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Epithelial cell adhesion molecule
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Glucose-6-phosphate désydrogénase

Hepatocyte growth factor regulated tyrosine kinase substrate
Janus kinase — Signal transducers and activators of transcription
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Multivésicular body ou corps multivésiculaire
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Phosphate buffered saline
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Trans Golgi Network 46
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Introduction

Le virus de I'hépatite E (HEV) est un probléme croissant de santé publique. Il est responsable
d’hépatites virales chroniques chez les patients immunodéprimés dans les pays de
I'hémisphére Nord (1) et de mortalité chez la femme enceinte dans les pays a faible niveau
d’hygiéne (2). L’infection par le HEV peut aussi aggraver des hépatopathies sous-jacentes (3).
Bien que le HEV ait été découvert depuis plus de 30 ans (4), la physiopathologie de l'infection
et les interactions entre le HEV et son héte sont encore incomplétement connues.

Le HEV existe sous deux formes chez son héte : une forme nue dans les selles et une forme
associée aux lipides dans le sérum des patients infectés (5). Il n’y a pas de protéines virales
décrites a la surface des particules virales associés aux lipides, d’ou son appellation de virus
« quasi-enveloppé » (6). La quasi-enveloppe des particules virales n’est pas nécessaire a leur
infectiosité (5,7-9). Enfin, bien que ce virus soit décrit comme un virus hépatotrope, il a en
réalité un tropisme tissulaire plus varié qu’attendu (10,11).

La mise au point d’'une méthode de quantification de l'infectiosité des particules virales du HEV
pourrait avoir des applications pour la sécurité sanitaire ainsi que pour tester I'efficacité de
traitements contre l'infection par le HEV.

Récemment au laboratoire, nous avons mis au point des conditions de culture permettant de
propager efficacement I'infection (12). Nous avons mis a profit ces conditions pour I'adaptation
au HEV d’une méthode de mesure de linfectiosité des particules virales (12). L'objectif de
cette thése est de déterminer, a travers une étude rétrospective menée au sein du Centre
National de Référence du virus de I'Hépatite E, les conditions optimales de mesure de
l'infectiosité des particules virales du HEV.

Nous aborderons, dans une premiere partie, les caractéristiques cliniques et fondamentales
du HEV. Dans la deuxiéme partie, nous présenterons les résultats de notre étude rétrospective
sur les conditions optimales de détermination de linfectiosité des particules virales et
l'utilisation de cette méthode pour mesurer expérimentalement linfectiosité de souches
difficiles a propager en culture jusqu’a présent.

Nicolas CAPELLI | Thése d’exercice | Université de Limoges | 18
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Partie | Etude bibliographique

Nicolas CAPELLI | Thése d’exercice | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0

19



|. Hépatite E

I.1. Historique de I’hépatite E et découverte du virus

Les premiéres traces historiques d’hépatites infectieuses datent du 4éme siécle avant J.C.
avec la description de la fiévre dite catarrhale par Hippocrate (13). Au Moyen Age, les
catastrophes humanitaires comme les guerres, les tremblements de terre ou les famines sont
associées a des épidémies d’hépatites infectieuses. Des épidémies d’hépatites aigues sont
rapportées dans plusieurs pays du monde pendant le XVIII®™ et le XIX®™® siécle (13). Deux
formes d’hépatites ont d’abord été identifiées :

- L’hépatite infectieuse transmissible par voie fécale orale qui sera rebaptisée hépatite
virale A.

- L’hépatite sérique responsable d’'une épidémie d’hépatite virale chez l'adulte aprés
l'injection d’'un vaccin contre la fievre jaune contenant du sérum humain infecté et qui
sera rebaptisée hépatite virale B (14).

Dans les années 1970, d’autres agents causals d’hépatites infectieuses sérologiquement
distincts du HAV et du HBV ont été mis en évidence par la transmission sanguine d’hépatites
(15) et par des épidémies d’hépatites aigués entériques (16,17).

Le virus de I'hépatite E a été caractérisé pour la premiére fois comme un des agents causals
des hépatites non-A et non-B lors d’'une épidémie d’hépatites aigués en Ouzbékistan en 1983
par le Docteur Mikhail Balayan. Le Docteur Balayan a inoculé par voie orale les selles purifiées
et concentrées d’un patient a un volontaire sain qui a développé une hépatite aigué 36 jours
plus tard. A partir des selles de ce volontaire, il a décrit, par microscopie électronique, des
particules virales sphériques ayant une taille de 27 & 30 nm (4). Ces particules ont été isolées
a une densité de 1,35 dans un gradient de chlorure de césium ce qui correspond a la densité
d’un virus nu. En 1990, Reyes a partiellement cloné le génome du HEV a partir de bile de
macaque cynomolgus infecté (Macaca fascicularis). Il a déterminé que le HEV est un virus a
ARN simple brin polyadénylé et a estimé sa taille a environ 7600 kB (18).

Des approches de datation moléculaire ont permis de déterminer que la population des
individus infectées par le HEV a augmenté au cours du XX®™ siécle et que les génotypes 1 a
4 du HEV ont commencé a émerger a partir de leur ancétre commun entre 666 et 1474 (19).
La premiére épidémie d’hépatite E avérée est celle de New Delhi en Inde. L’agent causal a
été identifié retrospectivement grace a I'analyse des sérums des patients conservés (20).

Le virus de I'hépatite E est endémique. Il est aussi responsable d’épidémies, comme celles de
la vallée indienne du Kashmir en 1978 (16,17), du Népal en 1999 (21) ou du Nigeria en 2017
(22).
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I.2. Classification phylogénétique et génotypes du HEV

Le virus de I'hépatite E fait partie de la famille des Hepeviridae. Cette famille est divisée en
deux genres : Orthohepevirus et Piscihepevirus (Figure 1). Le genre Piscihepevirus a pour
représentant unique un virus infectant la truite (23).

Le genre Orthohepevirus regroupe les virus infectant les mammiféeres (espéces
Orthohepevirus A, C et D) et les oiseaux (espéce Orthohepevirus B). Les Orthohepevirus B
infectent les poulets et les aigrettes, les Orthohepevirus C infectent les rats, les musaraignes,
les bandicoots, les visons et les furets, les Orthohepevirus D infectent les chauves-souris (24—
26). Seules les souches appartenant aux especes Orthohepevirus A et C ont été associées a
des cas humains.

L’espéce Orthohepevirus A est divisée en 8 génotypes mais un seul sérotype (27,28). Les
génotypes 1 et 2 ont une transmission strictement interhumaine, les génotypes 3 et 4 ont un
réservoir zoonotique (29).

Le génotype 3 peut infecter 'lhomme, le porc, le sanglier, le cerf et le lapin (30-34), la
mangouste, la chevre, le mouton, le cheval, et le dauphin pourraient aussi étre des hotes
naturels du HEV de génotype 3 (35-42). Le génotype 3 comporte plusieurs sous-génotypes
appartenant a 3 clades. Le premier clade contient 2 groupes phylogénétiques : le premier
contenant les sous-génotypes 3a, 3b, 3j et 3k, rares en Europe, et le second contenant les
sous-génotypes 3c, 3h et 3i. Le deuxieme clade contient les sous-génotypes 3e, 3f et 3g.
Enfin, le troisiéme clade correspond au sous-génotype 3ra (lapin) (43).

Le génotype 4 peut infecter 'homme, le porc, le sanglier (30,44,45). Des cas ont été
récemment décrits pour le yak, la vache et la chévre (46—48). Les génotypes 5 et 6 ont été
détectés chez le sanglier au japon mais pas chez 'homme (49). Les génotypes 7 et 8 ont été
détectés chez les dromadaires et les chameaux et peuvent infecter 'Thomme (50). Parmi les
Orthohepevirus C, une souche pouvant infecter 'lhomme provenant du rat a été identifiée
récemment (51).

Via des études de transmission de porcs infectés vers des porcs non-infectées enfermés dans
le méme enclos, nous savons que le HEV de génotype 3 est trés infectieux d’'un porc a l'autre
(52). Cependant, l'infectiosité des différents génotypes de HEV les uns par rapport aux autres
est a ce jour inconnue.

Nicolas CAPELLI | Thése d’exercice | Université de Limoges | 21
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Orthohepevirus A

Orthohepevirus

Avian-Australia

100

100 100 100

Orthohepevirus B

K y Avian-USA
!

Avian-Europe

Rat

Orthohepevirus C
w Bat
Orthohepevirus D

Trout ‘-
Piscihepevirus

0.1

Figure 1 : Classification phylogénétique du virus de I'hépatite E.

D’aprés Lhomme et al. Virologie 2018 (53)
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I.3. Répartition mondiale du HEV

Le virus de I'hépatite E a une répartition ubiquitaire (Figure 2). Parmi les 4 principaux
génotypes infectant 'homme, les génotypes 1 et 2 sont prévalents au Mexique (54), en Afrique
(55-58) et en Asie (59-62), le génotype 3 sur tout le continent américain (63—66), en Europe
(67), en Russie (68), en Afrique du sud (69) au Japon (70-72) et en Australie (73,74) et le
génotype 4 en Chine (75,76), au Japon (70,77,78) , a Taiwan (79) et au Vietham (80,81). Le
Sud-Ouest de la France et la Corse sont deux régions hyperendémiques pour le HEV de
génotype 3 (82).

Parmi les autres génotypes infectant '’homme, le génotype 7 a été détecté chez le chameau
et chez un patient transplanté, infecté chroniguement, qui a consommé du lait et de la viande
de chameau. L’infection a évolué vers la chronicité (50).

L’Orthohepevirus C provenant du rat (HEV-C) a été détecté a Hong-Kong chez un patient
greffé d’organe solide ayant développé une hépatite chronique (51) et chez un patient
immunocompétent au Canada, ce dernier ayant contracté la maladie soit au Gabon soit en
Républiqgue Démocratique du Congo (83). L'HEV-C ayant été détecté tres récemment, les
méthodes diagnostiques ne sont pas encore répandues dans tous les laboratoires. Nous
ignorons actuellement si les deux cas décrits sont dus a une transmission exceptionnelle et
limitée, si 'THEV-C est déja prévalent dans la population mais non diagnostiqué jusqu’ici a
cause du manque de moyen diagnostique ou s’ils correspondent a I'émergence de I'HEV-C.
La mesure de l'infectiosité du HEV-C pourrait apporter des éléments de réponse a ces
guestions.
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Figure 2 : Répartition géographique des génotypes 1 a 4 du virus de I'hépatite E.
D’aprés Lhomme et al. Virologie 2018 (53)
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I.4. Transmission du virus de I’hépatite E

Le virus de I'hépatite E se transmet par voie fécale-orale mais les différents génotypes ont des
caractéristiques épidémiologiques que I'on peut regrouper en deux catégories :

Les génotypes 1 et 2 du HEV ont une transmission interhumaine stricte. La consommation
d’eaux contaminées et d’aliments souillés par les selles infectées sont les principales voies de
transmission pour ces deux génotypes (16,17). Des épidémies de HEV de génotypes 1 ou 2
se sont produites dans des camps de réfugiés a cause de I'acces limité aux infrastructures
d’hygiéne et a de 'eau potable (22,58).

Les génotypes 3 et 4 sont anthropozoonotiques. L'infection se transmet principalement par la
consommation de foie de porc contaminé cru ou mal cuit (84—-86). Des études chez le porc
d’élevage ont montré qu’il y a une grande dissémination du virus a travers le monde. La
séroprévalence du HEV dans les élevages de porc avoisine les 100 % dans certaines aires
géographiques européennes et chinoises (30,87). Le contact direct ou indirect avec les
animaux infectés peut aussi transmettre I'infection (88). Des transmissions zoonotiques sont
avérées comme avec le sanglier (89,90), le cerf (31,32) ou le lapin (33,34,91) ou suspectées
comme avec le mouton (42), la chévre (40) et la vache (47) ainsi que le chat et le chien
domestique (92). Les fruits de mer peuvent aussi transmettre l'infection. Cette contamination
est certainement dde a la propriété des fruits de mer de filtrer et concentrer les particules
virales (44,93).

Pour le HEV de génotype 3 et 4, l'infection peut aussi se transmettre par la transfusion de
produits sanguins infectés posant ainsi des problemes de sécurité transfusionnelle (94-98).
L’ARN du HEV de génotype 1 a aussi été retrouvé dans des produits sanguins et suggére une
transmission possible par les dons sanguins (99).

Nicolas CAPELLI | Thése d’exercice | Université de Limoges | 25
Licence CC BY-NC-ND 3.0



I.5. Manifestations cliniques

1.5.1. Symptomatologie commune

Pour la plupart des patients immunocompétents, l'infection par le HEV se manifeste par une
infection asymptomatique ou une hépatite aigué spontanément résolutive. Néanmoins, elle
peut évoluer vers une hépatite fulminante rapidement fatale en cas d’hépatopathie sous-
jacente. Des études d’administration de selles infectées ont montré que la phase d’incubation
varie de 30 a 36 jours, la phase ictérique dure environ 90 jours et se termine par une phase
de convalescence progressive allant jusqu’a 20 semaines (4,100).

La symptomatologie de I'hépatite E est trés similaire aux autres formes d’hépatites virales. Sur
le plan clinique, la phase symptomatique associe asthénie, douleurs abdominales, nauseées,
vomissements, anorexie suivie par de la fievre, des urines foncées, des selles décolorées, une
hépatomégalie, un ictére et un prurit (4,101).

