pendant une période de trois jours. Dans ce cas, 50 ! de surnageant ont éte

ajoutés au milieu et la plaque a été incubée pendant trois jours.

5. Dosage des ARN viraux (Tagman)
5.1 Extraction de 'ARN intracellulaire

L’ARN total intracellulaire et le surnageant des expériences d’induction et
d’inhibition ont été récoltés. Ainsi, les cellules ont été récoltées par ajout d’un
millilitre de trizol (Invitrogen), qui a permis la dissociation complete des
complexes de nucléoprotéine directement dans le puits. Les échantillons ont été
transférés dans un tube de 1,5 ml et conservés sur glace. Ensuite, 'ARN total
intracellulaire a été extrait par phénol-chloroforme. Premiérement, les
échantillons ont été incubés avec 0,2 ml de chloroforme a température piéce
pendant trois minutes puis centrifugés a quatre degrés Celsius pendant 15
minutes a 12 000 g. Les surnageants, qui contiennent I'ARN, ont été récoltés
dans un tube de 1,5 ml. Deuxiémement, 0,5 ml d’alcool isopropylique a éte
ajouté et les tubes ont été incubés pendant dix minutes a tempeérature piece
avant d’étre centrifugés a quatre degrés Celsius pendant dix minutes a 12 000 g.
Finalement, les surnageants ont été retirés et les culots d’ARN ont été lavés a
I’éthanol 70 % puis dissous dans 50 ul d’eau DEPC.

5.2 Extraction ARN extracellulaire

L’ARN extracellulaire a été extrait des surnageants de culture cellulaire a
I'aide du kit QiAamp viral RNA (Qiagen). Les surnageants cellulaires ont été

centrifugés pendant cing minutes a 400 g afin de culotter les cellules mortes et
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140 pl de surnageant ont été utilisés pour I'extraction d’ARN suivant le protocole
de Qiagen. L’ARN extrait a été conservé a -80°C et 11 ul ont été directement

utilisés pour la transcription inverse-réaction de polymérisation en chaine.

5.3 Transcription inverse-réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR)

Une transcription inverse de I’ARN isolé (sections 5.1 et 5.2) a mené a la
génération d’ADN complémentaire (ADNc). Celui-ci a été utilisé pour la réaction
de polymérisation en chaine de type Tagman afin de produire plusieurs copies
d’ADNc du génome du virus a l'aide d’amorces spécifiques aux régions
conservées du virus de I'hépatite C. Dans le cas de I’ARN intracellulaire, un
contrle interne, la sous-unité ribosomale 18S, a été utilisé afin d’uniformiser les
quantités initiales d’ARN. 250 ng d’ARN cellulaire total ont été utilisés pour la
réaction de transcription inverse. L’ARN a été incubé trois minutes & 70°C puis
placé deux minutes sur glace avant d'y ajouter quatre microlitres de tampon de
transcription inverse (RT-Buffer 5X, invitrogen), deux microlitres de DTT (0,1M),
un microlitre d’amorce aléatoire p(dN6) (100 ng/ul), un microlitre de dNTP
(20 mM), 20U d’RNAsin et 100U de transcriptase inverse MMLV. Les
échantillons ont ensuite été incubés pendant dix minutes & 25°C puis une heure
a 37°C pour finalement étre inactivés 15 minutes & 70°C. Puis, les échantillons
ont été dilués dans 180 pl d’eau DEPC. L’amplification s’est faite avec 2,5 pl
d’ADNc dans un volume final de 25 ul de solution de réaction constituée de
8,6 ul d’'H,0, 0,5 ul de sonde FAM-UTR (12,5 pmole/pl)
5’CCGGAATTGCCGGGAAGACTG3’, 0,25 ul de chacune des amorces JFH-1
(90 pmole/ul, Al 5’'UTR-H 5TCTGCGGAACCGGTGAGT3’ et 2a 5'UTR-R
S’GAGTGGGTTTATCCAAGAAAGS’), 0,125 ul de sonde VIC-18S, 0,125 pul de
chacune des amorces 18S (40 uM, Applied Biosystem) et 12,5 ul de solution de
tampon Tagman (Tagman universal Master Mix 2X, Applied Biosystem).
Finalement, I'amplification a été produite suivant une succession de cycles

thermiques dans un Rotor-Gene RG-3000 (Corbet Research). Le cycle consiste
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en un premier temps d’attente de deux minutes a 50°C, suivi d’un deuxieme
temps d’attente de dix minutes a 95°C. Une fois les deux temps d’attente
terminés, une série de 40 cycles est effectuée. Un cycle est composé de deux
temps d’incubation différents soit: 95°C pendant 15 secondes suivi de 60
secondes & 60°C. Le temps total de la réaction de polymérisation en chaine est

de 114 minutes.

Le protocole pour le Tagman sur I’ARN extracellulaire est le méme, a la
différence que la sonde Vic 18S et les amorces pour le géne de la 18S n’ont pas

été utilisées.
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1. Caractérisation de I'activité autophagique des cellules.

Avant de déterminer si lactivité autophagique des cellules était
importante pour la réplication du VHC, nous avons dans un premier temps
déterminé I'activité autophagique basale de notre lignée cellulaire Huh-7 ainsi
que celles de nos contrdles d’induction et d’inhibition. Pour ce faire, les cellules
ont été transfectées avec le plasmide GFP-LC3. 48 heures plus tard, elles ont
été conditionnées avec la rapamycine (50 uM), le milieu déplété en nutriment ou
le 3-MA (10 mM) pendant trois heures. Tel que décrit dans la section 4.2.2 de la
revue de littérature, la protéine LC3, lorsque I'autophagie était activée, subissait
différentes modifications menant a sa relocalisation dans la cellule. Ainsi, LC3
acquérait en région C-terminale un PE et devenait membranaire, passant de la
forme diffuse (LC3-l) dans le cytoplasme a la forme ponctuée (LC3-Il) sur les
VDM. C'est pourquoi I'une des principales fagons d’observer I'activation de
I'autophagie était de visualiser, par immunofluorescence, la distribution de la

protéine LC3.

La figure 11 illustre bien la relocalisation de la protéine LC3. Cette
derniére a passé de la forme diffuse a la forme ponctuée suite a I'activation de
I'autophagie. Nos cellules contrdles ont montré quelques cellules en autophagie
pour lesquelles la protéine LC3 était retrouvée sous la forme ponctuée (LC3-ll),
et quelques cellules en absence d’autophagie pour lesquelles la protéine LC3
est diffuse dans le cytoplasme (LC3-l) (figure 11A panneau de gauche). Notre
controle positif était représenté par les cellules traitées a la rapamycine (50 uM)
pendant trois heures. Ce controle est déja largement utilisé dans les études sur
I'autophagie (Lee Y. R. et al. 2008; Wong et al. 2008; Thomson A. W. et al. 2009).
Nos résultats nous permettaient d’affirmer que le traitement a la rapamycine
fonctionne bien dans notre lignée cellulaire puisque la protéine LC3 de nos
cellules traitées se retrouvait essentiellement sous la forme ponctuée. La

ponctuation était plus abondante dans les cellules induites que dans les cellules
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controles. Ceci pourrait étre d(i au fait que la rapamycine agit directement sur
mTOR, ce qui activait fortement I'autophagie dans les cellules, puisque mTOR
était continuellement inactif au lieu de ponctuellement inactif. En effet, les
cellules contréles montraient plutét une activité basale de I'autophagie
nécessaire & 'homéostasie de la cellule, régulée par ses différents stimuli
externes et internes. Une ponctuation était aussi observée lorsque nous placions
les cellules en situation de famine. Par contre, cette ponctuation était moins
prononceée, le nombre de cellules ponctuées était moins élevé et une mort
cellulaire abondante était observée a long terme contrairement a la situation
avec la rapamycine. C’est pourquoi dans les expériences ultérieures nous
n’utiliserons que la rapamycine comme contréle d’activation de I'autophagie.
Finalement, pour notre contréle d’inhibition de I'autophagie, nous avions utilisé
un second composé chimique, le 3-MA. Ce dernier, aussi largement utilisé pour
étudier l'autophagie, agissait sur la formation du complexe d’activation de
I'autophagie empéchant la formation de VDM (Chang et al. 2007; Lee Y. R. et al.
2008; Wong et al. 2008). Ainsi, I'ajout de 3-MA a une concentration finale de dix
millimolaire pendant trois heures était suffisant pour inhiber [I'activité
autophagique de base de notre lignée cellulaire puisque la protéine LC3 se

retrouvait essentiellement sous sa forme diffuse dans le cytoplasme.

