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Un nouveau modele murin

immunocompétent pour ’étude
de ’infection par le virus de

Phépatite D

Dulce Alfaiate!, David Durantel3

Hépatite D, le virus et la maladie
L'organisation génétique du virus de I’hé-
patite D (VHD) est la plus simple de celles
des virus infectant I"lhomme. Il s’agit d’un
virus doublement défectif, qui utilise les
ARN polymérases dépendantes de I’ADN
de la cellule hote pour la réplication de
son ARN, et les protéines d’enveloppe de
son virus auxiliaire, le virus de I’hépa-
tite B (VHB), pour sa propagation intra-
et inter-individus. Son ARN, circulaire
et simple brin, contient un seul cadre
ouvert de lecture qui code I'antigene
delta (HDAg). Cette protéine, qui ne pos-
séde pas d’activité enzymatique, existe
sous deux isoformes : petite ou S-HDAg
— nécessaire a la réplication du génome
— et grande ou L-HDAg — impliquée dans
’empaquetage de la ribonucléoprotéine
virale dans les virions [1].

Parmi les 240 millions de porteurs chro-
niques du virus de I’hépatite B au niveau
mondial, on estime que 15 a 20 millions
sont également infectés par le virus de
I’hépatite D. Cette double infection, appe-
lée hépatite D ou delta, est considérée
comme la forme la plus agressive d’hépa-
tite virale chronique, avec une progression
plus rapide vers la fibrose et la cirrhose, et
un risque augmenté de carcinome hépa-
tocellulaire (CHC), en comparaison avec
une mono-infection chronique par le VHB
[1]. Malgré cette évolution agressive de
la maladie et sa pertinence clinique, nos
connaissances des mécanismes molécu-
laires et immunologiques de la pathoge-
nese induite par la co-infection chronique
restent limitées. Ceci s’explique en grande
partie par "absence de modéles expéri-
mentaux d’infection, notamment chez de
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petits animaux. €n effet, le VHB ainsi que
le VHD ont un tropisme limité aux hépa-
tocytes humains et donc une sélectivité
d’hote importante.

Modéles expérimentaux pour I’étude de
I’infection par le VHD

Si I’lhomme est le seul hote connu de
I’infection naturelle par le VHB et le VHD,
d’autres especes peuvent cependant étre
infectées expérimentalement (Tableau 1),
notamment le chimpanzé et le toupaye
de Belanger (Tupaia belangeri), un petit
mammifére d’Asie ressemblant a un écu-
reuil. Le VHD peut aussi infecter la mar-
motte américaine, en présence du virus
de I’hépatite de la marmotte (WHV pour
woodchuck hepatitis virus) comme virus
auxiliaire. Les souris et les rats ne sont
pas naturellement susceptibles a 'infec-
tion par le VHB ou le VHD. Cette limita-
tion a été partiellement contournée par
des techniques d’injection hydrodyna-
mique! de vecteurs plasmidiques ou AAV?
(vecteurs adéno-associés) contenant le
génome du VHD. Cette approche a per-
mis une réplication virale intrahépatique
mesurable en Iabsence du VHB, mais
transitoire et sans propagation possible.
Une virémie VHD a pu étre établie en
utilisant cette technique chez des souris
transgéniques pour le VHB [2], mais tou-
jours sans possibilité de propagation du
VHD étant donnée I’absence du récepteur
d’entrée humain (hNTCP, human sodium
taurocholate cotransporting polypep-

! Injection rapide d’un grand volume dans la veine caudale
de I"animal.

? Les AAV dérivent du parvovirus humain et sont des outils
extrémement efficaces pour le transfert de genes in vivo.

tide ; voir ci-aprés) sur les hépatocytes
murins [3]. Plus récemment, des modéles
de souris ayant un foie « humanisé »
ont été développés [4] (=P). Ces sou-