Sur le plan biologique linfection sera associée a une augmentation des transaminases et a
une hyperbilirubinémie. L’ARN viral est détectable dans le sang et dans les selles dés la 2™
semaine post-infection et persiste 4 semaines dans le sang et 5 semaines dans les selles en
moyenne. Les IgM et les IgG apparaissent respectivement dés la 4°™ et 5°™® semaine post-
infection (Figure 3) (102).

ARN HEV dans le sang

|
Ll
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ARN HEV dans les selles

r 3
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—— 1gG anti-HEV
IgM anti-HEV

Ictére
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Semaines post-infections
Figure 3 : Cinétique de l'infection par le virus de I'hépatite E.
Adapté de Dalton et al. The Lancet Infectious Disease 2008 (102)
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L’infection par le HEV peut aussi provoquer un large éventail de manifestations extra-
hépatiques (103). Les manifestations les plus fréquemment observées sont :

- Les atteintes neurologiques: syndromes de Guillain-Barré, encéphalites et méningites
pour les génotypes 1 et 3 et uniquement pour le génotype 3 des douleurs
neuropathiques, troubles sensoriels indolores, syndromes de Parsonage Turner, (104).
Ces manifestations sont plus fréquentes chez les patients immunocompétents,
suggérant une physiopathologie auto-immune (105). Des études portant sur les quasi-
espéces de I'hépatite E chez des patients ont montré une grande variabilité génétique
des variants du virus (106). Une compartimentalisation des variants du HEV entre le
sang et le liquide céphalo-rachidien a été découverte chez un patient chroniquement
infecté et développant des manifestations neurologiques. Cette étude suggeére que les
symptdbmes neurologiques pourraient étre liés a [I'émergence d'un variant
neurotropique (107), I'infectiosité de ce variant reste & démontrer.

- Les atteintes rénales : glomérulonéphrites membranoproliferatives (génotype 1 et 3),
néphropathies a IgA (génotype 3) et cryogloglobulinémie (génotype 3) (108,109). Des
particules virales infectieuses ont été détectées dans I'urine de patients chroniquement
infectés par du HEV de génotype 3 sans atteinte rénale avérée. Ces particules sont
trop volumineuses pour traverser la barriere de filtration glomérulaire et pourraient
provenir d’'une infection et d‘une réplication du HEV dans I'arbre rénal ou urinaire (110).

- Les manifestations hématologiques : anémie hémolytique liée a un déficit en G6PD
(génotype 1), thrombocytopénie (génotypel et 3), anémie hémolytique auto-immune,
et gammapathies monoclonales de signification indéterminée (génotype 3) (111-116).

I.5.2. Pouvoir pathogéne des génotypes 1 et 2 du HEV

Les infections par le génotype 1 et 2 du HEV touchent surtout les enfants jusqu’a deux ans et
les adultes jeunes entre 15 et 30 ans.

L’infection par le génotype 1 chez la femme enceinte peut entrainer une hépatite aigué
fulminante fatale ainsi qu’'une coagulation intravasculaire disséminée, une éclampsie, une
rupture des membranes, un avortement spontané et une mort foetale in-utero (117). Les
complications obstétricales se produisent majoritairement lorsque l'infection survient pendant
le 3¢ trimestre de grossesse. Des études ont montré qu’environ 60 % des femmes infectées
par le génotype 1 du HEV développeront une hépatite aigué pouvant évoluer vers une hépatite
fulminante avec une létalité variant de 15 a 25% (16,60,118,119). Enfin, des transmissions
verticales de I'hépatite E ont été décrites (2).

L’infection et la réplication du HEV de génotypes 1 et 3 ont été avérées sur un modeéle d’explant
de placenta et de décidua humain. Ces travaux suggérent d’'une part que la réplication du
génotype 1 du HEV est plus efficace dans ces tissus que le génotype 3 et d’autre part que
l'infection par le génotype 1 induit un environnement pro-inflammatoire (10). Les différences
observées entre le génotype 1 et 3 du HEV pourraient expliquer les formes séveres observées
avec le génotype 1 du HEV chez la femme enceinte (10).
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1.5.3. Pouvoir pathogéne des génotypes 3 et 4 du HEV

Contrairement aux génotypes 1 et 2, la séroprévalence des IgG anti-HEV augmente avec I'age
pour les génotypes 3 et 4 (82). La plupart des infections par le HEV de génotype 3 ou 4 sont
asymptomatiques. Cependant, chez les patients immunodéprimés la primo-infection peut
évoluer vers une infection chronique définie par la persistance de la virémie pendant au moins
3 mois (96). Les populations concernées sont les patients transplantés d’organes solides
(1,120,121), les patients infectés par le HIV avec un faible taux de lymphocyte T CD4+ (122—
124) et les patients atteints d’affections hématologiques (125-127). En l'absence de
traitement, l'infection chronique peut évoluer vers une fibrose hépatique et une cirrhose en 2
a5 ans (128,129).

Enfin, des études rétrospectives ont montré que des cas d’atteintes hépatiques classés parmi
les hépatites induites par les médicaments sont en réalité des cas d’hépatites virales E. Les
caractéristiques cliniques des patients sensibles a I'infection et les classes médicamenteuses
concernées sont inconnues (130).

I.6. Traitement de P’infection par le HEV

Les hépatites E aigués chez I'adulte immunocompétent sont spontanément résolutives et ne
nécessitent pas de traitement particulier. Chez les patients sous traitement
immunosuppresseur atteints d’hépatite E chronique, la stratégie thérapeutique consiste a
diminuer la posologie des immunosuppresseurs pendant 3 mois. Si ’ARN du HEV est encore
retrouvé dans les selles ou le sang du patient, il est alors recommandé de poursuivre le
traitement par la ribavirine en monothérapie a la posologie de 600 a 800 mg par jour per 0s en
deux prises quotidiennes pendant 3 mois (96,131).

En cas de rechute, avérée par la réappartition de la virémie dans les 12 semaines, le patient
est retraité par ribavirine en monothérapie pendant encore 6 mois (132). Le PEG-interféron-a
pendant 3 mois constitue une alternative en cas d’échec du traitement par ribavirine pour les
patients transplantés de foie (96). Les patients sont dans une impasse thérapeutique en cas
d’échec de ces deux thérapies (96).

La ribavirine est fréquemment associée a des effets indésirables parmi lesquelles une anémie
hémolytigue dose-dépendante, une dyspnée, de la toux et des réactions cutanées (96,133).
La posologie de la ribavirine chez les patients atteints d’hépatite E chronique doit prendre en
compte les co-morbidités associées comme I'anémie et le débit de filtration glomérulaire (134).

La ribavirine et le Peg-Interféron-a sont tératogénes et ne peuvent pas étre utilisés en cas
d’'infection par le HEV chez la femme enceinte au 3°™ trimestre de grossesse. Ces patientes
sont d’'emblées dans une impasse thérapeutique (135).

Un vaccin (Hecolin®) est disponible en Chine. Il est efficace chez le jeune adulte, cependant
la durée d’efficacité du vaccin et la concentration protectrice en anticorps sont inconnues. De
plus, I'efficacité et I'innocuité du vaccin vis-a-vis des femmes enceintes, des personnes agées,
des patients immunodéprimés n’ont pas été déterminées (136).
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[I. Le HEV : un virus quasi-enveloppé

II.1. Organisation du génome

Le virus de I'hépatite E est un virus a ARN simple brin de polarité positive de 7200 paires de
bases. Son génome est coiffé a I'extrémité 5 par une 7-méthyl guanosine et polyadénylé a
lextrémité 3’ ; il est organisé en trois cadres ouverts de lecture (Figure 4, Open Reading
Frame : orf) (137).

[1.1.1. orfl code une protéine non-structurale

La séquence d’orfl code une protéine non-structurale de 1693 acides aminés. Cette protéine
posséde plusieurs domaines fonctionnels avec des activités méthyl transférase, cystéine
protéase, ARN hélicase avec une activité 5 nucléoside triphosphatase, ARN polymérase
dépendante de 'ARN, des domaines de liaison au zinc ou au magnésium et deux régions X
et Y dont les fonctions sont inconnues (138-141). ORF1 posséde aussi une région
hypervariable riche en proline qui code pour une protéine intrinsequement désordonnée ayant
une grande plasticité fonctionnelle. Cette région est impliquée dans I'adaptation des souches
cliniques en culture et dans la persistance du HEV dans son héte, elle constitue un site
d’insertion d’ARNm de [I'héte qui pourrait contribuer a cette adaptation (142,143).
L’électroporation de cellules Hep293T avec un réplicon possédant la séquence de I'épitope de
I’'hémagglutinine sur orfl a permis de prouver en Western blot que la protéine ORF1 n’est pas
clivée dans la cellule (144).

11.1.2. orf2 code la protéine de capside virale et une protéine soluble glycosylée

La séquence d’orf2 code pour la protéine de capside virale. Cette derniére est constituée de
660 acides aminés. Les études structurales ont montré que 'ARN génomique viral est
encapsidé dans une capside icosahédrique formée de 180 protéines OFR2 assemblées en
décameéres (pentameéres de diméres), avec un nombre de triangulation T=3 (145). La structure
de la protéine de capside ORF2 est divisée en trois parties, le domaine S (shell), le domaine
M (middle) et le domaine P (protrudding) (146,147). Le domaine S forme la structure interne
de la particule virale directement en contact avec 'ARN viral alors que les domaines M et P
sont en contact avec le milieu extérieur. C’est dans le domaine P que sont situés les épitopes
immunodominants d’ORF2 (146).

Plusieurs travaux récents ont décrit une forme glycosylée de la protéine de capside ORF2.
Cette forme posséde un peptide signal qui permet a la protéine ORF2 d’étre N-glycosylée puis
O-glycosylée afin d’étre sécrétée via la voie de sécrétion classique. Cette forme glycosylée se
retrouve dans le sérum des patients infectés et pourrait servir de leurre immunitaire afin de
diriger la réponse immunitaire humorale envers la protéine ORF2 (148,149). D’autre part, cette
forme soluble d’'ORF2 et les particules virales infectieuses ne rentrent pas en compétition sur
leurs récepteurs lors de I'étape d’attachement du virus (148,149).

Des travaux portant sur la souche de laboratoire Kernow-Cl/p6 sur des modéles
d’hépatocarcinomes ont montrés qu’une partie dORF2 est transloquée dans le noyau. Les
effets de cette protéine dans le noyau restent & explorer (150).
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11.1.3. orf3 code pour une protéine impliquée dans la sortie des particules virales.

La séquence d’orf3 chevauche partiellement celle d’orf2 et code pour une protéine de 114
acides aminés. La protéine ORF3 est impliquée dans la morphogénése des particules virales
et leur bourgeonnement sous une forme quasi-enveloppée (151).

by

Des travaux effectués a partir de la transfection du clone infectieux Kernow-C1/p6 et
d’expériences de mutagénése dirigée des modeles d’hépatocarcinomes humains ont montré
que la protéine ORF3 est capable de s’oligomériser et d’étre palmitoylée sur sa partie N-
terminale riche en cystéine (152). La palmitoylation de ORF3 va lui permettre de s’enchasser
dans la membrane plasmique des corps multivésiculaires (152). Il a été mise en évidence, sur
la base de travaux d’expression hétérologue d’ORF3 dans des oocytes, la propriété d’ORF3
de former des complexes multimériques avec une activité de canal ionique (153).

De plus, ORF3 aurait un effet immunomodulateur. ORF3 inhibe la phagocytose des
macrophages en inhibant la voie de signalisation JAK1/STAT1 (154). Des travaux portant sur
la surexpression d’ORF3 ont montré qu'il inhibe I'expression du TLR3 et du TLR7 provoquant
ainsi une diminution de la production des interférons de type | (155).
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Figure 4 : Organisation du génome du virus de I'hépatite E.
Adapté de Kamar et al. 2017 Nat Rev Dis Primers (100)

MT : Méthyl transférase, PPR : région riche en proline, Pro : cystéine protéase, Hel : Hélicase, Pol :
ARN polymérase dépendante de 'ARN et Y et X : deux régions dont la fonction est inconnue.
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I1.2. Cycle cellulaire du virus de I’hépatite E

Les principales étapes du cycle intracellulaire du HEV, de I'entrée a la libération des particules
virales, sont schématisées dans la Figure 5.

11.2.1. Entrée du virus

Chez I'héte, le HEV est retrouvé sous deux formes, nue ou associé aux lipides. Le ou les
récepteurs de ces deux formes de particules virales sont inconnus a ce jour.

Sur les cellules d’hépatocarcinome Huh-7 et HepG2, les protéines ORF2 adhérent de facon
non-spécifique aux héparanes sulfates a la membrane cellulaire (8,156). L'effet des héparanes
sulfates est plus modéré sur I'entrée des particules virales quasi-enveloppées (8).

L’entrée des particules virales nues et quasi-enveloppées se fait par endocytose dans des
vésicules recouvertes de clathrine, ce processus implique aussi la dynamine-2, le cholestérol
membranaire et un remodelage du cytosquelette (8,157). Concernant les particules virales
guasi-enveloppées, le transporteur du cholesterol NPC1 extrait alors le cholestérol de la
membrane et permet la déstabilisation et I'extraction de cette membrane. La fusion de cette
I'endosome avec le lysosome acidifie son contenu et permet la décapsidation des particules
virales pour libérer son ARN (8). Actuellement, nous ignorons le mécanisme de décapsidation
de 'ARN viral.

11.2.2. Réplication de I’ARN viral et assemblage de la capside virale

Le modeéle proposé pour le cycle viral du HEV est basé sur I'analyse des différentes régions
du génome et les analogies avec les autres virus & ARN positif simple brin (Figure 5).
Cependant, des études in vitro sur différents systémes cellulaires et I'utilisation de réplicons
ont mis en évidence de nouveaux éléments.