Suite & ces observations, nous avons compté le nombre de cellules GFP-LC3
ponctuées sur un total de 100 cellules GFP positives. Le graphique illustré en
figure 11B représentait la moyenne de trois expériences indépendantes et
indiquait le pourcentage des cellules en autophagie pour chacune de nos
conditions. Cette expérience nous a permis d'établir I'activité autophagique de
base de notre lignée cellulaire, mais aussi celle de nos contréles d’induction et
d’inhibition. De ce fait, 31,7 % des cellules non traitées étaient en autophagie
alors que ce nombre s’élevait & 58,3 % pour les cellules placées en famine et &
82,3 % pour les cellules traitées a la rapamycine. Ensuite, nous avons observé

une baisse significative de 'autophagie dans nos cellules traitées avec le 3-MA
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puisque seulement 13,6 % des cellules sont encore en autophagie. En résumé,
cette expérience nous a permis d’établir I'activité autophagique basale de notre
lignée cellulaire et les conditions idéales d’induction et d’inhibition a I'aide de
nos composés chimiques, afin d’avoir de bons contréles positifs et négatifs pour

étudier I'effet de I'autophagie sur la réplication du VHC.
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Figure 11 : Activité basale de I'autophagie dans la lignée Huh-7.

(A) Transfection du plasmide pEGFP-LC3 dans les cellules Huh-7 et induction de |'autophagie
pendant 3h avec 50 uM de rapamycine ou 500 ul de milieu sans nutriment et inhibition de
I'autophagie pendant 3h avec 10 mM de 3-MA. Les photos ont été prises avec le microscope a
fluorescence a 40X (microscope inversé Nikon TE-2000) (B) Décompte des cellules en autophagie
(GFP-LC3 sous forme ponctuée) sur un total de 100 cellules GFP positif. Le graphique représente
la moyenne de 3 expériences indépendantes.
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2. Induction de I'autophagie dans la lignée cellulaire Huh-7
infectée

Une fois lactivité autophagique caractérisée pour chacun de nos
contrles, nous avons déterminé si I'infection par le VHC avait une influence sur
Pactivité autophagique de nos cellules. Ainsi, les cellules ont été infectées avec
du surnageant JFH1%" durant trois jours. Ensuite, elles ont été transfectées avec
le plasmide GFP-LC3 et 48 heures aprés, elles ont été traitées a la rapamycine
(50 uM) ou au 3-MA (10 mM) pendant trois heures. Les lamelles ont été
marquées contre la protéine virale NS5A. De cette fagon, nous pouvions
déterminer s’il y avait ponctuation de la protéine LC3 dans les cellules infectées.
La figure 12A a démontré par immunofluorescence que lorsque les cellules sont
infectées par le VHC, la protéine LC3 se retrouve sous la forme ponctuée,
signifiant que l'autophagie est activée. Nous avons aussi observé que les
cellules ou linfection était moins avancée étaient par le fait méme moins
ponctuées. Ainsi, plus il y a présence de la protéine NS5A dans la cellule,
demontrant une forte réplication du virus, plus I'autophagie est activée. Ce
phénomene est représenté par une téte de fléche blanche dans le panneau du
haut de la figure 12A (Huh-7 JFH1). De plus, dans la figure précédente nous
avons observé que les cellules traitées avec I'inhibiteur 3-MA démontraient une
localisation diffuse de la protéine LC3. C’est pourquoi il est intéressant de noter
qu’en situation d’infection le 3-MA inhibait 'autophagie uniquement dans les
cellules non infectées par le VHC. Ce résultat laissait croire que I'inhibiteur n’est
pas en mesure de contrer I'induction de I'autophagie dans les cellules infectées,
tel qu’'a eté observé dans le panneau du bas de la figure 12A (illustré par la
fleche blanche dans les cellules Huh-7 JFH1 3-MA).
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Figure 12 : Activation de I'autophagie dans les cellules infectées par le VHC.

(A) Cellules Huh-7 transfectées au jour 3 post infection avec le plasmide pEGFP-LC3 et marquées avec un
anticorps contre la protéine virale NS5A. 48 heures aprés, induction (50 uM rapamycine) et inhibition
(10 mM 3-MA) de I'autophagie pendant 3 heures. Les photos ont été prises avec un microscope confocal
(Bio Rad Radiance 2000 posé sur un Nikon Eclipse E-800, objective 60X, immersion a I'huile, NA 14)as
jours post-infection. (B) Décompte des cellules ponctuées sur 100 cellules GFP et NS5A positives.

Le graphique illustré dans la figure 12B représentait le pourcentage de
cellules en autophagie. Le nombre de cellules GFP-LC3 ponctué sur 100 cellules
GFP et NS5A positives a été compté. A titre de controle, le nombre de cellules

GFP-LC3 ponctué sur 100 cellules GFP positives, mais NS5A négatives a aussi
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éte compté afin de nous assurer que la présence de cellules infectées n’avait
pas d’effet sur les cellules non infectées voisines. D’autre part, étant donné que
divers stress peuvent induire I'autophagie, il était préférable de toujours analyser
les contrbles dans les mémes conditions que les échantillons. Ainsi, nous avons
pu remarquer une forte augmentation de I'activité autophagique des cellules
infectées (71,7 %) par rapport aux cellules non infectées (29,7 %). Cette
augmentation était proportionnelle a celle observée en présence de I'inducteur.
En effet, I'ajout de rapamycine n’a pas eu d’effet significatif sur le pourcentage
de cellules en autophagie. Ceci était probablement dii au fait que I'infection
induisait déja fortement l'autophagie dans les cellules. D’autre part, il était
intéressant de voir que I'inhibiteur n’était pas en mesure de contrer I'induction
suite a I'infection par le VHC. Effectivement, I'ajout de 3-MA diminuait I’activité
autophagique des cellules, cependant cette diminution ne restaurait pas
I'activité autophagique basale observée en temps normal avec I'inhibiteur qui est
d’environ 13 % (figure 11B). Ainsi, 67,3 % des cellules demeuraient en
autophagie en présence de I'inhibiteur (figure 12B). Ce pourcentage de cellules
en autophagie était comparable a celui observé dans les cellules infectées sans
traitement (71,7 %). Comme les cellules non infectées montraient un phénotype
diffus de la protéine LC3 et que le pourcentage de ces cellules représentait le
niveau basal observé en présence de Iinhibiteur (10,8 %) (figure 12B), nous
pouvions conclure que l'inhibition & court terme de I'autophagie avec le 3-MA
n’était pas efficace en situation d’infection par le VHC et donc que les cellules

infectées demeuraient en autophagie.