ris chimériques sont (=) Voir la Nouvelle

immunOdéprimées de H. Gilgenkrantz,

pour permettre une m/sn°6-7,
repopulation du foie Juin-juillet 2011,
page 587

par des hépatocytes
humains aprés induction de la dégrada-
tion des hépatocytes murins. Parmi les
différents modéles actuellement dispo-
nibles, des infections chroniques conco-
mittantes par le VHB et le VHD, avec une
propagation efficace, ont pu étre établies
dans le modeéle murin SCID/uPA (severe
combined immunodeficiency / urokinase
plasminogen activator) ou FRG (triple
mutant Fah [fumarylacetoacetate hydro-
lase] / Rag2 [recombination activating
2] / l2rg linterleukin 2 receptor subunit
gamma]). Ces modéles, trés prometteurs
pour I’étude des mécanismes d’infection
par le VHD et pour I’évaluation précli-
nique d’antiviraux, présentent néanmoins
des limitations. D’une part, ils restent
complexes et peu accessibles a la majo-
rité des laboratoires. D’autre part, étant
donné que ces souris ne présentent pas de
systéme immunitaire fonctionnel, elles ne
permettent pas, pour le moment, I’étude
de la pathogenése induite par le VHD, ni
I’évaluation de stratégies immuno-théra-
peutiques [5].

Découverte du mécanisme d’entrée

du virus et développement

de nouveaux modeles

Le tropisme commun du VHB et du VHD
repose sur |'utilisation, par les deux
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Durée de

R . N P . Virus Virémie ) Systéeme
Modeéle animal Composants viraux réplication . Propagation L
auxiliaire VHD immunitaire
du VHD
Modeles d’infection
Chimpanzé Virions Chronique VHB Oui Oui Oui
Tupaia Virions Chronique VHB Oui Oui Oui
Marmotte américaine Virions Chronique WHV Oui Oui Oui
Transgénique . o '
hNTCP Virions Transitoire Non Non Oui
Souri
ours Mutée hNTCP Virions Chronique - Non Non Qui
Foie humanisé  Virions Chronique VHB Oui Oui Non
Modéles transgéniques
Transgénique S-HDAg ou L-HDAg = = Non Non Oui
Souris S-HDAg ou L-HDAg
T éni = = N N Oui
ransgénique et HBshg on on ui
Transgénique Génome VHD Chronique - Non Non Oui
Modéles de transfection/ transduction
Injection
hydrodynamique de
Sauvage plasmide codant le Transitoire - Non Non QOui
génome VHD dans des
souris type sauvage
Souris Injection
hydrodynamique d’un
Sni lasmide codant |
Transgenique prasmice codant fe Transitoire VHB Oui Non Oui

VHB génome VHD dans des

souris transgéniques

VHB

Tableau I. Modéles animaux actuellement disponibles pour [’étude de I’infection par le VHD. VHB : virus de I’hépatite B ; VHD : virus de I’hépatite D ;

WHV : virus de I"hépatite de la marmotte ; hNTCP : human sodium taurocholate cotransporting polypeptide ; S-/L-HDAg : antigene delta, isoforme
petite/grande ; HBsAG : antigéne de surface du VHB (d’aprés [1-5]).

virus, des protéines d’enveloppe du VHB
pour assurer leur entrée dans les cel-
lules. Cette enveloppe est composée
de trois formes de "antigéene de sur-
face du VHB (HBsAg) — petite, moyenne
et grande (S-, M- et L-HBsAg) — qui
partagent leur extrémité C-terminale.
M- et L-HBsAg présentent, en plus, un
domaine N-terminal hydrophile, appelé
préS2. L-HBsAg est constituée en plus
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d’un domaine supplémentaire, préSl.
Son extrémité N-terminale, modifiée
par myristoylation®, est le déterminant
majeur de I'infectiosité des particules
virales car elle inclut la région d’inte-
raction avec le récepteur cellulaire [6].

¥ Modification protéique co- ou post-translationnelle
consistant en I’ajout d’un groupe lipidique dérivé de I'acide
myristique sur une glycine en position N-terminale.

Ce récepteur, hNTCP, a été identifié il y a
cing ans par le groupe de Wenhui Li, en
Chine, comme étant le récepteur d’en-
trée chez I’homme. Cette protéine est
exprimée exclusivement a la membrane
basolatérale des hépatocytes différen-
ciés et joue un role dans le transport des
acides biliaires [7]. Alors que différents
facteurs de restriction seraient impli-
qués dans le tropisme cellulaire du VHB,
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I’expression du récepteur hNTCP serait le
seul facteur limitant pour le VHD. Dans
les études initiales, seuls les récep-
teurs NTCP humain, du chimpanzé et du
toupaye de Belanger, semblaient per-
mettre I'infection par les virus VHB/VHD,
alors que le NTCP murin (mNTCP) était
capable d’interagir avec I’HBsAg, mais
sans conduire a son internalisation,
expliquant ainsi I’absence d’infection
préalablement décrite dans les cellules
murines.