Suite a la décapsidation de I'ARN viral, la réplication du HEV se produit dans le cytoplasme.
Le brin d’ARN positif est traduit, a partir de sa coiffe, en polyprotéine non structurale ORF1. A
partir du génome viral, les activités ARN polymérase dependante de ’ARN et hélicase d’'ORF1
vont permettre la synthése d’'un ARN simple brin négatif qui va servir de matrice pour la
synthése des ARN génomique et subgénomique. L’ARN subgénomique porte les séquences
orf2 et orf3 et sert de matrice pour la traduction des protéines ORF2 et ORF3 (158,159).

La séquence orf2 posséde deux codons d’initiation de la traduction qui vont permettre la
traduction de cette protéine en deux formes: ORF2 de capside et ORF2 glycosylée.

La protéine de capside d’'ORF2 encapside le génome viral grace a la liaison a un signal
d’encapsidation de 76 nucléotides situé prés de I'extrémité 5 du génome viral (141). Des
études en microscopie confocale ont montré la colocalisation dORF1 avec ORF2, ORF3 et
'ARN viral, ainsi qu’avec les marqueurs des endosomes tardifs CD63 et CD151 (144). Les
endosomes tardifs pourraient étre le site de réplication et d’'assemblage du HEV.
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11.2.3. Bourgeonnement et libération des particules virales

Lorsque les cellules d’hépatocarcinome humain PLC/PRF/5 sont infectées par un virus dont
le codon d’initiation d’'ORF3 a été substitué par un codon alanine, il n’y a pas de libération de
particules virales associées aux lipides dans le surnageant de culture, ce qui indique qu'ORF3
est nécessaire a la libération de ces particules (151).

Des travaux, effectués a partir de la transfection du clone infectieux Kernow-C1/p6 et
d’expériences de mutagénése dirigée, ont montré que la protéine ORF3 est capable de
s’oligomériser et d’étre palmitoylée sur sa partie N-terminale riche en cystéine (152). La
palmitoylation d’ORF3 va lui permettre de s’enchasser dans la membrane plasmique des MVB
(152).

Des expériences d’'immunoprécipitation ont montré l'interaction d’ORF3 avec TSG101, une
protéine accessoire du systtme ESCRT (160). Le motif PSAP d’ORF3 est nécessaire a cette
intéraction (160) et permet la libération des particules virales associées aux lipides hors de la
cellule pour les génotype 1 et 3 du HEV (160-162). Les particules virales portant la mutation
du motif PSAP et issues du lysat cellulaire, migrent & une densité de 1,22 sur gradient de
sucrose, ce qui correspond a la densité des particules virales nues retrouvées dans les selles
des patients infectées. Sur la base de ces travaux, ORF3 est donc nécessaire a la
morphogénese des particules virales quasi-enveloppées (Figure 5) (151,161,162).

L’inhibition de la voie d’exocytose par le GW4869 inhibe la libération de 'ARN du HEV dans
le surnageant de culture des cellules PLC/PRF/5 infectées par le HEV de génotype 3 (163).
La bafilomycine stimule la voie d’exocytose et augmente la libération d’ARN HEV dans les
mémes conditions (163). De plus, l'inhibition de I'expression des protéines Rab27a et HRS par
transfection de siRNA inhibe la libération de ’ARN du HEV dans le surnageant des cellules
PLC/PRF/5 (163). Cela suggeére que HRS, protéine associée au systeme ESCRT, et Rab27a,
protéine accessoire impliguée dans le recyclage des MVB (164), sont impliquées dans la
libération des particules virales via les corps multivésiculaires. Les MVB sont alors transportés
jusqu’a la membrane plasmique et fusionnent avec la membrane pour libérer les particules
virales dans le milieu extracellulaire (Figure 5) (9,163).

Bien que la quantité d’ARN viral du HEV puisse étre élevée dans le surnageant de culture,
rapporté a la quantité d’ARN viral il y a une faible proportion de particules virales infectieuses
présentes dans les selles et dans le surnageant de culture (9,12). La quantité d’ARN viral ne
reflete donc pas parfaitement la quantité de particules virales infectieuses et les méthodes de
guantification par RT-gPCR doivent étre appuyées par des méthodes mesurant l'infectiosité
des suspensions virales.
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Figure 5 : Cycle cellulaire du virus de I'hépatite E.

Adapté de Lhomme et al. Virologie 2018 (53)

Le schéma illustre les étapes de (1) : attachement non-spécifique aux héparanes sulfates, (2):
attachement au récepteur spécifique, (3) : endocytose médié par la clathrine, (4) : décapsidation des
particules virales, (5) : synthése d’'ORF1 portant notamment I'activité ARN polymérase dépendante de
'ARN, (6) : synthese de ’ARN simple brin négatif (7) : synthése d’ARN simple brin positif subgénomique
polycistronique et (8) : réplication du génome complet du virus, (9) : traduction des protéines ORF2,
ORF2 glycosylée et ORF3, (10): encapsidation de la particule virale pour former la particule virale,
(11) : bourgeonnement des virions dans les vésicules intraluminales des corps multivésiculaires, (12) :
libération des particules dans le flux sanguin ou le flux biliaire, (13) : perte de la quasi-enveloppe virale

sous l'action détergente des acides biliaires et (14): sécrétion le la forme soluble d’ORF2.
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[1.2.4. Influence de la polarisation cellulaire sur le bourgeonnement du HEV

Les cellules épithéliales et endothéliales ont une structure polarisée avec un pble apical en
contact avec la lumiére et un pdle basolatéral en contact avec le flux sanguin. Les voies
d’endocytose-exocytose sont polarisées dans ces épithéliums avec une endocytose-
exocytose dirigée vers le pble apical et une autre, distincte, vers le pble basolatéral (165). Les
exosomes sécrétés dans ces deux pbles ont des propriétés différentes en terme de densité,
de composition protéique (166—169) et de fonctions physiologiques (170,171).

De nombreux virus infectant les épithélia tirent parti de la polarisation cellulaire pour leur entrée
ou leur libération (172-177). Contrairement a celle des autres virus hépatotropes (178-180),
la libération du virus de I'népatite E se fait préférentiellement au péle apical des cellules
polarisées en culture (12,161). Les particules virales sont associées aux lipides dans le
surnageant apical et basolatéral des hépatocytes polarisées mais les particules virales
apicales sont plus denses dans le surnageant apical (12). Les particules virales infectieuses
sont sécrétées préférentiellement du coté apical des hépatocytes par la voie d’exocytose (12).

Ces données suggérent qu’il existe un mécanisme de tri permettant au HEV d’étre libéré vers
le pble vasculaire ou vers le péle biliaire des hépatocytes. Les particules virales libérées dans
les canalicules biliaires pourraient répandre l'infection dans I'arbre biliaire. Dans I'arbre biliaire
et le duodenum, ces particules virales subiraient I'action des sels biliaires et des protéases de
I'héte pour donner les particules virales nues retrouvées dans les selles des patients infectées.
Les particules libérées dans le flux sanguin pourrait répandre I'infection du HEV dans son héte
(Figure 6) (5,9,181).

W

Vaisseaux sanguins

Canaux biliaires

(acide désoxycholique) Canal pancreatique

(trypsine)

Tractus digestif

Figure 6 : Libération des particules virales quasi-enveloppées dans les deux péles de I'hépatocytes et
perte de la quasi-enveloppe des particules dans I'arbre biliaire.

Adapté de Okamoto Hiroaki Journal of Gastroenterology 2013 (181)
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I1.3. Composition et infectiosité des particules virales quasi-enveloppées

Les données de la littérature suggerent que les particules virales utilisent la voie d’exocytose
pour étre empaquetées dans les exosomes. Selon cette hypothése, le tropisme et I'infectiosité
des particules virales quasi-enveloppées dépendrait des propriétés des exosomes.
Cependant, les mécanismes qui déterminent le tropisme cellulaire des exosomes sont
actuellement insuffisamment documentés (182,183).

11.3.1. Composition lipidique de la quasi-enveloppe du HEV

Les particules quasi-enveloppées du HEV sont isolées par ultracentrifugation dans une
fraction correspondant a la densité des exosomes (5,9,12). A partir de culture
d’hépatocarcinome infectée par du HEV de génotype 3, une étude de lipidomique a comparé
la composition lipidiqgue des exosomes isolés par ultracentrifugation avec celle des cellules
meéres (9). La fraction contenant les exosomes est enrichie en cholestérol, en
phosphatidylsérine, sphingomyeline et en céramides et elle est appauvrie en
phosphoinositides et en acides gras polyinsaturées, ce qui est une caractéristique des
exosomes (9,182). L’infection par le HEV ne modifie pas la proportion des lipides isolés dans
la fraction de densité contenant les exosomes et appuie ainsi I'hypothése de la sécrétion des
particules virales grace a la voie d’exocytose cellulaire (9,163). Nous ignorons actuellement si
l'infection stimule la production et/ou la libération des exosomes. De plus, nous ignorons
l'influence de la composition lipidique des particules virales sur leur infectiosité.

Des études suggérent que les particules virales bourgeonnent dans différentes sous
populations d’exosomes. Ces sous populations pourraient avoir des propriétés biologiques
différentes les unes des autres en terme de tropisme tissulaire, d’'infectiosité et de sensibilité
a I'immunité humorale (9,12,184). La caractérisation des propriétés et des l'infectiosités de ces
sous-populations virales pourrait permettre la compréhension des mécanismes sous-tendant
la physiopathologie de I'infection.
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[1.3.2. Composition protéique des particules virales quasi-enveloppées

Les données décrivant la composition du HEV proviennent d’expériences de
séroneutralisation et d'immunocapture.

Le rendement d'immunocapture des particules virales quasi-enveloppées par des anticorps
dirigés contre ORF2 et ORF3 est faible. Un traitement solvant-détergent par la déoxycholate
augmente le rendement de capture avec des anticorps spécifiques d’ORF2 ou d’ORF3 (185).
Ces résultats indiquent que les protéines virales sont absentes de la surface des particules
virales quasi-enveloppées.

Les particules virales quasi-enveloppées isolées par ultracentrifugation dans la fraction des
exosomes peuvent étre immunoprécipitées par des anticorps anti-CD63, anti-CD9, anti-CD8,
anti-EpCAM et par des protéines se liant aux phosphatidylsérines (184,186). Ces protéines
sont retrouvées dans les exosomes (182) et seraient intégrées a la membrane des particules
virales quasi-enveloppées au cours de leur biogénése. Les particules virales quasi-
enveloppées peuvent aussi étre immunoprécipitées avec un anticorps dirigé contre TGN46
(186). TGN46 est un marqueur du réseau trans-golgien et suggére que cet organite pourrait
contribuer a la biogénése de la membrane du HEV (184). L'infectiosité des particules virales
capturées par immunocapture n’a pas été évaluée et ces particules virales capturées pourrait
correspondre a des sous-populations de particules défectives.

11.3.3. Infectiosité des particules des selles et des particules quasi-enveloppées.

Les populations de particules virales nues issues des selles des patients infectés contiennent
une proportion plus importante de particules virales infectieuses que les populations de
particules virales quasi-enveloppées obtenues en culture (7-9).

Bien qu'il y ait moins de particules virales infectieuses dans le sérum des patients, les
particules virales quasi-enveloppées sont protégées des anticorps neutralisants grace a leur
quasi-enveloppe. Lorsque ces particules sont traitées par des solvants-détergents, leur

infectiosité augmente mais en contrepartie, elles redeviennent sensibles a [Iaction
neutralisante des anticorps anti-HEV (163).

Ces sous populations pourraient avoir des propriétés biologiques différentes les unes des
autres en terme de tropisme tissulaire, d’infectiosité et de sensibilité a 'immunité humorale
(9,12,184). La caractérisation des propriétés et des linfectiosités de ces sous-populations
virales pourrait permettre la compréhension des mécanismes sous-tendant la
physiopathologie de l'infection.
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[ll. Propagation du virus de I’hépatite E chez I’animal et en culture

La mesure de linfectiosité des particules du HEV nécessite soit de disposer de modéles
animaux, soit de systéme de culture performants. Des avancées dans la propagation du HEV
ont eu lieu depuis sa découverte en 1983 (4). Les modéles animaux ou in vitro rendent possible
la mesure de son infectiosité et ont permis des avancées dans la compréhension de la
physiopathologie de l'infection.

I11.1. Modeéles animaux

L’avantage d’utiliser un modéle animal pour tester I'infectiosité des inocula du HEV est que
l'infection peut étre vérifiée sans équivoque en surveillant 'apparition des signes de l'infection
comme les signes cliniques, I'excrétion fécale du virus, la virémie ou la séroconversion des
animaux. Plusieurs espéces animales sont sensibles a linfection avec une ou plusieurs
souches humaines de HEV de génotype 1 a 4 ou avec des souches circulant chez I'animal.
L’infection des primates non-humains (4,187-191), des porcs (52,192), des rongeurs (193) et
des lapins (194,195) permet d’obtenir une excrétion fécale et/ou une virémie (Figure 7).

Il y a une variabilité interindividuelle de la symptomatologie entre les animaux méme au sein
d’'un méme lot. L’éventail des manifestations est variable, les signes de l'infection peuvent étre
transitoires, subcliniques ou infracliniques (192). Dans ce cas, des méthodes complexes
comme la RT-gPCR ou des tests ELISA doivent étre mises en ceuvre pour détecter la
présence de 'ARN viral, des antigenes viraux ou la séroconversion des animaux.