Suite a ces observations, nous avons vérifié par immunobuvardage de
type western si I'infection avait un effet sur d’autres protéines autophagiques
impliquées dans la formation des VDM. Nous avons donc récolté des lysats de
cellules infectées >90% et les avons marquées contre les protéines
autophagiques ATG5, ATG7, ATG12, BECN1 et LC3 ainsi que contre la protéine
virale NS5A. Les protéines ATG5, ATG12 et ATG7 étaient essentielles a la
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Observation de I'expression des protéines autophagiques
par immunobuvardage de type Western entre la lignée
Huh-7 infectée et la lignée Huh-7 non infectée.

dans nos cellules infectées par
rapport a nos cellules non
infectées pour les protéines ATG5, ATG7, ATG12 et BECN1 (figure 13). Nos
résultats concordaient avec la littérature puisqu’il est connu que les protéines
ATG5, ATG7 et ATG12 ne sont pas induites suite a I'activation de I'autophagie.
Pour ce qui est de la protéine BECN1, la littérature est controversée. Certaines
études démontraient une induction de BECN1 suite a I’activation de I'autophagie
alors que d’autres non. En effet, la majorité des papiers publiés démontraient
que I'activation de 'autophagie était du a la dissociation di complexe BECN1-
Bcl-2 et BECN1-Bcl-x, (Sinha et Levine 2008; Wei et al. 2008). Ainsi, |’activation
de l'autophagie était dépendante des partenaires cellulaires de la proteine
BECN1 plutét que de son activation ou bien de son induction (Levine et al. 2008;
Sinha et Levine 2008). De ce fait, il serait peut probable de remarquer une
augmentation de la quantité de BECN1 suite a 'activation de I'autophagie. Cette
expérience a permis de confirmer notre résultat observé en figure 12, soit que
I'autophagie est activée suite a I'infection par le VHC, puisque nous retrouvions
la bande LC3-Il en plus grande concentration dans notre échantillon infecté par
le VHC (figure 13).
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Ces deux expériences confirmaient les résultats observés par I'équipe de
Ait-Goughoulte et celle de Sir, lesquelles affirmaient que I'autophagie est activée
suite a linfection par le VHC. Par contre, nous n’avons pas utilisé la méme
technique puisque I'équipe de Ait-Goughoulte a utilisé une autre souche virale de
génotype 1a (clone H77) ainsi qu'une lignée cellulaire spécifique (IHH,
immortalized human hepatocytes). De plus, I'équipe de Sir a procédé uniquement
par électroporation de transcript d’ARN viral JFH1. Somme toute, nous étions
d’accord que linfection par le VHC induit 'autophagie. Par contre, nos résultats
vont plus loin, en indiquant le pourcentage de cellules activées par I'infection, ce
que les deux autres équipes n’ont pas démontré. De plus, notons que I’équipe de
Ait-Goughoulte confirmait I'activation de I'autophagie par une accumulation de
protéine BECN1 dans le temps suivant linfection et par la présence d'un
complexe réunissant les protéines ATG5, AGT12, ATG16 a 200 KDa. De tels

résultats n’ont jamais été observés durant nos expérimentations.

3. Diminution de Pinfection suite a I’inhibition de I’autophagie.

Maintenant que nous avons démontré que I'infection par le VHC induisait
I'autophagie dans les cellules infectées, nous avons étudié I'effet de I'autophagie
sur la réplication virale du VHC. Pour ce faire, des cellules Huh-7 non infectées
ont d'abord été traitées avec de la rapamycine (50 nM) ou du 3-MA (5 mM)
durant trois heures. Les cellules ont ensuite été infectées avec du surnageant
JFH1% et incubées pendant trois jours, toujours en présence des composés
chimiques inhibiteurs ou inducteurs. Les cellules ont été marquées contre la
proteine NS5A du VHC et les foyers infectieux ont été comptés au microscope a
fluorescence. Les résultats sont présentés dans la figure 14 sous la forme d’un
graphique représentant le pourcentage d’infection. Nos cellules contrdles,
représentant une infection standard, ont été établies arbitrairement a 100 %
d’'infection. Nous observions une faible diminution du pourcentage d’infection
avec la rapamycine. Ce résultat peut étre expliqué par la cytotoxicité lors des

expériences a long terme observées a cette concentration de rapamycine. Par
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ailleurs, il était intéressant d’observer une forte diminution du pourcentage
d’infection en présence de linhibiteur 3-MA. En effet, suite au traitement
entrepris trois heures avant I'infection et se prolongeant durant les trois jours
d’infection, nous n’obtenions que 11,4 % d’infection, ce qui représentait une
baisse de 88 % de I'infection. Ainsi, ces résultats suggéraient que I'induction de
I'autophagie est un phénoméne nécessaire pour la réplication du VHC. Ce qui
était intéressant puisque ces résultats ont déja été observés dans le passé avec
d’autres virus a2 ARNsb de polarité positive tels que le poliovirus et le virus de la
dengue (Taylor et Kirkegaard 2007; Lee Y. R. et al. 2008; Huang et al. 2009;
Khakpoor et al. 2009). Notons aussi que ces deux virus utilisaient les
autophagosomes produits durant I'autophagie pour assembler leur complexe de
réplication, ce qui laissait croire que le VHC pourrait aussi utiliser les

autophagosomes pour sa réplication.

Afin de déterminer plus précisément a quels niveaux linhibition de
I'autophagie interférait avec la réplication du VHC, nous avons traité des cellules
déja infectées a >90 % avec le 3-MA a des concentrations finales de cinq
millimolaire et de dix millimolaire durant trois jours (figure 15A). Comme
I'induction de I'autophagie avec la rapamycine n’a eu aucun effet significatif sur
la réplication virale, nous avons poursuivi les expériences en étudiant
uniquement I'effet, sur la réplication virale, d’une inhibition de I'autophagie a
I'aide du 3-MA. Ainsi, le surnageant a été récolté pour analyser la quantité de
particules virales infectieuses par le dénombrement des foyers infectieux (figure
15D). De plus, les ARN intracellulaires et extracellulaires ont été récoltés afin
d’étre analysés par gRT-PCR de type Tagman. Tout d’abord, les figures 15 A et
B représentaient la quantité d’ARN viral intracellulaire (A) et extracellulaire (B)
produit durant le traitement de trois jours au 3-MA. Nous pouvons remarquer
dans les deux cas une diminution significative de la production d’ARN viral suite
au traitement avec le 3-MA. En effet, une diminution d’au moins 66 % de la

production d’ARN virale intracellulaire est observée lorsque les cellules sont



73

traitées avec le 3-MA & une concentration de cing millimolaire durant trois jours
et une diminution d’au moins 85 % lorsqu’elles sont traitées avec le 3-MA a une
concentration de dix milimolaire. La diminution observée pour I’ARN
extracellulaire était semblable & celle de I'’ARN intracellulaire, ce qui nous
permettait de conclure que I'autophagie est importante & la réplication du virus.
De plus, notre expérience nous permettait aussi d’affirmer que I’autophagie n’a

pas d’effet sur I'entrée du virus

puisque si tel était le cas, il n’y aurait
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Figure 14 : Diminution de la réplication virale forte diminution du nombre de

aprés abolition de 'autophagie.