Il a trés rapidement été montré que
I’expression du récepteur hNTCP dans
des cellules de souris était suffisante
pour les rendre susceptibles a 'infec-
tion par le VHD (mais pas par le VHB).
Plusieurs lignées cellulaires d’origine
murine ont alors été établies. Plus
récemment, le premier modele de sou-
ris immunocompétentes, susceptibles
a I'infection par le VHD, a été déve-
loppé grdce a I'obtention de souris
transgéniques exprimant le récepteur
humain hNTCP. Dans ce modele, I’ino-
culation du virus a la naissance donne
lieu a une infection aigué associée
a une forte induction de la réponse
interféron. Seuls les nouveau-nés sont
susceptibles a I’infection, ce qui est
probablement did a une compétition
avec le récepteur murin mNTCP chez
’adulte. Malheureusement, dans ce
modele, seul 1 % des hépatocytes a été
infecté. Uinoculation de cette souris
transgénique avec le VHB n’a conduit
ni a des niveaux réplicatifs détec-
tables, ni a I"expression des protéines
virales [8].

L'analyse approfondie de la comparai-
son des séquences des récepteurs NTCP
dans différentes especes a conduit a
I’identification des régions du récepteur
humain hNTCP indispensables a 'infec-
tion par le VHB et le VHD. En effet, la
séquence d’acides aminés en position
157-165 de hNTCP est impliquée dans la
fixation de la partie préS1 de la particule
virale ; ses variations chez le macaque
ou le porc semblent expliquer I"absence
d’infection chez ces animaux [7]. Il faut
souligner que, chez la souris, qui pos-
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séde une séquence identique a ’homme,
une fixation de préS1l au récepteur
existe, mais sans qu’il y ait internalisa-
tion de la particule virale. Cela suggére
’implication d’une séquence addition-
nelle du récepteur humain hNTCP dans
le processus d’entrée. Les groupes de
Stephan Urban et Wenhui Li ont indé-
pendamment démontré que trois résidus
(en positions 84, 86 et 87 du récepteur
hNTCP), différents chez la souris, étaient
responsables de I'absence d’infection
chez ces animaux. €n effet, le rempla-
cement de ces trois acides aminés dans
la séquence du récepteur murin par ceux
de la séquence humaine correspondante
permet I’établissement d’une infection
in vitro par le VHD [9, 10].

A la suite de ces études, le groupe de
Li a trés récemment décrit un nouveau
modele murin d’infection par le virus
de I’hépatite D [11]. €n utilisant une
technologie d’édition? du génome de
type TALEN (transcription activator-like
effector nuclease), les auteurs ont créé
des lignées de souris chez lesquelles
les trois acides aminés précédemment
décrits ont été remplacés par ceux pré-
sents chez "homme aux mémes posi-
tions (H84R, T86K et S87N). Lefficacité
de cette modification a été validée ;
cette souris peut étre infectée par le
VHD. La réplication du virus, particu-
lierement forte dans le foie des souris
homozygotes pour le récepteur hNTCP,
a été démontrée par la présence des
formes génomiques et anti-génomiques
de I’ARN viral. Contrairement a la souris
transgénique exprimant le récepteur
hNTCP, il a été possible de produire des
infections chroniques méme chez les
animaux adultes, probablement en rai-
son de la présence unique du récepteur
NTCP muté, sans interférence avec le
récepteur endogeéne. 'administration
d’un anticorps neutralisant le virus pré-
alablement a I'injection de ce dernier
a empéché I'infection, validant I’utilité
de ce modele pour I’étude de stratégies
d’inhibition.

4 Modification, en francais.

Ce modele permet, pour la premiére
fois, I’établissement d’une infection
chronique dans un contexte immuno-
compétent chez des animaux adultes.
Son étude permettra sans doute une
meilleure connaissance de la réponse
immunitaire a I'infection et, a terme,
de I'impact de linfection par le virus
de hépatite D dans la pathogenese de
la maladie hépatique, notamment dans
la progression vers la cirrhose et/ou le
carcinome hépatocellulaire.