Les rats et les souris ne semblent pas étre sensibles a l'infection par les génotypes 1 a 4 mais
le sont aux souches du HEV circulant chez le rat (193). Les gerbilles de Mongolie et les lapins
sont de petits animaux qui semblent adaptés a I'évaluation de l'infectiosité du HEV mais le
nombre d’études réalisées est encore trop faible (196). La concentration virale nécessaire pour
infecter un modéle n’est pas toujours clairement indiquée. Dans la plupart des études, seule
la quantité d’ARN du HEV dans I'inoculum est déterminée et ne correspond pas a la quantité
de particules infectieuses présentes.

L'utilisation de modéles animaux présente d’autres inconvénients pour évaluer en routine
l'infectiosité des inocula du HEV. Le délai nécessaire a la manifestation clinique des
symptdmes peut étre long, de I'ordre de plusieurs jours a plusieurs semaines et peut ne pas
étre identique pour tous les animaux infectés. A cause des besoins en infrastructure, en
personnel et en matériel, la reproduction des expérimentations est rare et limite la significativité
statistigue des résultats. La main-d'ceuvre nécessaire a l'entretien des animaux de laboratoire,
en particulier les gros animaux tels que les porcs ou les primates non-humains, peut étre
considérable. En outre, si les animaux sont logés ensemble, le risque d’infection croisée est
important, notamment pour le porc (52) rendant ainsi l'interprétation des résultats difficile.

Enfin, I'utilisation expérimentale d’animaux de laboratoire entraine des implications éthiques
(197-199).
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Figure 7 : Principaux modéles mammiféres pour I'étude du HEV.

Adapté de Kenney et al., Annual Review of Animal Biosciences 2019 (200)
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[11.2. Systemes cellulaires

[11.2.1. Lignées cellulaires pour la culture du HEV

En tant que virus hépatotrope, le HEV a dabord été cultivé sur des lignées
d’hépatocarcinomes humains. La culture du HEV est longue et difficile. Trés peu d’isolats
cliniques peuvent étre efficacement cultivés (181).

La premiére propagation réussie du HEV a eu lieu en 1987 sur la lignée PLC/PRF/5. Cette
lignée a été infectée avec des extraits fécaux de patients ayant une hépatite non-A et non-B
(201). Dans des travaux ultérieurs, les PLC/PRF/5 ont été infectées avec des souches
cliniques du HEV de génotype 1,3 et 4 (202—-204). Par la suite, la propagation des souches
clinigues du HEV a été mise au point sur les lignées HepG2/C3A et Huh.7 pour les génotypes
1 a 3 du HEV (7,205). Les lignées PLC/PRF/5 et HepG2/C3A ont permis la propagation des
souches de HEV provenant du porc, du lapin et du rat et ont contribué a prouver le caractere
anthropozoonotique du HEV (206—-208).

La culture des isolats cliniques du HEV de génotype 1 a 4 est possible grace a l'utilisation
d’hépatocytes dérivés de cellules souches humaines (209). Bien que ce modéle se rapproche
de la physiopathologie humaine, il est difficile & mettre en ceuvre.

Le tropisme tissulaire du HEV ne se limite pas au foie. Cette propriété a été mise a profit pour
cultiver le HEV sur différentes lignées dérivées de carcinome humain. Par exemple, les lignées
Caco-2 (colon) et A549 (poumon) ont permis la propagation du HEV (7,203). Des explants de
placenta et de décidua humains ont aussi permis la culture du HEV de génotype 1 et 3 (10).

Enfin, le HEV étant zoonotique, des lignées cellulaires d’origine animale ont été utilisées pour
la propagation du HEV. Parmi elles, les cellules primaires dérivées de rein ou d’hépatocytes
de macaque cynomolgus permettent la propagation du HEV (210,211).

I11.2.2. Modéles de cellules polarisées en culture

Le HEV peut aussi se propager sur des modeéles cellulaires polarisés en culture. La
transfection du sous-clone C25j des cellules Caco-2 par du HEV de génotype 1 a permis de
montrer 'accumulation intracellulaire apicale de la protéine ORF3 (161).

La transfection du HEV a été expérimentée sur les modeles de cellules polarisés HepaRG et
sur le sous-clone PLC3 de la lignée PCL/PRF/5 (148,212). Bien qu'utilisant des cellules
polarisables en culture, ces études ne se sont pas intéressées au rble de la polarisation dans
la physiopathologie du HEV.

Un sous-clone de HepG2/C3A a été développé au laboratoire appelé HepG2/F2. Ce sous-
clone est permissif aux souches cliniques de HEV de génotype 1 et 3 sous forme nue ou quasi-
enveloppée et permet I'étude de la sécrétion du HEV (12).
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[11.2.3. Milieux de culture pour la propagation du HEV

Le développement de la culture du HEV s’est aussi faite grace a 'amélioration des conditions
de culture. L’ajout de 30 mmol/L de MgCI2 augmente I'infectiosité des particules virales nues
de génotype 1 sur les cellules A549 en culture (213). En 2007, I'équipe d’Okamoto s’est servie
d’'un milieu appauvri en sérum contenant du M199, du DMEM et du MgCl> pour propager
l'infection. Il y a stimulation de la production d’ARN viral en culture lorsque les cellules infectées
sont maintenues a 35,5 °C (203). Les travaux de Yin et al. ont montré que I'entrée des
particules virales quasi-enveloppées est plus longue que celle des particules nues et nécessite
6 H d’incubation a 34,5°C. Dans leurs travaux, Yin et al. ont utilisé un milieu d’entretien des
cellules composé de DMEM avec 10% de SVF et 2 % de DMSO (8). L’effet du DMSO sur la
propagation de l'infection n’a pas été étudié dans ces travaux.

I11.2.4. Transfection et infection a partir de souches adaptées en culture

Un des variants de la quasi-espéce de l'isolat clinique de la souche de génotype 3 Kernow
posséde une insertion de 171 nucléotides de génome humain dans la région hypervariable
d’orfl. Ce variant est devenu majoritaire aprés 6 repiquages en culture (7,214). Cette insertion
provient du géne codant pour la protéine S17 de la sous-unité 40S des ribosomes et permet
d’améliorer la propagation en culture de la souche Kernow (7,214).

Pour surmonter les difficultés liées a la culture du HEV, l'insertion S17 a été introduite dans la
région hypervariable de la souche de génotype 1 Sar55 et les ADN des souches Kernow-
Cl/p6 et Sarb5/S17 ont été clonés dans un vecteur d’expression. Ces deux ADN
complémentaires permettent la transfection du HEV dans des lignées cellulaires cancéreuses
immortalisées.

Les ADN des souches Sarb55/S17 (génotype 1) et Kernow-Cl/p6 (génotype 3) sont
régulierement utilisés parmi la communauté scientifique (214,215). Bien que la transfection de
ces souches permette d’obtenir un niveau d’expression de protéine ORF2 et ORF3 élevé et
un titre viral important, I'étendu des effets cellulaires de cette insertion est inconnue et pourrait
éloigner les souches Sar55/S17 et Kernow-C1/p6 du comportement des souches cliniques du
HEV. La pertinence de ces souches dans I'étude de la physiopathologie de I'infection est
remise en question (216).
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IV. Quantification de I'infectiosité des particules virales

IV.1. Utilité de la quantification de I'infectiosité du HEV

La mise au point d’'une méthode de mesure de linfectiosité des particules virales de HEV
permettrait d’un point de vue expérimental :

- D’obtenir une méthode standardisée et harmonisée pour faciliter la comparaison de
l'infectiosité des souches des différents laboratoires

- D’étudier la différence d’infectiosité des particules virales nues et associées aux lipides
et de standardiser les expérimentations avec ces deux formes de virus

- De mesurer linfectiosité des particules virales issues de différents compartiments
biologiques
- De tester des inocula désactivés et non-infectieux pour des contrbles expérimentaux

Pour l'étude de l'importance du HEV en santé publique, une méthode de mesure de
l'infectiosité des particules virales de HEV contribuerait a:

- Déterminer la quantité minimale de particules virales permettant l'infection humaine et
animale

- Evaluer l'infectiosité des particules virales dans la viande de porc, de gibier et d’autres
produits alimentaires

- Mesurer la stabilité du HEV dans I'environnement

- Déterminer la résistance du HEV vis-a-vis des méthodes de désactivation des
particules virales : Chaleur, UV et traitements chimiques

- Sécuriser le circuit des produits sanguins en mesurant le rendement d’inactivation des
procédés actuels de désactivation des particules virales

- Mesurer l'infectiosité des particules virales en présence d’anticorps neutralisants
- Vérifier l'infectiosité de souches candidates pour des mises au point vaccinales

- Sélectionner des composés pharmacologiqgues interférant avec le cycle viral du HEV

IV.2. Méthodes permettant de quantifier in vitro I’'infectiosité des suspensions virales

Le point commun entre toutes les méthodes permettant de quantifier in vitro l'infectiosité des
suspensions virales est la dilution en série de ces suspensions virales jusqu’a une dilution
permettant de détecter ou quantifier I'infection. Seule change la méthode pour quantifier la
guantité de particules virales infectieuses. Les trois méthodes les plus souvent mises en
ceuvres sont les unités formant plages (PFU) qui dénombrent les plages de lyses duent a
linfection, les unités formant foci (FFU) qui dénombrent les foyers d’infection en
immunofluorescence et les TCID50 qui correspond a l'inverse de la dilution d’'un inoculum qui
permet d’infecter 50 % des puits de culture.
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IV.2.1. Plagues Forming Unit (PFU)

La méthode des unités formant plages (PFU) est utilisée pour les virus ayant un effet
cytopathogéne.

Des monocouches de cellules permissives sont infectées avec des dilutions sérielles d’'un
inoculum. L’infection par une particule virale infectieuse va provoquer la lyse cellulaire. La
nappe cellulaire est recouverte d’un revétement semi-solide comme de l'agarose ou des
polyméres de cellulose pour limiter la propagation des particules virales a I'environnement
immédiat des cellules lysées. L’infection se propage de proche en proche et donne un foyer
infectieux, formant ainsi une plage de lyse.

Le comptage manuel des plages de lyse cellulaire & une dilution donnée permet de déterminer
l'infectiosité de I'inoculum en pfu/mL (217-219). Par exemple, pour une suspension virale a
500 pfu/mL, chague mL de suspension contient assez de particules virales infectieuses pour
former 500 plages ou colonies en culture. Le contraste entre cellules viables et plage de lyse
peut étre augmenté en marquant les cellules vivantes par des méthodes colorimétriques
comme la coloration au cristal violet ou la coloration au MTT (Figure 8) (219). Un effet
cytopathogéne de la souche virale est nécessaire pour mettre en ceuvre cette technique.
L’effet cytopathogéne est variable selon les souches d’'un méme virus (220,221) et peut
disparaitre selon les conditions de culture (222) limitant ainsi 'utilisation des PFU.

Figure 8 : Formation des plaques de lyse avec différentes dilutions d’une suspension de la souche
CTN-81 du virus de la rage sur cellules BHK 21.

Le contraste a été augmenté grace a un marquage au cristal violet.
D’aprés Wang et al. Journal of Applied Virology 2013 (223)
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La formule des PFU/mI est la suivante :

PFU/mL — Nombre de plages de lyse « Facteur de dilut
/mlL = Volume de I'inoculum(mL) acteur de dilution

Elle permet de calculer la multiplicité d’infection (MOI) qui permet de déterminer le nombre de
particules infectieuses par cellule dans une expérimentation :

PFU/mL X volume de l'inoculum (mL)
MOI =

Nombre de cellules ensemencés
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IV.2.2. Focus Forming Unit (FFU)

La méthode des unités formant foci (FFU) est dérivée de la méthode des PFU. Les cellules
sont fixées et marquées par immunofluorescence ou marquage colorimétrique. Au lieu de
mesurer |'effet cytopathogéne du virus, le nombre de foci d’infection est compté et permet de
calculer un titre en FFU/mL. Cette méthode est rapide et simple a mettre en ceuvre.

Les méthodes des PFU et FFU nécessitent une inspection oculaire et une estimation de la
positivité des cellules sur la base des plages de lyse ou de 'immunofluorescence (Figure 9).

A B 5 D
6.4 x107 1.28 x 10”7 2.56x108 no virus

NP

NP / DNA

Figure 9 : Phénotype de I'infection des cellules MDCK par des dilutions sérielles d’'une souche du
virus Influenza A observée en microscopie de fluorescence.

D’aprés Karakus et al. Methods in molecular biology 2018 (224)

La nucléocapside (NP) est marquée en vert et le noyau (DNA) est marqué en bleu. A. Effet
cytopathogéne avec un décollement des cellules. B. Un effet cytopathogéne est observable a droite de
l'image alors que des foci d’'infection sont observables a gauche. C. Infection avec des foci observable
et pas d’effets cytopathogénes. D. Cellules non-infectées. Il n’y a pas de foci observable, cependant les
anticorps peuvent s’agréger et former des amas brillants.
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IV.2.3. Dilution limite et Tissue Culture Infectious Dose 50 (TCID50)

La TCID50 est définie comme l'inverse de la dilution d’'une suspension virale permettant
d’infecter 50% des puits de culture. En ce qui concerne les méthodes in vitro, des cellules sont
infectées en plusieurs réplicats avec des dilutions sérielles d’'une suspension virale jusqu’a
obtenir une dilution permettant d’infecter 50% ou moins des puits de culture.