Les cellules Huh-7 ont été traitées avec 50 nM de particules virales sécrétées. Ainsi,

rapamycine ou 5 mM de 3-MA pendant 3h. Ensuite, dans les deux cas, les cellules traitées
elles ont été infectées avec 2 ml de surnageant JFH1 ’

d,urant 3‘jours. Les cellules ont' 'ete marquees a I'aide au 3-M A, a une concentration de cinq
d’'un anticorps contre la protéine virale NS5A et le

nombre de foyers infectieux a été compté pour millimolaire démontraient une
chacune des conditions. La moyenne de 3 ’
expériences indépendantes est reportée dans le diminution du pourcentage d’infection

graphique.
d’au moins 86 % (figures 14 et 15C).

Finalement, I'ensemble des résultats obtenus aux figures 14 et 15 nous
permettait de conclure que I'autophagie était importante pour la réplication du
virus et que son effet aurait lieu aprés I'entrée du virus dans la cellule, mais
avant I'encapsidation de celui-ci. Donc, I'autophagie pourrait étre utile a la
traduction ou a la réplication durant 'infection. Ainsi, I'autophagie pourrait servir

de charpente a I'assemblage du complexe de réplication ou bien étre utile pour
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la relocalisation du virus ou tout simplement pour protéger le virus durant sa

réplication.
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Figure 15 : Diminution de l'infection suite a une abolition de I'autophagie dans la
lignée cellulaire Huh-7 déja infectée.

Les cellules infectées a > 90 % (A) ont été traitées avec le 3-MA a une concentration finale de 5 mM et
10 mM durant 3 jours. (A} L’ARN viral intracellulaire et extracellulaire (B) est récolté et quantifié par
gRT-PCR de type Tagman. (C) Le surnageant a été utilisé pour infecter des cellules naives durant trois
jours puis les foyers infectieux ont été comptés par immunofluorescence contre la protéine virale
NSS5A. (D) Les Photos ont été prises par microscopie a fluorescence (microscope inversé Nikon TE-
2000) et représentaient le nombre de foyers infectieux observés pour chacune des conditions
comptées en (C).
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4. Absence de colocalisation entre les protéines virales et
autophagiques.

Comme l'effet positif de I'autophagie sur la réplication du virus semblait
avoir lieu apres I'entrée, mais avant I'encapsidation, nous voulions observer s'il y
avait colocalisation de certaines des protéines virales avec la protéine
autophagique LC3. Pour ce faire, des cellules déja infectées par le virus JFH1%
ont été transfectées avec le plasmide GFP-LC3. 48 heures aprés la transfection,
elles ont été marquées pour les protéines virales NS5A, NS3 et Core. Nous
avons choisi trois protéines virales, soit deux impliquées dans le complexe de
réplication du génome, NS5A et NS3, et une dans I'encapsidation, Core. Bien
que les résultats précédents laissaient croire que le virus pourrait utiliser les
VDM comme site de réplication virale, aucune des trois protéines virales ne
colocalise avec la protéine autophagique LC3. Trois hypothéses pouvaient
expliquer ces résultats. Premiérement, I'expression de la protéine LC3-I1 pourrait
étre transitoire sur ces vésicules. Deuxiémement, il est possible que la protéine
LC3 n’interagissait pas avec le virus. Troisitmement, la relocalisation de la
protéine LC3 peut étre causée par une autre protéine virale que NS5A, NS3 ou
Core. Afin de s’assurer qu’il n’existait aucune colocalisation entre le virus et le
phénomene d’autophagie, un plus large éventail de protéines virales et
autophagiques devrait étre étudié. Notons toutefois que nos résultats
confirmaient ceux obtenus par I'équipe de Ait-Goughoulte qui a aussi observé
une absence de colocalisation entre les protéines virales NS3, Core et la protéine
autophagique LC3. De plus, nos résultats concordaient aussi avec les récentes
études qui démontraient que les protéines virales se retrouvaient associées avec
les vésicules de lipide. C’est pourquoi nous remarquions, pour les protéines
NS5A et Core, une distribution sous forme d’anneau dans le cytoplasme, telle
que mentionnée dans la littérature (Miyanari et al. 2007; Piodi et al. 2008;
Roingeard et al. 2008).
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GFP-LC3 Protéines virales

Superposition

Figure 16 : Absence de colocalisation avec les protéines virales.

Les cellules Huh-7 infectées a > 90 % ont été transfectées avec le plasmide pEGFP-LC3. 48h plus tard,
les cellules ont été marquées avec des anticorps contre les protéines virales NS5A, NS3 et core. Les
photos ont été prises a I'aide du microscope confocal (Bio Rad Radiance 2000 posé sur un Nikon Eclipse
E-800, objective 60X, immersion a I'huile NA 1.4).
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Le but de cette étude était de déterminer I'importance d’une activité
autophagique sur la réplication du virus de I'hépatite C. Etant donné que de plus
en plus d’études démontrent une interaction entre I'autophagie et I'infection par
les virus (Espert et al. 2007), nous voulions déterminer si le VHC faisait partie des
virus interagissant avec le phénoméne d’autophagie. A ce jour, deux voies
d'interactions ont été suggérées. Tout d’abord, I'autophagie nuit a la réplication
virale en limitant la réplication du virus, comme c’est le cas pour le virus de la
mosaique du tabac (Liu et al. 2005) et le virus Sindbis (Levine et al. 1996). Cela a
mené certains virus a développer des mécanismes pouvant inhiber I'autophagie
afin de permettre leur réplication. Parmi ceux-ci sont retrouvés certains virus
membres de la famille des herpesvirus (Schmid et al. 2006). Ensuite, certains
virus, par exemple le virus de la polio (Taylor et Kirkegaard 2007), le rhinovirus
(Jackson et al. 2005), le SARS-coV, le virus de I’hépatite murine (Prentice et al.
2004) et le virus de l'artérite équine, vont plutdt utiliser des composantes de
I'autophagie, telles que les autophagosomes, comme site d’assemblage du
complexe de réplication virale. Comme le virus de I’hépatite C est semblable aux
virus @ ARN pour lesquels une interaction favorable a été demontree, nous
supposions que I'autophagie serait importante pour la réplication du virus. Pour
ce faire, la lignée cellulaire Huh-7, une lignée d’hépatocyte humain, et le virus
JFH1 (génotype 2a), ont été utilisés. De cette fagon, il nous etait possible

d’étudier 'impact de I'autophagie en situation d’infection standard.

Notre premier objectif était de déterminer I'activité autophagique de base
de notre lignée cellulaire ainsi que les conditions idéales d’induction et
d’inhibition de I'autophagie. Cette premiere expérience est importante puisque
I'autophagie est facilement induite lorsque les cellules sont en stress. Ainsi,
d’une expérience a une autre ou d’une lignée cellulaire a une autre, I'activite
autophagique de base peut varier. Cette expérience nous a permis de

déterminer le niveau de base de I'autophagie dans notre lignée cellulaire Huh-7
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en condition normale de culture. Elle nous a aussi permis de démontrer que nos
conditions d’induction et d’inhibition du phénoméne d’autophagie étaient
représentatives de celles observées dans la littérature avec la rapamycine et le
3-MA (Rubinsztein et al. 2007). Ainsi, notre lignée cellulaire détient une activité
autophagique de base d’environ 30 % de cellules en autophagie et peut
facilement étre induite suite a 'ajout de rapamycine a environ 80 % de cellules
en autophagie ou inhibée suite a I'ajout de 3-MA a seulement 13 % de cellules
en autophagie. Cette premiére expérience n’a jamais fait I'objet d’étude
auparavant. |l etait donc important, avant de commencer nos expériences avec
le virus, de caractériser 'autophagie de notre lignée cellulaire et de s’assurer de

Pefficacité de nos contréles d’induction et d’inhibition de I'autophagie.