Limites du nouveau modele

Malgré ce progrés incontestable, cer-
taines limitations existent encore. Pre-
mierement, en raison de I’absence de
propagation, la proportion d’hépato-
cytes infectés reste faible. €n effet,
alors qu’il est possible d’établir une
infection avec le VHD en I’absence du
VHB, la présence de ce dernier est indis-
pensable pour la production de virions
VHD et donc pour sa propagation a des
cellules initialement non infectées. Ce
probléme ne sera pas résolu tant qu’une
infection par le virus de I’hépatite B ne
sera pas possible dans les hépatocytes
murins. Dans les cellules murines, un
facteur nécessaire a la constitution
de la forme permanente d’ADN du VHB
(ou ADNcec, pour ADN circulaire clos
de facon covalente) & partir duquel
la transcription a lieu, serait en effet
absent [12]. D’aprés des études anté-
rieures, une réplication du VHB a partir
d’un transgéne ou de I'injection hydro-
dynamique du génome viral, sans que de
I’ADN circulaire (ADNcce) soit formé, est
toutefois possible. Le croisement de la
lignée de souris établie par le groupe de
Li, avec des souris transgéniques pour le
VHB, ou une approche de co-traduction
avec des AAV-HBV, devrait permettre la
propagation du virus de I’hépatite D a
tout le foie.

Ce modele aura une grande importance
pour I’étude de la pathogenese de I'hé-
patite delta in vivo et dans un contexte
d’immunocompétence, tout en étant
plus accessible que les modeles animaux
a foie « humanisé ». ¢
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Mise en évidence de la
physiologie rythmique du foie
par protéomique nucléaire

Daniel Mauvoisin®?, Frédéric Gachon?

Les balbutiements de la protéomique
circadienne

Le role de I’horloge circadienne dans
la régulation des rythmes d’expression
des genes a été intensivement étudié au
niveau transcrip-
tionnel [1] (=¥).
Cependant, jusqu’'a
récemment, nous

(=») Voir la Synthese
de H. Duez et al.,
m/s n° 8-9, aoiit-
septembre 2013,

. . page 772
n'avions que tres

peu d’informations concernant la régu-
lation rythmique au niveau traduction-
nel et son impact sur Iaccumulation
des protéines. Si de nombreux travaux
suggéraient que des mécanismes post-
transcriptionnels contribuaient a
la génération de rythmes circadiens
au niveau protéique [2], ce nest que
récemment qu’une régulation de la tra-
duction a été démontrée [3, 4]. Des
études pionnieres, utilisant I’électro-
phorése en deux dimensions, avaient
permis de quantifier quelques dizaines
de protéines rythmiques au niveau
hépatique, dont une grande partie était
codée par des ARN messagers (ARNm)
non rythmiques, soulignant I"implication
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de mécanismes post-transcriptionnels
dans leur régulation [5].

La protéomique circadienne a grande
échelle

Afin d’améliorer la résolution de ces
études protéomiques et pour décou-
vrir de nouvelles fonctions biologiques
régulées par I’horloge biologique ou les
rythmes alimentaires, nous avons uti-
lisé une technique de spectrométrie de
masse quantitative a haute résolution
incluant un marquage in vivo par des
isotopes non radioactifs (SILAC, stable
isotope labeling with amino acids in
cell culture) [6] et évalué le profil pro-
téique hépatique journalier chez la sou-
ris. Nous avons ainsi quantifié pas moins
de 5000 protéines parmi lesquelles 6 %
présentaient un profil d’accumulation
rythmique. €n comparant les rythmes
d’accumulation des ARNm correspon-
dants a ce protéome rythmique, nous
avons mis en évidence que seule la moi-
tié de celui-ci était effectivement codée
par des ARNm rythmiques. U'analyse
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ontologique de ce premier groupe de
protéines révele que celui-ci est impli-
qué dans les fonctions du foie, comme le
métabolisme lipidique (en phase diurne)
ou comme celui du glucose et des xéno-
biotiques (en phase nocturne). Lautre
moitié du protéome rythmique codé par
des ARNm non rythmiques est fortement
enrichie en protéines qui sont sécrétées.
Ce groupe inclut, notamment, I'albu-
mine et les serpines!, qui présentent un
rythme d’accumulation synchrone dans
le plasma. Le rythme de ce groupe de
protéines persiste chez les souris défi-
cientes pour les genes régulant I’horloge
circadienne et nourries uniquement en
phase nocturne. Il disparait pendant
le jedne. Cela suggere que des signaux
d’entrainement reliés a I’alimentation
influencent le rythme d’expression de
ces protéines et plus généralement des
facteurs circulant dans le plasma [7].

! Superfamille de protéines présentant une activité inhibi-
trice de protéases.
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