Cing méthodes principales existent pour déterminer si un puits est infecté :
- La détection d’'un effet d’hémagglutination

- La détection d’un effet cytopathogéne

- La détection de foci en immunofluorescence

- La détection d’un antigéne viral

- La quantification du matériel génétique viral

Deux formules existent pour calculer I'infectiosité d’'une suspension virale : la formule de Reed
et Muench et la formule de Spearman-Karber (225,226).

La formule décrite par Reed et Muench permet de mesurer l'effet protecteur d'un sérum
neutralisant. Elle a été définie comme étant I'inverse de la dilution d’'un sérum neutralisant
permettant de protéger la moitié des animaux face a une injection létale d’'une dose constante
d’'un pathogéne dans une expérimentation (226). Elle peut aussi s’appliquer pour mesurer la
l'infectiosité d’une suspension d’un pathogéne (226).

La formule originale et simplifiée de Reed et Muench est la suivante :

50-%D
TCID50 = R" x R(7D=%a)

Avec :

R = La raison, c’est-a-dire I'inverse du facteur de dilution successif appliqué dans I'expérience.
Pour une dilution en série de chaque inoculum au 1/10éme : R= 10.

D = Plus petite dilution d’'un facteur R pour laguelle au moins 50% des animaux ont survécu.
n = Le nombre de dilution pour arriver jusqu’a D
d = dilution directement supérieure a D pour laguelle moins de 50 % des animaux ont survécu.

1
Rn+1

d =
Exemple : Si pour arriver jusqu’a D, il a fallu diluer I'’échantillon 4 fois d’un facteur 2, alors D=
1/2%= 10,0625 et d=1/2"=0,03125.
% D= Pourcentage de mortalité a la dilution D

% d = Pourcentage de mortalité a la dilution d
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Par exemple, dans les travaux originaux de Reed et Muench, a une TCID50/mL de 27 il
faudrait diluer le sérum neutralisant au 1/27 pour sauver 50 % des animaux dans une
expérimentation. Par analogie a une souche d'un pathogéne en suspension, pour une
TCID50/mL de 27, il faudrait diluer cette suspension au 1/27 pour infecter 50% des animaux
dans une expérimentation (226).

La formule de Spearman-Karber est la suivante (227):

1 1 R Ri
TCID50 = RUE Dmax 25T+ RE 1)

Avec :

Dmax = Plus petite dilution d’'un facteur R pour laquelle tous les animaux sont infectés.
Ri = Nombre d’animaux infectés a la dilution Dmax plus nombre d’animaux infectés aux
dilutions expérimentales suivantes.

Ni = Nombre d’animaux utilisés par dilution de la suspension virale.

La formule de Spearman-Karber requiert une dilution de la suspension virale ou tous les
animaux sont infectés, par conséquent cette formule peut nécessiter un grand volume
d’'inoculum et elle n’est pas utilisable avec des suspensions virales ayant un titre trop faible
pour infecter 100 % des animaux.

Plusieurs déclinaisons de ces formules sont apparues avec I'évolution des méthodes de
culture cellulaire et virale. Toutes ces méthodes sont basées sur la dilution d’'une suspension
virale permettant d’obtenir 50% de I'effet a mesurer. Ainsi on peut déterminer la LD50 : la dose
permettant de tuer 50% d’'un modéle animal ; EID50 : la dose permettant d’'infecter 50 % des
embryons de poulet ou la TCID50 : la dose permettant d’infecter 50% des puits d’un réplicat
de culture cellulaire. Par exemple, pour une suspension virale a 2500 TCID50/mL, alors il faut
diluer cette suspension au 1/2500°™ pour infecter 50% des puits d’'une culture cellulaire avec
1 mL de cette dilution.

Des études ont montré que la méthode des TCID50 est plus sensible que la méthode des PFU
pour le virus Ebola et le virus de Tulane (228,229). Des travaux sur les herpesvirus humain de
type 6 ont montré pour ce virus que la variabilité des méthodes de TCID50/mL basées sur la
détection du matériel génétique par gPCR est plus faible comparée a la TCID50/mL mesurée
par la présence des foyers infectieux en immunofluorescence indirect et aux techniques des
FFU (230).
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IV.3. Sélection de la méthode pour le HEV

Les modéles animaux permettent de mesurer l'infectiosité du virus chez son héte naturel,
cependant il n’existe pas de modéle de petits animaux simples a mettre en ceuvre en
animalerie pour le HEV. Cette approche nécessite du temps, des infrastructures adaptées, et
pose des difficultés de reproductibilité des expérimentations ainsi que des problémes éthiques
(197-199).

La mesure de linfectiosité a partir de systemes de culture cellulaire est une méthode
permettant de s’affranchir partiellement des difficultés des modéles animaux.

Les systéemes actuels nécessitent soit des souches de laboratoire soit de travailler avec des
inocula avec un titre élevé en ARN viral. La culture virale a partir d’isolat clinique est longue et
produit peu de particules virales infectieuses.

Le HEV n’ayant pas d’effet cytopathogéne décrit, la méthode des plaques forming unit n’est
pas adaptée. Les méthodes utilisées pour calculer des titres de FFU du HEV en laboratoire
ont été faites avec des anticorps indisponibles dans le commerce et posent des problemes de
reproductibilité interlaboratoire (205,231). Les anticorps commerciaux dirigés contre les
protéines du HEV sont peu nombreux et leurs performances variables, limitant ainsi la mise
en ceuvre de la technique des FFU.

Les systémes de culture du HEV produisent dans le surnageant de culture un mélange de
particules virales infectieuses et de protéines de capside ORF2 soluble et potentiellement
d’autres particules liées a l'infection comme des particules défectives et de 'ARN libre
(148,232). Par conséquent, la production d’ARN viral et de protéine de capside ORF2 dans du
surnageant de culture de cellules infectées ne reflete pas I'infectiosité de I'inoculum utilisé pour
infecter cette culture. Les méthodes restantes pour mesurer l'infectiosité des particules virales
sont celles basées sur des dilutions limites de I'inoculum couplé a la RT-gPCR ou a la détection
d'un antigéne viral en ELISA. Dans ces travaux, nous avons concentré nos efforts sur
I'amélioration de la technique déja existante au laboratoire et qui repose sur la RT-gPCR.

Les principes qui nous ont conduits a choisir la méthode des TCID50/mL pour la détermination
de linfectiosité des suspensions virales du HEV sont résumés dans la Figure 10.
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Figure 10 : Arbre décisionnel pour la sélection de la méthode de titrage du HEV.

Le trait vert représente la méthode choisie.
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Partie Il Etude Expérimentale
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I. Objectifs

L’objectif de ce travail a été de développer une méthode de culture permettant une propagation
efficace de I'hépatite E et d’appliquer cette méthode pour améliorer la technique de TCID50
dont nous disposons au Centre National de Référence du virus de I'hépatite E.

Dans une premiére partie, nous montrerons l'effet du DMSO dans I'amélioration de la
propagation du HEV en culture. Ensuite, nous ferons une analyse rétrospective des résultats
de TCID50 du Centre National de Référence du virus de I'hépatite E de 2014 a 2019.

Dans une derniére partie, nous illustrons I'apport de ce travail en mesurant de l'infectiosité des
souches du virus de I'hépatite E issues des selles ou des surnageants de culture.
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Il. Matériel et méthodes

I1.1. Recueil des données

Nous avons mené une étude rétrospective des résultats d’infectiosité des souches étudiées
au Centre National de Référence de I'Hépatite E a I'Institut Fédératif de Biologie de Toulouse
de 2014 jusqu’a 2019. Tous les résultats ont été calculés avec la formule de Reed et Muench.

I1.2. Lignées cellulaires et souches virales.

Les lignées cellulaires PLC/PRF/5 (ATCC; CRL-8024), HepG2/C3A (ATCC; CRL-10741) ou
son sous-clone HepG2/F2 (12) ont été cultivées dans le milieu d’Eagle modifié par Dulbecco
(DMEM) supplémenté avec 10 % de sérum de veau foetal (SVF) a 37,5°C et 5 % de CO2.
Deux fois par semaine, les cellules ont été décollées par traitement a la trypsine et repiquées
a la densité de 2,5.10° cellules dans des flasques de 25 cmz.

Les souches de HEV nues proviennent des selles des patients a la phase aigué de l'infection.
Deux souches de génotype 3 (Vil et Bou), une souche de genotype 3chi (Bal) et une souche
de genotype 1 (Vic) ont été utilisées (Tableau 1). Les selles ont été collectées, suspendues
dans 5 mL de DMEM, congelées a -20°C pendant 24h puis décongelées et centrifugées a
1200 g pendant 10 min. Les surnageants ont été filtrés grace a un filtre de 0,22 uym et ’ARN
HEV dans les filtrats a été quantifié par RT-qPCR. Les aliquots ont été congelés a -80°C
jusqu’a utilisation.

Nomdela | Génotype | Numéro d’accession Autre dénomination Référence
souche GenBank
Vil 3f KC166967 TLS-09/MO Lhomme et al.
2014 (143)
Bou 3f MN401237
Bal 3chi Non référencée
Vic 1 MN401238

Tableau 1 : Souches du virus de I'hépatite E utilisées dans les expérimentations.

Les surnageants de culture des lignées cellulaires ont été utilisés pour produire les particules
virales quasi-enveloppées du HEV. Du jour 5 au jour 40 post-infection, les surnageants de
culture ont été récoltés, centrifugés a 300 g, et ajouté a la méme flasque congelée a -80°C.
Les pools de surnageants ont été concentrés sur une unité de filtration par centrifugation
Amicon (100 kD cut-off, Millipore, Molsheim, France). La densité des souches produites a été
vérifiée par ultracentrifugation sur gradient d’iodixanol. Les souches ainsi produites ont été
appelées VHP1 lorsqu’elles ont été produites a partir de cellules HepG2/C3A (Virus de
HepG2/C3A au Passage 1) ou VPP1 lorsqu’elles ont été produites a partir de PLC/PRF/5
(Virus de PLC/PRF/5 au Passage 1)
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Nous avons restreint notre analyse aux souches cliniques et éliminé la souche Kernow-C1/P6 ;
en effet il s’agit d’'une souche avec une insertion dans orfl sélectionnée en culture et qui

s’éloigne du modéle physiologique (7,214).

I1.3. Composition des différents milieux de culture

Trois milieux de culture ont été utilisés dans I'étude et sont nommés milieu MCCI, DSD et
WED. La formule détaillée des milieux de culture et d’'infection est décrite dans le tableau 2

ci-dessous :

Milieu de Culture Milieu d’infection
Composition MCCI DSD WED MCCI DSD WED
SVF 10 % 10 % 10 % 2% 10 % 2%
DMEM 90 % 47 %
Glucose 1g/L
DMEM 90 % 87 %
Glucose 4,5 g/L
Milieu de 89 % 96 %
Williams
M199 47 %
DMSO 1% 2% 1%
MgCI2 1 mol/L 3.102 mol/L
Penicillin G
(10 U/L) 0,1 U/L 0,1 U/L 0,1 U/L
Streptomycin
(10 U/L) 0,1 U/L 0,1 U/L 0,1 U/L
Amphotericin B 0,2705 0,2705 0,2705
(27,05 pmol/L) mol/L mol/L mol/L

Tableau 2 : Milieux utilisés pour la culture des cellules, 'infection et le maintien de la culture virale.
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II.4. Ensemencement des lignées cellulaires

Les cellules ont été ensemencées a la densité de 100 000 cellules/puits en sixplicate dans une
plaque 96 puits revétue de collagene. Les cellules ont été cultivées 24 H, a 37°C et 5% de
CO2, afin qu’elles adhérent au fond de la plaque en milieu MCCI, DSD ou WED.

Les inocula ont été préparés en diluant la suspension d’'inoculum mére avec des dilutions
sérielles de raison 10 en PBS, en milieu MCCI, DSD ou WED.

I1.5. Infection des cellules

Les cellules ont été rincées avec 250 pL de PBS chaud puis infectées avec 100 L de chaque
dilution d’inoculum pendant 1h a température ambiante ou 6h a 35,5°C. L’inoculum a été retiré,
remplacé par 290 ul de milieu d’infection puis incubé a 37°C, 5% CO..

A 24 H post-infection, les cellules ont été rincées 5 fois avec 200 pL de PBS chaud,
délicatement pour ne pas décoller la nappe cellulaire. Le PBS a été retiré et remplacé par 290
Ml de milieu d’infection puis incubé a 37°C, 5% CO.. Tous les deux jours, 150 uL du surnageant
de culture a été remplacé par du milieu d’infection neuf.

I1.6. Lyse des cellules

A la fin de I'expérience, 150 uL de milieu de culture ont été enlevés de chaque puits, les
cellules ont été lysées par congélation a -80°C. Les plagues ont été décongelées a
température ambiante puis 140 uL du lysat ont été prélevés dans des eppendorf de 2 mL puis

stockés a -80 °C jusqu’a extraction des ARN totaux.

11.7. Quantification de ’ARN HEV.

L’ARN total a été isolé et purifié en utilisant un kit d’extraction Qlamp viral RNA kit (Qiagen
Courtaboeuf, France) puis stocké a -80°C. Les ARN HEV extraits ont été décongelés a
température ambiante puis quantifiés par une RT-gPCR en temps réel développée au
laboratoire (233). Les amorces et la sonde ciblent le géne ORF3 (Tableau 3). La quantification
est réalisée grace a une gamme préparée a partir d’'un ARN transcrit préparé au laboratoire.