1. Activation de I'autophagie suite a I'infection par le VHC

Nous avons démontré que I'autophagie était induite dans les cellules
infectées par le VHC. Par immunofluorescence, nous avons clairement démontré
une relocalisation abondante de la protéine diffuse LC3 aux membranes des
VDM (figure 12A). De plus, nous avons observé une augmentation d’environ
41 % du nombre de cellules en autophagie lors de [Iinfection. Cette
augmentation de I'activité autophagique suite a I'infection par le VHC a aussi été
observee par I'équipe de Ait-Goughoulte et celle de Sir. L'équipe de Ait-
Goughouite a démontré I'activation de I'autophagie par microscopie électronique,
immunofluorescence et immunobuvardage de type western dans la lignée IHH
avec un virus de génotype 1a soit le clone H77. Cette lignée est produite par
introduction du géne de la protéine virale Core afin de produire une lignée
continue capable de réplication virale aprés infection par le virus de I'hépatite C,
H77 (Ait-Goughoulte et al. 2008). Notons que cette lignée cellulaire n’a jamais fait
I'objet d’étude par d’autres équipes que celle du Dr. Ray. Par ailleurs, I'équipe de
Sir a aussi démontré une activation de l'autophagie aprés transfection du
génome JFH1 dans la lignée cellulaire Huh-7.5, une lignée dérivée de la lignée

cellulaire Huh-7, par immunofluorescence et immunobuvardage de type Western.
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Dans leur cas, le phénoméne n’a pas été étudié lors d'infection normale par le
virus de I'hépatite C puisqu'ils ont procédé uniquement par électroporation de
transcrit d’ARN viral (Sir et al. 2008a). Somme toute, notre expérience a permis
de démontrer que I'autophagie était bien induite par le VHC lors d'une infection

normale dans la lignée cellulaire Huh-7.

Ce qui est dautant plus intéressant, c’est que l'autophagie demeure
activée dans les cellules infectées par le VHC, et ce, méme apreés le traitement
de trois heures avec l'inhibiteur 3-MA. En effet, I'autophagie est inhibée a environ
90 % dans les cellules non infectées et a environ 33 % dans les cellules
infectées. Cela signifie que 67 % des cellules infectées demeurent en autophagie
méme en présence de l'inhibiteur. Notons aussi que la rapamycine n‘augmente
que de 18 % la quantité de cellules infectées en autophagie. Cette faible
induction peut étre expliquée par le fait que linfection induit déja fortement
l'autophagie dans les cellules et qu’il est donc inutile d’induire le phénomene
chimiqguement. De tels résultats n'ont jamais été démontrés avec le VHC. Nous
avons aussi démontré par immunobuvardage de type Western que l'infection par
le virus n'induit pas la production de protéines autophagiques autres que la
protéine LC3-1l (figure 13). En effet, la quantité de protéines ATG5, ATG7, ATG12
et BECN1 demeure inchangée suite a linfection, mais nous observons
I'apparition de la forme membranaire de la protéine LC3, soit la forme LC3-Il.
Cette forme de la protéine LC3 n’est produite que lorsque I'autophagie est induite
dans la cellule (Kabeya et al. 2000), ce qui confirme le résultat observe par
immunofluorescence, démontrant une activation de [l'autophagie suite a
linfection. Il n'est pas encore bien défini dans la littérature si une augmentation
de la production de protéine BECN1 est nécessaire pour [lactivation de
lautophagie. Il se pourrait simplement que celle-ci soit séquestrée par
association avec les protéines Bcl-2 ou Bcl-X, empéchant l'activation de
lautophagie et que, lorsque linteraction BECN1-Bcl-2 ou BECN1-Bcl-X est
abolie, I'autophagie soit induite (Liang X. H. et al. 1998; Cao Y. et Klionsky 2007).
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De ce fait, si la protéine BECN1 n’est pas induite, mais plutot inactivée, il est
normal qu'aucun changement ne soit observé par immunobuvardage de type
western apres l'infection (Wong et al. 2008). Notons toutefois que I’équipe de Ait-
Goughoulte a pour sa part noté une augmentation dans le temps de la production
de proteine BECN1 suite a la transfection d’ARN du virus H77. Aucune autre
équipe n’a demontré de tels résultats dans le passé avec le VHC. De plus, elle
est la seule équipe a identifier un complexe de 200 KDa regroupant les protéines
ATG5, ATG12 et ATG16 avec lequel elle confirme I'activation de l'autophagie.
Pour notre part, les niveaux de protéines ATG5, ATG12, ATG7 et BECN1
demeurent inchangés apreés infection par le virus (figure 13). Nos résultats ont été
observés en situation d'infection stable ou plus de 90 % des cellules étaient
infectées. Nous n'avons pas vérifié en début d’infection, tel que Ait-Goughoulte et
al. l'ont fait. Par ailleurs, en début d'infection comme en situation d'infection
stable, nous aurions remarqué une différence au niveau de I'expression de la
protéine BECNT1 si l'infection par le VHC induisait son expression ; ce qui n’est

pas le cas.

2. Importance de I’autophagie sur la réplication du VHC

Comme il était évident que I'autophagie était activée par I'infection avec le
VHC, nous avons ensuite démontré I'importance d’une activité autophagique pour
la réplication du virus. Ainsi, lorsque l'autophagie est supprimée, la réplication
virale est diminuée d’environ 88 %. Cela est démontré par le traitement des
cellules avec l'inhibiteur 3-MA a une concentration finale de cing milimolaires,
trois heures avant l'infection avec le virus JFH1 et maintenue durant les trois
jours d'infection (figure 14). Ainsi, une abolition de I'autophagie pour une durée
de trois heures n’est pas suffisante pour inhiber I'activation de I'autophagie par le
virus dans les cellules déja infectées depuis cinq jours. Cependant, un traitement
débutant trois heures avant l'infection et se prolongeant pour les trois jours

d'infection permet d'inhiber fortement la réplication virale du VHC. Ce résultat
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démontre clairement que P'autophagie est requise pour la réplication du VHC
(figure 14). Bien qu'il soit évident que l'autophagie joue un réle positif sur la
réplication de notre virus, nous ne sommes toutefois pas en mesure d’expliquer a
quel niveau du cycle viral I'autophagie est requise. Suite a ces deux expeériences,
nous pouvons par contre conclure que le VHC ne fait pas partie des virus qui
inhibent I'autophagie afin de favoriser la réplication virale ni des virus pour
lesquels I'autophagie nuit & la réplication virale. Ainsi, on peut s’attendre a ce que
le virus de I'hépatite C fasse partie des virus qui tirent avantage de l'autophagie

pour sa réplication virale.

Suite au prétraitement des cellules avec l'inhibiteur 3-MA, nous avons
démontré que le VHC avait besoin de I'autophagie pour sa réplication. Afin de
préciser ol l'autophagie produit son effet positif durant la réplication du virus,
nous avons répété I'expérience sur des cellules déja infectées. Nos résultats ont
démontré une diminution significative de la production d’ARN intracellulaire, de
’ARN extracellulaire et de la production de virions suite & l'abolition de
lautophagie pendant trois jours. Ces résultats nous permettent de conclure que
leffet positif de I'autophagie a lieu aprés l'entrée du virus, mais avant
I'encapsidation. Ait-Goughoulte et son équipe n'ont pas observé de réduction de
la réplication virale par PCR en temps réel suite a I'ajout de l'inhibiteur 3-MA,

mais leurs résultats ne sont pas présentés (Ait-Goughoulte et al. 2008).

3. Absence de colocalisation

Comme l'autophagie semble jouer un réle important durant la réplication
du VHC, nous nous sommes penchés sur I’hypothése que le virus utiliserait les
autophagosomes comme charpente pour I'assemblage de nouveaux sites de
réplication virale. Cette hypothése pourrait expliquer que le virus ait besoin de
I'autophagie pour effectuer une réplication virale adéquate et par le fait méme,
expliquer que I'autophagie soit induite suite a l'infection. Plus le génome est

traduit, plus il y aura de complexes de réplication formés. D’autre part, nous
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savons que le virus induit la formation de petites vésicules suite a I’expression
de ces protéines virales (Hugle et al. 2001), mais la provenance de ces vésicules
demeure inconnue. Nous avons donc vérifié par immunofluorescence s'il y avait
colocalisation entre les protéines virales NS5A, NS3 et Core du VHC et la
protéine autophagique LC3. Nos résultats ne démontraient aucune
colocalisation entre les différentes protéines virales et la protéine autophagique
LC3, tout comme I'équipe de Ait-Goughoulte. Par contre, trois hypothéses
peuvent expliquer un tel résultat. Premiérement, il se peut que la protéine LC3 ne
s'exprime que de facon transitoire sur les VDM produites suite a l'infection.
Deuxiemement, il est possible que I'interaction entre I'autophagie et le virus ne
soit pas effectuée par I'entremise de la protéine LC3. Troisiémement, il est
possible que linteraction soit assurée par une autre protéine virale. C'est
pourquoi il est important de poursuivre les expériences en utilisant un plus large
éventail de protéines virales et autophagiques afin de déterminer s'il y a
effectivement interaction entre I'autophagie et le virus durant l'infection. Il se
pourrait aussi que I'autophagie activée par le virus ne donne que de petites VDM
non complétes et incapable d’élongation sur lesquelles le virus pourrait prendre
part. De telles VDM pourraient étre difficiles a observer. Afin de déterminer plus
précisément s'il existe une interaction entre les différentes protéines virales et les
proteines autophagiques, une approche biochimique par gradient, sera effectuée
par le Dr. Konan en collaboration avec le Dr. Labonté. Cette approche
biochimique étant moins limitée par les réactifs qu'une approche par
immunofluorescence, nous espérons donc étre en mesure de démontrer que les
proteines autophagiques et les protéines virales se retrouvent dans les mémes

constituants cellulaires suite a l'infection.

4. Hépatite C, autophagie et stress du réticulum endoplasmique

Récemment, I'équipe de Sir a démontré que l'autophagie était activée

suite a l'infection par le VHC et que cela était do a un stress du réticulum
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endoplasmique. Plus précisément, leurs études démontrent que I'autophagie peut
étre activée via les trois différents effecteurs (IRE1, PERK et ATF6) de la voie
des protéines mal repliées (UPR unfolded protein response) tel que mentionne
dans la littérature (Ogata et al. 2006; Yorimitsu et al. 2006; Yorimitsu et Klionsky
2007). Ainsi, I'abolition de I'un des effecteurs de la voie des proteines mal
repliées diminue fortement la réplication virale du VHC et abolit 'autophagie.
Leurs études démontrent aussi que bien que l'autophagie soit induite suite a
l'infection, la dégradation des protéines via le phénoméne d’autophagie n’a pas
lieu. Ceci suggére que l'association entre I'autophagosome et le lysosome pour
former les autophagolysosomes, dans lesquels les constituants seront dégradés
et recyclés, ne se produit pas. En effet, par immunofluorescence, ils observent
que lorsque les cellules sont infectées, il y a une forte diminution de la
colocalisation entre les autophagosomes et les lysosomes contrairement aux

cellules contréles.

Nous n’avons pas testé cette voie d'induction de I'autophagie lors de notre
étude. Celle-ci serait la suite logique du projet, soit de démontrer par quel moyen
le virus induit I'autophagie et dans quel but. Comme I'équipe de Sir a procédé par
électroporation d’ARN infectieux plutdt que par infection, cela peut avoir un effet
sur lactivation de la voie UPR. En effet, suite a une électroporation, nous
introduisons une forte quantité d’ARN dans les cellules ce qui peut activer la voie
UPR en causant un stress au réticulum endoplasmique. Il serait donc intéressant
de voir si nous obtenons le méme résultat en situation d'infection, ou la

proportion d’ARN infectieux est moins abondante.

Par ailleurs, plusieurs autres voies peuvent étre étudiées étant donné que
l'autophagie peut étre modulée par un grand nombre de voies métaboliques
différentes (Moretti et al. 2007a; Moretti et al. 2007b; Delgado et al. 2008; Shi et
Kehrl 2008; Xu et al. 2008). Notons parmi celles-ci la voie des TLR et la voie
JAK/STAT (Delgado et al. 2008; Delgado et Deretic 2009). |l est aussi connu que



85

le VHC peut inhiber différentes voies afin de promouvoir sa persistance dans la
cellule et ainsi établir une infection chronique. Par exemple, la protéase NS3/4A
du VHC peut inhiber I'activation de RIG-1 et du TLR3, tous deux impliqués dans
la production d'interférons alpha et béta (Vilasco et al. 2006). La protéine NS5A
inhibe la voie JAK/STAT ainsi que I'activation de la voie PKR (Cao J. et al. 2006).
Il ne serait donc pas surprenant que le virus soit aussi en mesure de contrer
linteraction entre I'autophagosome et le lysosome, tel que suggéré par I’équipe
de Sir et al. C’est pourquoi il est important de poursuivre les recherches sur le
domaine étant donné que plusieurs voies restent encore inconnues et que le

sujet est loin d’étre entiérement couvert.
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Durant ces derniéres années, les recherches sur le phénomeéne
d’autophagie, un phénoméne de recyclage intracellulaire important dans
’homéostasie cellulaire, ont connu un essor considérable. Bon nombre de ces
études concernent différents virus et deux stratégies ont été identifiées. La
premiere stratégie est que I'autophagie nuit & la réplication virale. Ainsi, pour
contrer l'inhibition, des virus comme le HSV et le KSHV ont développé des
mécanismes pour inhiber I'autophagie. La deuxiéme stratégie identifi¢e est
d’utiliser 'autophagie dans le but de favoriser sa réplication virale. En effet, cette
derniere stratégie a fait I'objet de nombreuses études chez les virus a ARN
monocaténaire de polarité positive. Il a été démontré pour plusieurs de ces virus
tels que le virus de la polio, le virus de la dengue, le virus de I'artérite équine, le
SRAS et le virus de I'hépatite murine (MHV), que le site de réplication du
génome se situe sur les vésicules a double membrane lipidique produites durant
le phénomene d’autophagie. Ces vésicules, nommées autophagosomes,
serviraient de charpente pour I'assemblage du complexe de réplication et donc
a la réplication du génome de ces virus. Ainsi, une abolition de ’autophagie

diminue fortement la réplication de ces virus.