Nom Séquence
Amorce sens 5 -GGTGGTTTCTGGGGTGAC - 3
Amorce anti sens 5 -AGGGGTTGGTTGGATGAA -3
Sonde 5 -6 carboxyfluorescein (FAM) —-TGATTCTCAGCCCTTCGC
— 6 — carboxy — tetramethylrhodamine (TAMRA) — 3’
Tableau 3 : Séquences des amorces et sonde utilisées.
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Dans chaque puits sont déposés 30 pL de mélange réactionnel et 20 pyL d’échantillon d’ARN
extrait a analyser. La composition du mélange réactionnel est détaillée dans le tableau 4. La
RT-gPCR utilise la SuperScriptlll Platinium® (Invitrogen) qui assure successivement la
rétrotranscription de 'ARN en ADN et 'amplification de 'ADN (233).

Réactifs Concentration initiale Quantité pour 1 tube
2X Réaction Mix 2X 25
Amorce Anti Sens 10 uM 2.5
Amorce sens 10 uM 1
Sonde 25 uM 0.3
Inhibiteur de RNase 40 U/uL 1
SuperScriptlll Platinium 40 U/uL 1

Tableau 4 : Mélange réactionnel de la RT-gPCR pour la quantification de ’ARN HEV.

La RT-gPCR a été réalisée avec le thermocycleur Light Cycler 480 de Roche Diagnostics

selon le protocole décrit dans le tableau 5.

Nombre de cycles Température Durée
Transcription 1 50°C 15 min
Inverse
Dénaturation 1 95°C 10 min
95°C 20 sec
Amplification 50
P 58°C 40 sec

Tableau 5 : Protocole de la RT-qPCR pour la quantification de TARN HEV.

La limite de détection de la méthode est de 50 copies d’ARN HEV /mL, cette limite est utilisée
pour déterminer si les cellules sont infectées ou non-infectées pour le calcul des TCID50.
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11.8. Calcul de la TCID50.

Les TCID50 ont été calculées par la méthode de Reed et Muench tel que présentée au
paragraphe V.3 mais rapportée au volume de suspension virale en prenant en compte le
volume de l'inoculum (Vi) en pL selon la formule suivante :

TCID50/mL = TCID50 X
Vi
Pour la suspension virale mére et chaque dilution sérielle, 140 uL de suspension virale ont été
conservés pour quantifier '’ARN viral en RT-gPCR. Cela a permis de vérifier la justesse des
dilutions en série et de calculer la TCID50/million de copie dARN HEV (en divisant la
TCID50/mL par la concentration dARN HEV/mL).

11.9. Marquage des cellules par immunofluorescence indirecte.

Pour la détermination du nombre de cellules infectées, 400 000 cellules HepG2/C3A ou
HepG2/F2 ont été ensemencées sur plaque 24 puits. Apres 24 H, les cellules ont été infectées
avec 0,5 mL d’'une souche clinigue de HEV quasi-enveloppée de génotype 3 issue du
surnageant de culture de cellules PCL/PRF/5 apres un premier passage. La souche virale a
été titrée et diluée a 2500 TCID50/mL. Aprés 21 a 30 jours d’infection, les cellules ont été
décollées et ensemencées sur une lame équipée de chambres de culture amovibles (Nunc®
Lab-Tek® Il Chamber Slide System) a la densité de 50 000 cellules par puits. Aprés 24 H
d’incubation, les cellules ont été rincées deux fois au PBS chaud puis fixées avec 100 uL de
cytofix/cytoperm (BD Biosciences) contenant 3,75 % de paraformaldéhyde pendant 20 min a
4°C. Les cellules ont été perméabilisées avec deux ringages de 250 uL de BD Perm/Wash
pendant 5 min; 'agent perméabilisant de cette solution est la saponine.

Les cellules ont été saturées 30 min grace a du PBS contenant 5% de sérum de chévre. Les
cellules ont ensuite été marquées 1 H a température ambiante avec un mélange d’anticorps
monoclonaux de souris dirigés contre la protéine virale ORF2 (Clone 1E6 et 4B2, EMD
Millipore) au 1/100 chacun puis ont été rincées 5 fois au PBS.

Les complexes immuns ont été détectés avec un anticorps secondaire de chévre couplé a un
fluorochrome (Alexa 555 anti-lgG de souris, Life Technologies: A21422). L’anticorps
secondaire a été incubé 1 H a 4°C puis les cellules ont été rincées 5 fois au PBS. Les noyaux
ont été marqués au DAPI (NucBlue®, Life Technologies R37606) puis rincées 3 fois au PBS.
Les chambres d’incubation ont été retirées et une lamelle montée sur la lame dans du milieu
de montage (Fluoromont G SouthernBiotech 0100-01) enfin la lamelle a été scellée au vernis
sur la lame.

Les cellules sont observées avec un microscope confocal Leica SP8 a l'objectif 63x
(ouvertures numériques de 1,4) a immersion a I'huile. Le marquage anti-ORF2 a été réalisé
sur cellules non-infectées pour vérifier la fixation spécifique du mélange d’anticorps anti-ORF2,
sans anticorps primaire pour vérifier la fixation spécifique de I'anticorps secondaire et sur
cellules infectées sans anticorps pour vérifier 'absence d’autofluorescence des cellules.

Dix champs distincts ont été acquis et le pourcentage de cellules infectées en
immunofluorescence déterminé en comptant le nombre de noyaux et de cellules exprimant
ORF2 grace au logiciel ImageJ (234).

Nicolas CAPELLI | Thése d’exercice | Université de Limoges | 55
Licence CC BY-NC-ND 3.0



11.10. Analyses statistiques.

Toutes les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel GraphPad Prism 7 (version 7.03;
GraphPad Software, La Jolla, CA). Les valeurs des TCID50/million de copies d’ARN HEV ont
été comparées grace a un test non-paramétrigue de Mann-Whitney. Les pourcentages de
cellules infectées ont été comparés grace a un test du chi-deux d’homogénéité. Une p value
inférieure ou égale a 0,05 est considérée comme statistiquement significative. Les p-values
sont symbolisées selon le code suivant : *, p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001.
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I1l. Résultats

[11.1. Amélioration de la propagation des souches cliniques du HEV en culture

l1I.1.1. Effet du DMSO sur la propagation du HEV en culture

Le DMSO est un solvant aprotique non-polaire servant de véhicule a des molécules
hydrophobes. L’ajout du DMSO dans le surnageant de culture des HepG2 ou HeparRG permet
de se rapprocher d’'un phénotype plus physiologique (235,236). Pour les virus des hépatites B
et C, I'ajout de DMSO dans le milieu de culture augmente la production d’ARN viral (237,238).
Le DMSO est donc un composé qui pourrait stimuler la propagation du HEV en culture.

Pour évaluer 'effet du DMSO sur le cycle viral, nous avons quantifié la concentration d’ARN
du HEV par RT-gPCR dans le surnageant de culture et le lysat cellulaire avec différentes
conditions de culture (Figure 11).
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Figure 11 : Influence du DMSO sur la production extracellulaire et intracellulaire d’ARN viral du HEV.

(A) Les HepG2/C3A (cercle) ou les HepG2/F2 (carré) ont été ensemencées dans des plaques 24 puits
a la densité de 4.10° cellules/puits et infectées pendant 1 H avec la méme suspension d’une souche de
VPP1 de génotype 3 (Souche Vil). Cette suspension virale a été dilué en milieu MCCI (symbole vide)
ou en milieu WED (symbole plein). Les cellules ont été maintenues dans le méme milieu. A J15 post-
infection, TARN HEV a été quantifié¢ par RT-qPCR dans le surnageant de culture. n=9 dans toutes les
conditions. La barre horizontale représente la médiane et les extrémes. **** p<0,0001 (B) Dans les
mémes conditions de culture et d’infection qu’en (A), les HepG2/F2 ont été rincées et lysées a J36 post-
infection par congélation/décongélation de la plaque et 'ARN HEV a été quantifié dans le lysat cellulaire.
La barre horizontale représente la médiane, n=3 dans toutes les conditions.
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Sans DMSO, la concentration médiane d’ARN du HEV en copies/mL dans le surnageant de
culture est de 2,25.10* [min : 1,22.10*; max : 8,11.10] pour la lignée HepG2/C3A et de 3,4.10*
[min: 1,69.10*; max: 8,86.10%] pour la lignée HepG2/F2. Le DMSO augmente la
concentration extracellulaire ’ARN HEV indépendamment de la lignée cellulaire utilisée. En
effet, avec du DMSO dans le milieu de culture, la concentration mediane d’ARN du HEV en
copies/mL dans le surnageant de culture est de 1,72.10° [min : 1,08.10%; max : 4,29.10°] pour
la lignée HepG2/C3A et de 4,29.10° [min : 1,66.10% max : 1,19.107] pour la lignée HepG2/F2
(p<0,0001 pour HepG2/C3A et pour HepG2/F2).

L’augmentation de la concentration d’ARN HEV extracellulaire pourrait étre la conséquence
soit d’'une augmentaton de sa sécrétion, soit liée a une augmentation de la production d’ARN
intracellulaire. Nous avons quantifié TARN du HEV dans le lysat des cellules HepG2/F2
infectées a J36 post-infection. Sans DMSO, la concentration médiane d’ARN du HEV en
copies/mL dans le lysat cellulaire est de 2,76.107 [min: 2,63.107; max: 5,61.107] pour la lignée
HepG2/F2 et avec du DMSO, cette concentration est de 1,29.10° [min: 1,19.10°% max:
1,46.10°).
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Nous en concluons que le DMSO stimule la production de 'ARN du HEV intra- et
extracellulaire. Cette propriété du DMSO peut étre exploitée pour améliorer la propagation du
HEV en culture. Pour déterminer si cette augmentation de production d’ARN HEV et due a une
augmentation du nombre de cellules permissives ou a une stimulation de la synthése de ’ARN
viral et de sa sécrétion en culture, nous nous sommes intéressés a l'effet du DMSO sur le
pourcentage de cellules infectées en marquant en immunofluorescence la protéine de capside
(Figure 12).
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Figure 12 : Pourcentage de cellules exprimant le marquage ORF2

Les cellules HepG2/C3A (cercle) et HepG2/F2 (carré) ont été ensemencées a la densité de 4.10°
cellules/puits dans des plaques 24 puits. Elles ont été infectées avec la méme suspension d’une souche
de eHEV (souche Vil) dilué en milieu MCCI (symbole vide) ou en milieu WED (symbole plein). Les
cellules ont été maintenues dans le méme milieu. Entre J21 et J30 post-infection, les cellules ont été
décollées par incubation a la trypsine et ensemencées dans des chambres de culture amovible a la
densité de 5.10* cellules par puits et marquée par immunofluorence indirecte 24h apres
'ensemencement. Les noyaux ont été marqués au DAPI et les résultats expriment le pourcentage des
cellules marquées par ORF2 sur le nombre total de noyau dans 10 champs distincts de trois expériences
indépendantes. La barre horizontale représente la médiane.

Pour la lignée HepG2/C3A, le pourcentage médian de cellules exprimant le marquage ORF2
est respectivement de 5,8 % [min : 4,51% ; max : 9,5%] avec un milieu sans DMSO et de 8,7
% [min : 7,1% ; max : 10 ; 1%] en présence de DMSO.

Pour la lignée HepG2/F2, le pourcentage médian de cellules exprimant le marquage ORF2 est
respectivement de 16,1 % [min : 13,6% ; max : 19,2%] avec un milieu sans DMSO et de 18,3
% [min : 14,7% ; max : 21%] en présence de DMSO.

Notre technique de marquage en immunofluorescence est peu sensible et ne permet de
détecter des cellules infectées sans équivoque qu’a partir de 21 jours post-infection. Sur la
base du marquage ORF2, on obtient plus de cellules infectées avec la lignée HepG2/F2
gu’avec la lignée HepG2/C3A mais indépendamment de la présence de DMSO dans le milieu.
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[11.1.2. Utilisation du DMSO dans le milieu de culture pour la propagation de souches
cliniques du HEV.

Puisque nous disposons d’'une méthode de culture plus efficace pour la propagation du HEV,
nous avons mis a profit cette méthode pour cultiver d’autres isolats cliniques du HEV (Figure
13).
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Figure 13 : Production d’ARN HEV dans le surnageant de culture de cellules HepG2/C3A infectée
avec une souche de génotype 3f,3chi ou 1 en milieu WED ou MCCI.

Les cellules HepG2/C3A ont été ensemencées en plaque 6 puits, aprés 24h, elles ont été infectées
avec des selles clarifiées et filtrées de patients infectés avec le HEV de génotype 3f (Bou), 3chi (Bal)
ou de génotype 1 (Vic) en milieu MCCI (trait plein) ou en milieu WED (trait pointillé). LARN HEV dans
le surnageant de culture a été quantifié par RT-gPCR jusqu’a 15 jours post-infection.

Dans les conditions WED, les cellules infectées libérent plus d’ARN viral dans le surnageant
de culture pour les souches de HEV de génotype 3f, 3chi et 1 dans la condition WED par
rapport a la condition MCCI. La concentration d’ARN HEV quantifiée dans le surnageant de
culture augmente du 2™ au 14°™ jour post-infection et atteint un plateau entre 10° et 10°
copies/mL pour ces génotypes en milieu WED (Figure 13). Le milieu WED contenant du DMSO
a permis de propager l'infection par le HEV plus efficacement et de produire des surnageants
de culture contenant des particules virales. Ces surnageants de culture nous permettront
d’étudier l'infectiosité des particules virales en culture.
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[11.2. Mise au point de la méthode des TCID50

Afin d’améliorer notre méthode de quantification de l'infectiosité du HEV, nous avons évalué
différentes conditions de culture (durée de culture, milieu de culture et type cellulaire). Nous
avons ainsi établi des conditions optimisées de réalisation de la technique de TCID50.