Comme le site d’assemblage du complexe de réplication du VHC n’est
toujours pas identifié et que plusieurs des virus & ARNsb étudiés lors des
recherches sur I'autophagie sont apparentés au VHC, notre étude avait pour but
de déterminer I'importance de I'autophagie pour la réplication du VHC. Pour
ce faire, nous avons utilisé le génome infectieux JFH1 et la lignée cellulaire Huh-
7, lignée cellulaire permissive au virus. Ainsi, en utilisant du surnageant
infectieux, il était possible d’étudier le lien entre I'autophagie et la réplication du
VHC en situation d’infection normale. Ce type d’infection permet I'étude de
chacune des étapes du cycle de réplication, allant de I’entrée du virus a la
relache de nouvelles particules virales. Ainsi, nos recherches ont permis de

démontrer que linfection par le VHC induit fortement I'autophagie et qu’une
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abolition de I'autophagie avant ou durant l'infection par le VHC diminue
significativement la réplication virale. De plus, nos résultats nous ont permis de
conclure que l'effet positif de I'autophagie sur la réplication du VHC se produit
aprés I'entrée mais avant I'encapsidation du virus. Suite & de tels résultats, le
VHC semblait faire partie des virus qui utilisent I'autophagie comme stratégie de
réplication. Etonnement, aucune colocalisation entre les protéines virales NS5A,
NS3, Core et la protéine autophagique LC3 n’a été observee. Ainsi, nous
pouvons conclure que I'autophagie est fortement induite suite a I'infection et

que cette induction est indispensable a la réplication du virus.

Deux autres études ont récemment démontré que l'infection par le VHC
induit Pautophagie dans les cellules hépatiques (Ait-Goughoulte et al. 2008; Sir
et al. 2008a; Sir et al. 2008b). Par contre, les deux équipes exposent des
conclusions contradictoires quant a I'utilité de I'autophagie pour la réplication du
VHC. Sir et al. démontrent que l'autophagie est activée par I'électroporation
d’ARN infectieux et concluent que I'autophagie est importante a la réplication du
virus. Ait-Goughoulte et al. utilisent une lignée cellulaire différente, soit des
cellules IHH (immortalized human hépatocytes), et un virus de génotype 1a
(clone H77) pour démontrer que I'autophagie est activée suite a l'infection mais
suggérent que l'autophagie n’est pas reliée a la réplication du virus. Ces deux
études ont paru en mars 2008 pour Ait-Goughoulte et son équipe et en octobre
2008 pour Sir et son équipe. Les résultats de notre recherche appuient les
conclusions de Sir et al. Notons, par contre, que nos expériences ont toutes été

réalisées par infection et non par électroporation d’ARN viral.

Ainsi, une abolition de l'autophagie est néfaste pour la réplication du
virus, ce qui laisse supposer une interaction entre le virus et I'autophagie afin de
prendre avantage du phénomeéne. |l est donc primordial de poursuivre les
recherches dans ce domaine afin de déterminer efficacement le lien entre la

réplication du VHC et 'autophagie. Notons aussi que le 3-MA a déja fait I'étude
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d’un grand nombre de recherche concernant I'autophagie et que celui-ci est
deja utilisé dans le traitement des cancers du sein, du célon et des cancers
cérébraux. Il pourrait donc faire I'objet d’étude comme thérapie contre les
infections hépatiques dues au VHC. Pour ce faire, les études doivent démontrer
le lien entre I'abolition de l'autophagie et la diminution de l'infection. C’est
pourquoi la suite logique du projet sera de préciser le lien unissant le virus a

I’'autophagie.
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Summary

Induction of autophagy is a phenomenon that has been observed upon infection by several
positive-strand RNA viruses. Recently, it has been shown that electroporation of the
Hepatitis C virus RNA (HCV) within human hepatoma cells is sufficient to induce
autophagy (Sir et al., 2008). Here, we show for the first time that autophagy is strongly
activated upon infection by the well-known HCV JFHI. Furthermore, inhibition of
autophagy prior to or during infection is detrimental for viral replication. Interestingly, no
colocalization was observed between the lipidated form of LC3 (LC3-II) and the HCV
Core, NS3 or NS5A protein. Apart from the up-regulation of LC3-II, infection by JFHI
did not increase the protein level of key autophagic proteins such as ATGS5, ATG7,
ATGI12 and BECN-1. Our results clearly indicate that HCV JFHI replication benefits
from autophagy activation and as a result, HCV subverts the antimicrobial activity of

autophagy to promote its replication.
Main Text

In mammalian cells, autophagy is an essential survival mechanism that allows the
recycling of cytoplasmic components within lysosomes (Mizushima, 2007). Although
best known for its importance during starvation, autophagy has been associated with
diverse physiological and pathophysiological functions such as anti-aging, cell death,
tumour suppression and antigen presentation. Moreover, the involvement of autophagy
during viral infection has been demonstrated for a variety of viruses (Orvedahl & Levine,
2008; Wileman, 2006). While in some instances, autophagy limits viral replication
(English et al., 2009; Shoji-Kawata & Levine, 2009), in most circumstances autophagy
seems to be required for viral replication (Khakpoor et al., 2009; Yoon et al., 2009; Zhou
et al., 2009). For example, accumulation of autophagy-derived double membrane vesicles
(DMV) has been observed in cells infected by a number of positive-stranded RNA viruses
such as poliovirus, rhinovirus and SARS-CoV, and these DMV have been shown to
colocalize with the replication complex (Jackson et al., 2005; Wileman, 2006). Until now,
no DMV accumulation has been observed in HCV-infected cells in vitro. However, the
identification of the HCV replication site as well as of the site of virion formation has
been very difficult due to the low level of viral production per cell in vitro. Therefore, we
postulated that autophagy could be activated upon HCV infection and thus modulate its

replication.

Previously, Sir and colleagues demonstrated the activation of the autophagic response in
cells transfected with a large amount of HCV RNA (Sir ez al., 2008). Their investigation
showed that autophagy was triggered by the 1 unfolded protein response (UPR). To
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substantiate that observation, we characterized the autophagic response trigger in Huh7

cells under normal conditions of infection using HCVcc (strain JFH1).

The hepatoma cell Huh7, which is widely used to study HCV replication, has been shown
to have evolved as a heterogeneous population. To characterize the basal level of
autophagic activity in the Huh7 population used in this study, we first investigated the
cellular distribution of LC3. The LC3 protein, which is normally dispersed throughout the
cells, becomes specifically redistributed to the inner and outer autophagosomal membrane
upon conjugation with phosphatidylethanolamine (Maiuri et al., 2007). Since the
lipidation of LC3 occurs only under the autophagic response, the appearance of
punctuated LC3 within cells is considered the best autophagic marker. Figure 1A shows
that in normal conditions, about 31% of Huh7 cells possess punctuated LC3 protein. This
result confirms that although most cells show some basal level of autophagic activity,
only a fraction of the Huh7 cell population actively produces autophagosomes. As
expected, autophagy was easily modulated in Huh7 cells using known autophagy inducers
(starvation or rapamycin) or inhibitors such as 3-MA (Fig. 1a). To determine whether the
autophagy status changes in HCV-infected cells, we compared the level of punctuated
LC3 protein in HCV-infected cells with the adjacent uninfected cells using a confocal
microscope. The results presented in Figure 1B clearly indicate that autophagy is greatly
enhanced in infected cells. Indeed, the level of punctated cells in HCV-infected Huh7
cells was comparable to that of rapamycin-treated cells. Furthermore, redistribution of
LC3 was observed in cells that were being progressively infected (Fig.1B, arrowhead)
indicating that the infection of the cells |1 was triggering autophagy. Interestingly,
treatment of infected cells with autophagy inhibitors (3-MA) was not sufficient to restore
basal autophagy levels since 67% of the infected cells still had punctuated LC3 compared
to 11% of the adjacent uninfected cells (Fig. Ic). This is clearly illustrated in Figure 1b
(arrow) in which all uninfected cells have diffuse GFPLC3 whereas the protein is
punctuated in the adjacent infected cells. Figure 1 shows that autophagic activity was
significantly enhanced in HCV-infected cells and that it persisted even under a 3-hr
treatment with 3-MA. Under such conditions, 3-MA provoked the return to low
autophagic activity in Huh7 cells but activity was maintained in HCV-infected cells,
strengthening the notion that autophagy is strongly up-regulated by HCV.

We then attempted to determine whether the autophagic activity observed in the HCV-
infected cells was beneficial for viral replication. For that purpose, we characterized viral
infection and propagation under conditions that enhance or inhibit autophagy. The results
depicted in Figure 2 indicated that autophagy is required for proper viral replication.
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Indeed, treatment of Huh7 with 3-MA prior to infection affected viral replication (Fig. 2a)
whereas pre-treatment with rapamycin did not increase replication. In fact, treatment with
rapamycin was slightly toxic to our Huh7 cells, which may explain the decrease of HCV
in treated cells. Therefore, the results suggest that the establishment of HCV replication
benefits from autophagic activity but that infection is not facilitated in cells already
undergoing autophagy. To determine whether autophagy is required for viral entry, post
entry events or for viral egress, we used Huh7 cells infected at more than >95% (as
evaluated by NS5A expression using a confocal microscope) and treated them with 3-
MA. As expected, HCV requires autophagy at the post 1 entry step and prior to viral
egress since infected cells treated with 3-MA had a marked decrease in intracellular viral
RNA (Fig. 2b). Indeed, if autophagy was necessary solely for HCV entry then the
intracellular viral RNA should have been unchanged by 3-MA treatment. Furthermore,
the decrease in HCV secretion observed in Huh7 cells treated with 3-MA, as observed by
gRT-PCR from the cell supernatant, is proportional to the decrease in intracellular HCV
RNA (Fig. 2c). Therefore, blocking autophagy activity has no effect on the egress of
JFHI but rather acts at a post entry stage and prior to encapsidation. We also measured
the quantity of infectious particles secreted in the presence of 3-MA and again, we
observed a decrease proportional to the total HCV RNA found in the supernatant (Fig.
2d—e). Figure 2 clearly demonstrates that the onset of autophagy activity favours HCV
replication and that it probably affects the virus at a post entry event and prior to

encapsidation.

The relocalization of LC3 upon HCV infection may suggest an increase in the amount of
autophagosomes and autophagolysosomes present in infected Huh7 cells. Accordingly,
we used electron microscopy to evaluate the quantity of DMV present in JFH]-infected
cells. As a control, 3-MA or rapamycin-treated cells were used. Although uninfected cells
and cells treated with 3-MA did not show any accumulation of autophagic vacuoles,
rapamycin treatment revealed the presence of autophagosomes (data not shown). As
previously shown, infection of Huh7 cells by JFH1 clearly increases the amount of lipid
droplets within the cells, however only a slight increase in the number of autophagosomes
and autophagolysosomes was observed. In addition, we did not see any evidence for
DMV accumulation in HCV-infected cells. Therefore, 1 we suspect that the relocalization
of LC3 triggered by JFHI1 does not lead to the formation of large autophagosomes but
instead that it may be diverted by the virus into small vesicles that cannot yet be detected.
Indeed, we were unable to detect a single HCV-like virion within hundreds of infected
cells, suggesting that the in situ localization of the HCV replication site is difficult. To
determine whether the lipidated LC3-containing vesicles do harbour HCV proteins, we
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used a confocal microscope and analyzed the putative colocalization of three HCV
proteins (Core, NS3 and NS5A) with LC3. The intracellular localizations of these three
HCV proteins were as described in a previous report (Miyanari et al., 2007) with the core
and NS5A protein forming discs that have been shown to surround lipid droplets.
Surprisingly, the localization of these three HCV proteins did not coincide with lipidated
LC3 (Fig. 3a). Therefore, it is possible that i) the LC3-containing vesicles do not interact
with HCV, ii) another HCV protein beside C, NS5A and NS3 is involved in LC3 re-

localization or iii) the LC3 protein is only transiently present on those vesicles.

As the final experiment, we performed immunoblotting to compare the amount of
autophagic proteins in infected and uninfected cells. As previously suggested, the levels
of ATGS, ATG7 and ATG12 normally remain unchanged during autophagy (Klionsky et
al., 2008). Moreover, it is still not clear whether the LC3 level varies upon activation of
autophagy. Nevertheless, the lipidation of LC3-I to form LC3-II is a clear indicator of
autophagic activity. The results presented in Figure 3b show that of all the autophagic
proteins tested, the only significant change was the marked increase in the lipidated form
of LC3 in infected cells, which was supported by immunofluorescence staining. To our
surprise, we did not observe an increase 1 in BECNI in infected cells as previously
described in IHH cells infected by HCV H77 (genotype 1a) or in Huh7.5 cells infected by
JFH1 (Ait-Goughoulte er al., 2008). It is well established that BECNI1 is a positive
regulator of autophagy (Delgado er al., 2009; Zhong et al., 2009). Indeed, dissociation of
BECNI from Bcl-2 as part of a complex including hVPS34 results in the activation of
autophagy. However, induction of autophagy by BECN-1 does not result necessarily in its
up-regulation. Since the Bcl-2-BECN 1| interaction is regulated by several proteins
including kinases, tumour suppressors and MyD88, better characterization of BECN1
within the cells is required to determine its involvement in HCV-induced autophagy (Shi
& Kehrl, 2008). Furthermore, autophagy activation through the UPR has been
demonstrated following JFHI RNA transfection (Sir er al., 2008). Thus, the analysis of
the UPR following HCV infection required more attention.

Autophagy is an ancient highly conserved homeostatic process. Its antimicrobial activity
has been linked to its ability to modulate innate and adaptive immunity (Levine &
Deretic, 2007), and to its activation through the pattern recognition receptors (PRR) and
the Toll-like receptor TLR (Delgado et al., 2008). Therefore, the pathogen-associated
molecular patterns (PAMP) that are produced by most viruses could potentially activate
autophagy. Autophagy activation upon infection by viruses and especially RNA viruses
through PRR may be a general host defence mechanism. The way in which viruses have
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evolved to circumvent its antimicrobial activity to promote their own replication
demonstrates the astounding ability of viruses to adapt to their inhospitable environment.
We suggest that HCV can modulate autophagy 1 for it own benefit using an as yet

unidentified virus-host interaction.
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Figure Legends

Fig. 1. GFP-LC3 is found in a punctuated structure in Huh7 cells infected with HCV
JFHI1. (a) Immunostaining showing the cellular distribution of GFP-LC3 in untreated
Huh7 (mock) or in Huh7 cells treated with rapamycin or 3-MA. Proportion of cells with a
punctuated distribution of LC3 (LC3-II) in normal uninfected Huh7 cells (right panel).
Average of three independent experiments with at least 100 GFP-LC3-expressing cells
per experiment. (b) Upon infection, GFP-LC3 becomes punctuated (arrowhead) and
treatment with the autophagy inhibitor 3-MA is not sufficient to block GFP-LC3
punctuation in infected cells (arrow). (c) Distribution of punctuated GFP-LC3 in infected

and adjacent uninfected cells.

Fig. 2. Autophagy is required for efficient HCV replication. (a) Treatment of Huh7 cells
prior to infection with activator (rapamycin) or inhibitor (3-MA) of autophagy. (b)
Treatment of infected cells (>95% HCV+) with 3-MA affected the intracellular level of
HCV RNA, which resulted in a reduction in secreted particles (c) and infectious particles
(d,e).

Fig. 3. (a) Immunofluorescence staining of infected Huh7 cells showed no colocalization
of HCV core, NS3 or NS5A proteins and GFP-LC3. (b) Immunoblot showing the protein
level of ATG5, ATG7, ATG12,LC3 and BECNI1 in uninfected and infected cells.
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