I11.2.1. Comparaison de la lyse cellulaire a des temps précoces et tardifs

A l'issue de la culture des différentes dilutions des échantillons testés, la nappe cellulaire subit
un cycle de congélation-décongélation. L’ARN viral est ensuite extrait et quantifié par RT-
gPCR. La culture du HEV étant longue, nous avons vérifié que la durée de culture n’influence
pas la valeur de la TCID50 (Figure 14).

10000 NS
I
>
w
c T o
o > 1000 o N 3 —
= ——
- o
e <
-~ ©
2 1]
g o o o
%) g 100
F o
[}
=]
10 -+ T T
J4 Post-infection J10 Post-infection

Figure 14 : Influence de la durée de culture sur l'infectiosité du nHEV.

Des dilutions successives au 1/10¢™e dans du milieu MCCI d’'une suspension virale de virus nu (souche
Vil) ont été utilisées pour infecter des cellules HepG2/C3A a température ambiante pendant 1H et les
cultures ont été maintenues dans le méme milieu a 35,5°C. Les cellules ont été lysées a J4 (O) ou a
J10 (@) aprés le dépbt des inocula et la TCID50/million de copies d’ARN HEV a été calculée. La barre
horizontale représente la médiane.

A J4 post-infection, la médiane de la TCID50/million de copies d’ARN HEV est de 750
[Min: 168; Max: 1334]. La médiane de la TCID50/million de copies d’ARN HEV de la souche
nue a J10 post-infection est de 931 [Min: 160,8 ; Max:1093]. Il n’y a pas de différence entre
les proportions de particules virales infectieuses mesurées a J4 et J10. Nous avons
préalablement montré qu’aprés quatre jours d’infection toute trace de l'inoculum de départ a
été éliminé par les multiples ringcages (9). Toutefois, le changement régulier de milieu ne
nécessite pas beaucoup de besoin logistique et le risque de contamination est faible, par
conséquent dans la suite des expérimentations, nous conservons la lyse a J10 post-infection
pour augmenter la robustesse du test.
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111.2.2. Effets des paramétres d’infection et de culture sur la TCID50

Nous avons voulu déterminer I'influence des trois principales conditions utilisées au laboratoire
pour la propagation de l'infection du HEV sur le résultat de la TCID50 : la condition développée
par Takahashi et al. avec 1 H d’incubation a température ambiante dans le milieu MCCI (9,181)
et les conditions de culture les plus récentes au laboratoire : 6 H d’incubation a 35°C dans le
milieu DSD ou WED (8,12) (Figure 15).
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Figure 15 : Influence des conditions d’infection et de culture virale sur 'infectiosité des particules
virales issues des selles et du surnageant de culture.

Des dilutions successives au 1/10°me des suspensions virales ont été utilisées pour inoculer les cellules
HepG2/C3A soit pendant une heure a a température ambiante dans du milieu MCCI (symbole vide) ou
pendant 6h a 35,5°C dans du milieu DSD ou WED (symbole plein). A J10 post-infection la
TCID50/million de copies d’ARN HEV a été calculée pour le HEV nu de génotype 3f (O et @ : Souche

Vil) ou & partir la souche de virus quasi-enveloppé VPP1 (O et ®) ou VHP1 (A et A). Les cellules sont
maintenues dans le méme milieu a 35,5°C. Le milieu de culture, la présence de DMSO et la population
sont indiqués sous I'axe des abscisses. La barre horizontale représente la médiane. *, p<0,05 ; **
p<0,01 ; *** p<0,001.
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Les résultats montrent que les conditions de DSD/WED ont augmenté la sensibilité des
TCID50 d'un a deux ordres de grandeur. L'infectiosité du nHEV a été évaluée a 750,3
TCID50/million de copies d'ARN HEV [Min : 160,8 - Max : 1334] dans les conditions MCCI et
7200 TCID50/million de copies d'ARN HEV [Min : 4214- Max : 27060] dans les conditions DSD.

Pour les particules virales provenant du surnageant de PLC/PRF/5, la TCID50 par million de
copies d'ARN HEV est de 5,85 [Min : 1,00- Max : 30,21] dans les conditions MCCI et de 207,4
[Min : 96,51- Max : 875,4] dans les conditions DSD. Enfin, pour les particules virales provenant
de HepG2/C3A, la TCID50 par million de copies d'ARN du HEV était de 66 [Min : 3,33- Max :
375] dans des conditions MCCI et 2333 [Min : 497- Max : 16696] dans des conditions WED
(Figure 15).

Ici, quelles que soient les conditions de culture, la souche nue est plus infectieuse que la
souche quasi-enveloppée (en condition MCCI p=0,0002 a la fois pour la souche produite sur
PLC/PRF/5 ou HepG2/C3A). Pour la méme souche virale, le changement des conditions
d’infections pour 6h d’incubation, 35,5°C avec du DMSO dans le milieu de culture augmente
la TCID50/million de copies dARN HEV d’un facteur 5 pour le virus nu (p=0,0028) et d’'un
facteur 35 pour la forme quasi-enveloppée du virus produit sur PLC/PRF/5 (p=0,0167) ou
HepG2/C3A (p=0,0001).

Les données de la littérature et notre expérience sur la culture du HEV nous ont conduits a
changer nos conditions d’infection et de culture pour 6H d’infection a 35,5°C avec un milieu de
culture contenant du DMSO. Ces améliorations ont été adoptées en méme temps au
laboratoire et ont permis d’améliorer la propagation du HEV en culture. Le changement
simultané de ces conditions rend leur analyse rétrospective difficile, par conséquent, nous ne
savons pas quel est 'apport respectif, du temps d’incubation de I'inoculum, de la température
et des milieux de culture sur I'amélioration de la sensibilité de la TCID50. Malgré tous, ces
conditions d’infection permettent d’améliorer significativement la sensibilité de notre méthode
de TCID50.

111.2.3. Comparaison de I'infectiosité du HEV de génotype 3 sur les lignées HepG2/C3A
et HepG2/F2.

L’infectiosité mesurée d’'une souche virale dépend de [l'efficacité d’'une lignée cellulaire a
propager l'infection. Dans cette optique, nous avons comparé les TCID50/million de copies
d’ARN HEV pour deux lignées cellulaires régulierement utilisées au laboratoire : les HepG2
Clone 3A et les HepG2/C3A sous-clone F2 (Figure 16).
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Figure 16 : Infectiosité d’'une souche de selle de génotype 3 sur la lignée HepG2/C3A et HepG2/F2.

Des dilutions successives au 1/10éme dans du milieu DSD d’une suspension virale de virus nu (souche
Vil) ont été utilisées pour infecter des cellules HepG2/C3A (@) ou HepG2/F2 (0) a 35,5°C pendant 6H.
Les cellules sont maintenues dans le méme milieu a 35,5°C. Les cellules ont été lysées a J10 aprés le
dépdt des inocula et la TCID50/million de copies dARN HEV a été calculée. La barre horizontale
représente la médiane et les extrémes.

La médiane d’infectiosité de la souche nue de génotype 3 sur les cellules HepG2/C3A est de
7200 TCID50/million de copies d’ARN HEV [Min: 4214; Max: 27060], celle des HepG2/F2 est
de 5323 TCID50/million de copies d’ARN HEV [Min: 2383; Max: 5857].

Sur le plan quantitatif, nous n’observons pas de différence de TCID50/million de copies d’ARN
HEV entre les deux lignées cellulaires testées. Sur le plan pratique, en présence de DMSO,
les cellules HepG2/F2 forment une monocouche cellulaire confluente et expriment plus de
jonctions serrées que leur lignée mere HepG2/C3A. Cette monocouche a tendance a se
décoller suite aux nombreux ringages effectués apres linfection et peut faire échouer
'expérimentation. La lignée PLC/PRF/5 se détache elle aussi facilement en culture et a été
abandonnée tét lors de la mise au point de la TCID50. Pour un nombre de cellules
ensemencées et une durée de culture équivalente, les HepG2/C3A forment des colonies non
confluentes qui supportent mieux les ringages. La fiabilité de la technique est donc supérieure
avec les HepG2/C3A. De plus, les HepG2/C3A sont répandues dans les laboratoires et
disponibles dans le commerce, ce qui rend la mise en place de la technique par un autre
laboratoire plus aisée.
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[11.3. Quantification de I'infectiosité de différentes souches disponibles au laboratoire
avec la méthode optimisée.

[11.3.1. Quantification de I'infectiosité des souches de génotypes 3f, 3chi et 1 dans
diférentes matrices biologiques.

Les conditions DSD permettent de propager efficacement les souches cliniques issues des
selles du HEV de génotype 1 et 3f (Figure 13) et permet d’augmenter la sensibilité de la
technique de TCID50 (Figure 15). Suite a cette observation nous avons mesuré l'infectiosité
de souches du HEV provenant de différentes matrices biologiques (Figure 17).
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Figure 17 : Infectiosité des souches de HEV issue des selles, du surnageant de culture de cellules
infectées, du plasma ou des urines.

Des dilutions successives au 1/10¢™me des suspensions virales ont été utilisées pour inoculer les cellules
HepG2/C3A soit pendant 6h & 35,5°C dans du milieu DSD. Les cellules sont maintenues dans le méme
milieu a 35,5°C. Les cellules sont lysées a J10 post-infection et la TCID50/million de copies dARN HEV
a éteé calculée. (A) TCID50/million de copies d’ARN HEV des particules virales issues des selles de la
souche Bou (@, n=4) et Vic (m, n=2). (B) TCID50/million de copies d’ARN HEV des particules virales
issues du surnageant de culture du premier passage sur HepG2/C3A de la souche Bou (0, n=3) et Vic
(O, n= 2). (C) TCID50/million de copies d’ARN de la souche Bal issue des selles, du surnageant de
culture préparé comme en (B), du plasma et des urines (e, n=2) La barre horizontale représente la
médiane.
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Dans les selles (A), la médiane de TCID50/million de copies d’ARN HEV est de 2575
[Min:1777 ; Max:4576] pour la souche Bou (Genotype 3f) et de 198,4 [Min: 146,6 ; Max:250,3]
pour la souche Vic (Génotype 1).

Dans le surnageant de culture, la médiane de TCID50/million de copies d’ARN HEV est de
1371 [Min:820,5 ; Max:1376] pour la souche Bou et de 2797 [Min: 696,6 ; Max:4898] pour la
souche Vic.

Pour la souche Bal, la médiane de TCID50/million de copies d’ARN HEV est de 37385
[Min:21673 ; Max:53097] pour la souche Bal issu des selles. Chez ce méme patient, la
TCID50/million de copies dARN HEV a été quantifié a 2281 pour le surnageant de culture,
113,27 pour le plasma et de 107,58 pour les urines.

Les trois souches issues des selles de patients infectés ont une infectiosité différente les unes
les autres. D’'une part, l'infectiosité est différente au sein méme du génotype 3 entre les
souches 3f et 3chi, d’autre part l'infectiosité des selles de génotype 1 est inférieure a celles
des génotypes 3.

Quel que soit la souche, l'infectiosité du surnageant de culture est du méme ordre de grandeur
mais reste inférieure a linfectiosité des selles. Pour un méme patient, nous retrouvons des
particules virales infectieuses dans différentes matrices biologiques.

Ces observations seront a confirmer grace aux souches cliniques identifiées et conservées au
sein du Centre National de Référence de I'Hépatite E.
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111.3.2. Quantification de I'infectiosité des particules virales de génotype 1 et 3
produites dans un systéme d’hépatocytes polarisés en culture.

La lignée HepG2/F2 a la propriété de se polariser sur insert semi-perméable de collagéne en
milieu WED. La polarisation cellulaire permet une ségrégation des produits de sécrétion dans
le pble apical et basolatéral des hépatocytes. Dans un systeme physiologique, les péles
apicaux et basaux correspondent respectivement au compartiment biliaire et vasculaire. Nous
avons voulu mesurer la différence d’infectiosité des particules virales qui bourgeonnent des
deux cotés des hépatocytes polarisés.
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Figure 18 : Infectiosité des surnageants de culture apicaux et basolatéraux des cellules F2 polarisées
en culture puis infectées par le HEV.

Les cellules HepG2/F2 ont été cultivées sur insert semi-perméable de collagéne en milieu de
polarisation puis infectées avec des particules virales quasi-enveloppées du HEV de génotype 3 (A,
souche Vil) ou de génotype 1 (B souche Vic). Chaque symbole représente une paire de surnageants
apicaux et basolatéraux du méme insert. La barre horizontale indique la médiane. ** p<0,01.

Pour le génotype 3 du HEV, la médiane de TCID50/million de copies d’ARN HEV est de 5901
[min: 2271 ; max : 18870] pour le virus excrété du coté apical et elle est de 923,9 [min : 335,3 ;
max : 2914] pour le virus excrété du cété basolatéral. Pour le génotype 1 la médiane de
TCID50/million de copies d’ARN HEV est de 2395 [min : 1159 ; max : 16696] pour le virus
excrété du cété apical et elle est de 266,4 [min : 59,62 ; max : 1106] pour le virus excrété du
cbté basolatéral. Quel que soit le génotype, il y a plus de particules infectieuses qui sont
libérées du coté apical que du c6té basal des hépatocytes (p=0,0087 pour le génotype 3). Cela
signifie qu’il existe au sein de la cellule infectée un systéme de tri qui dirige les particules
infectieuses préférentiellement du cdté apical des hépatocytes et cela quel que soit le
génotype considéré.
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IV. Discussion

Depuis la découverte du HEV dans les années 1980, la faible capacité des souches cliniques
a se propager en culture a été un frein pour étudier la physiopathologie de I'hépatite E et pour
le développement de nouvelles cibles thérapeutiques. L'une des premieres méthodes pour
propager l'infection par le HEV in vitro est celle de I'équipe de Tanaka et al (203,206). Elle
consiste a incuber I'inoculum 1 H & température ambiante dans un milieu appauvri en sérum
(MCCI) sur des cellules PLC/PRF/5 ou A549. Avec cette méthode, la quantité d’ARN viral
obtenu est faible (Figure 11). L’équipe de Xin et al. a réalisé une incubation de I'inoculum de
6h a 34,5°C dans un milieu contenant du DMSO (DSD) sur cellules HepG2/C3A. Dans ces
conditions, les auteurs ont montré que I'augmentation de la durée d’incubation de l'inoculum
améliore I'entrée des particules virales dans les cellules héte jusqu’a atteindre un plateau a 2
H pour les particules nues et 6 H pour les particules virales quasi-enveloppées (8). Suite a des
travaux sur le bourgeonnement des particules virales du VHE, nous avons adopté un milieu
contenant du DMSO (WED) avec une incubation a 35,5°C pendant 1 h pour propager
linfection.

Les différents parametres de culture ont été modifiés simultanément au laboratoire ce qui rend
leur analyse rétrospective difficile. Néanmoins, les paramétres qui nous semblent les plus
critiques pour la propagation de l'infection en culture sont I'incubation de I'inoculum a 6 H a
35,5°C et la présence de DMSO dans le milieu de culture (Figure 11 et 13).

Le DMSO est un solvant aprotique, polaire et amphiphile. Il sert de véhicule a de nombreux
composés utilisées a un usage pharmaceutique ou scientifique et il est utilisé pour la
cryoconservation cellulaire (239). Le DMSO tend a raprocher les modéles d’hépatocarcinome
humains d’'un phénotype plus proche des conditions physiologiques (235,236). Dans ces
modeles, le DMSO stimule de nombreuses voies métaboliques. Il induit le stress du réticulum
endopasmique, 'autophagie, le métabolisme lipidique ou glucidique et la polarisation cellulaire
(178,236,240). Le DMSO augmente aussi le titre viral dans le surnageant de culture de cellules
infectées par le virus de la grippe et des hépatites virales B ou C (237,241-243). Nous avons
montré que le DMSO modifie le phénotype des lignées d’hépatocarcinomes vers un phénotype
plus physiologique et permet ainsi de stimuler la propagation de certains virus hépatotropes
plus adaptés a ce phénotype plus physiologique. Les voies métaboliques nécessaires a la
propagation du HEV en culture restent encore a déterminer.

L’utilisation du milieu WED dés I'étape d’infection a permis d’augmenter la production d’ARN
viral intracellulaire et extracelullaire d’'un facteur 10 a la fois avec du virus nu et quasi-
enveloppé provenant d’'un premier passage sur PLC/PRF/5 (Figure 11). De plus, ce milieu
améliore la propagation des souches cliniques du VHE (Figure 13). Des expériences
complémentaires seront nécessaires pour déterminer si le milieu WED augmente ou non le
pourcentage de cellules infectées sur les cellules HepG2/C3A et son sous-clone, développé
au laboratoire, HepG2/F2 (Figure 12).

Si le milieu WED augmente la production de d’ARN viral intra et extra-cellulaire
indépendamment de I'entrée du virus, il pourrait stimuler des étapes du cycle cellulaire
postérieures a I'entrée, comme la réplication de 'ARN viral, 'assemblage des particules virales
ou leur sécrétion hors de la cellule. La quantification de l'infectiosité des particules virales
produites en condition WED pourrait étayer cette hypothése.
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Puisque cette méthode de culture nous permet d’améliorer les paramétres de propagation de
l'infection par le HEV, nous avons voulu évaluer I'impact de certains parameétres (durée de
culture, milieu de culture et lignée cellulaire) pour améliorer la technique de quantification de
l'infectiosité des particules virales développée au laboratoire (9).

En fonction de la souche, TARN HEV peut étre indétectable a des temps précoces dans le
surnageant de culture (5). Mais dans tous les cas, il y a plus dARN HEV intracellulaire
gu’extracellulaire (Figure 11). Ainsi, la quantification de 'ARN viral dans le mélange du lysat
et du surnageant cellulaire de notre systéme de culture nous permet de détecter l'infection
virale a des temps précoces. La limite de détection de notre technique de RT-qPCR est de 50
copies/mL (233). Du fait de la sensibilité élevée de la RT-qgPCR, les reliquats d’ARN viraux
des inocula peuvent donner lieu a des faux positifs et augmenter artificiellement la valeur de
TCID50/mL. Plusieurs facteurs peuvent conduire 'ARN viral des inocula a persister dans le
surnageant de culture. D’une part, les particules virales nues s’accrochent de fagon non-
spécifique aux heparanes sulfates cellulaires avant de se lier a leur récepteur spécifique (156),
d’autre part, TARN HEV ou les particules virales pourraient s’accrocher au support de culture
et étre relarguées dans le surnageant. Dans nos expérimentations cing ringages au PBS sont
effectués a 24h aprés l'infection et permettent d’éliminer TARN HEV contenu dans les inocula.
Il N’y a pas de différence entre la TCID50 des particules virales nues entre le temps de lyse
précoce et tardif (Figure 14) ce qui confirme I'efficacité de ces ringages (9).

Nous avons comparé l'influence des différents milieux de culture : MCCI, DSD et WED sur la
TCID50 obtenue avec du virus nu ou quasi-enveloppé provenant d’'un permier passage sur
PLC/PRF/5 ou HepG2/C3A (Figure 15). Pour une méme souche virale, les milieux WED et
DSD augmentent les valeurs de TCID50/million de copie d’ARN HEV obtenues. Le DMSO est
le point commun entre les milieux DSD et WED. Ses effets sur la culture du HEV contribue
donc trés probablement & augmenter la sensibilité de la méthode de TCID50 développée au
laboratoire.

Par la suite, nous avons voulu comparer l'infectiosité de la méme souche de virus nu sur la
lignée HepG2/C3A et son sous-clone HepG2/F2 pour déterminer si une de ces deux lignées
cellulaires était plus performante pour la quantification de l'infectiosité du HEV (Figure 16). Il
n'y a pas de différence nette de TCID50/million de copies dARN HEV entre la lignée
HepG2/C3A et la lignée HepG2/F2. La lignée HepG2/C3A étant plus facile a utiliser que la
lignée HepG2/F2 elle est préférable pour la réalisation des TCID50. De plus, la lignée
HepG2/C3A est largement répandue en laboratoire, ce qui permet une comparaison des
TCID50 interlaboratoire plus aisée. Pour la suite des expérimentations, les conditions retenues
sont 6h d’incubation de I'inoculum a 35,5°C avec la lignée cellulaire HepG2/C3A et une lyse a
J10 post-infection en milieu DSD. Ces conditions sont les plus efficaces pour mesurer la
TCID50/million de copies d’ARN HEV en culture.

L’infection s’accompagne de la production d’'une grande quantité de protéine ORF2 glycosylée
sécrétée dans le sérum des patients et dans le surnageant de culture. Cette forme glycosylée
d’ORF2 estincapable d’encapsider 'ARN viral et elle est plus abondante que la protéine ORF2
de capside dans le surnageant de culture (148,149). L'antigéne ORF2 est détectable dés J4
avec le kit de detection d’antigéne HEV par ELISA Wantai (Wantai Biopharm, Beijing, China)
sur cellules HepG2/C3A infectées avec la souche Kernow-Cl/p6 (244). La cinétique
d’apparition intracellulaire et extracellulaire de I'antigéne ORF2 de I'ARN du HEV atteint un
plateau a partir de J8 post-infection dans les mémes conditions (244). La détection de
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l'antigene ORF2 par ELISA pourrait représenter une évolution de notre méthode en
remplacant la RT-qPCR pour déterminer l'infection des puits dans notre méthode de TCID50.
Cela permettrait de diminuer le codt et le temps nécessaire pour la réalisation de la TCID50.

La proportion de particules virales infectieuses issues du surnageant de culture est similaire
pour le génotype 1 et 3 du HEV (Figure 17). Pour les selles, la proportion de particules virales
infectieuses semble différente d’'un génotype a l'autre et au sein d’'un méme génotype. Cette
différence d’infectiosité pourrait étre importante pour répandre linfection chez son héte et
pourrait influencer la dose minimale infectante de ces différentes souches. La souche issue
des selles de génotype 1 est moins infectieuse en culture que celles de génotype 3 ce qui
suggere que la dose minimale infectante est plus élevée pour le génotype 1. Néanmoins, nous
ne pouvons pas exclure que notre systéme de culture ne soit pas optimisé pour le génotype 1
du HEV , ce génotype pourrait se propager plus efficacement dans d’autres milieux d’infection
(231), dans d’autres systémes hépatocellulaires (209) ou dans d’autres modéles cellulaires
(10,161). D’autre part, nous disposons d’'un nombre restreint de données sur les différentes
souches du HEV, ces résultats doivent étre interprétés avec précaution.

Les particules infectieuses du HEV sont présents dans d’autres compartiments de I'organisme.
Notre technique a permis de mesurer l'infectiosité des particules virales des selles, du plasma
et de l'urine issue d’'un méme patient infecté par le HEV de génotype 3 (Figure 17) (110). La
présence de particules virales infectieuses dans les urines suggére que le HEV pourrait se
concentrer dans les urines des patients infectés et pourraient contribuer a répandre le HEV
dans I'environnement (110). L’infectiosité du plasma et des urines est inférieure a celle du
surnageant de culture pour le patient Bal. Cela suggére qu’il y a plus de particules défectives
dans ces compartiments ou que des facteurs dans le plasma et les urines interférent avec
l'infectiosité des particules virales.

Nicolas CAPELLI | Thése d’exercice | Université de Limoges | 70
Licence CC BY-NC-ND 3.0



L’hépatocyte est une cellule polarisée en culture avec un péle apical bordant le canalicule
biliaire et un c6té basolatéral bordant le flux sanguin. Les produits de sécrétion comme la bile
ou l'albumine sont dirigés vers un péle ou l'autre de I'’hépatocyte. L’endocytose et I'exocytose
sont elles aussi polarisées dans I'hépatocyte, soit vers le c6té biliaire, soit vers le c6té
vasculaire de I'hépatocyte. Les virus hépatotropes tirent parti de la polarisation cellulaire pour
leur sécrétion. Par exemple, les virus des hépatites A, B et C sont libérés préférentiellement
du coté basolatéral des hépatocytes polarisés en culture (178-180). L’enveloppe des virus
des hépatites B et C est nécessaire a l'infectiosité de ces virus; les particules virales du HBV
et du HCV atteignant I'arbre biliaire seraient donc désactivées grace a I'action détergente des
sels bilaires (245).

Au laboratoire, nous avons mis au point une lignée cellulaire capable de se polariser sur insert-
semi perméable de collagene et qui permet une ségrégation des surnageants de culture
apicaux et basolatéraux. Dans ce systéme de culture, ’ARN HEV sort préférentiellement du
cbté apical des hépatocytes infectés. Pour les génotypes 1 et 3 du HEV, notre technique de
mesure de linfectiosité des particules virales nous a permis de déterminer qu’il y a plus de
particules virales infectieuses dans le surnageant de culture apical que dans le surnageant de
culture basolatéral (Figure 18) (12). Ces résultats confortent 'hypothése selon laquelle les
particules virales libérées dans les canalicules biliaires pourraient répandre l'infection dans
I'arbre biliaire de I'héte et que ces particules virales seraient délipidés sous I'action détergente
des sels bilaires pour donner la forme nue retrouvée dans les selles des patients (181).

Méme s’il y a moins de particules virales infectieuses du cété basolatéral des hépatocytes, ces
particules virales pourraient atteindre d’autres tissus via le flux sanguin, répandre l'infection
dans I'héte et contribuer aux manifestations extra-hépatiques observées chez le patient.
L’augmentation de la sensibilité de notre technique de TCID50 nous a permis de mesurer
expérimentalement la différence de proportion de particules virales infectieuses entre le
surnageant apical et basolatéral. Avec une technique moins sensible, nous aurions pu
conclure que le surnageant basolatéral ne contenait pas de particules virales infectieuses et
gue ces particules n’intervenaient pas dans la physiopathologie de l'infection.
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Conclusion

La culture du HEV est longue et difficile. A ce jour, les seuls systémes ayant permis la culture
du HEV de génotype 1 a 4 a partir d’isolats cliniques sont les hépatocytes dérivés de cellules
souches pluripotentes induites ou les cellules souches embryonnaires humaines (209,246).
Ces systemes de culture sont complexes et les compétences nécessaires a leurs mises en
ceuvre limitent leur utilisation. Notre systéme de culture a permis la propagation d’isolats
cliniques du HEV de génotypes 1 et 3 (12). Bien que nous ne disposions pas d’isolats cliniques
de selles de génotypes 2 et 4 au laboratoire, notre systeme est un candidat idéal pour
expérimenter la culture pangénotypique du HEV.

La culture d’'isolats cliniqgues du HEV se fait traditionnellement a partir des selles concentrées
et clarifiées de patients infectées par le HEV (181,231). Notre systéeme de culture pourrait étre
utilisé a I'avenir pour la propagation du HEV et la détermination de I'infectiosité des particules
virales provenant des différents compartiments biologiques et leur contribution dans la
propagation de l'infection chez I'héte et leur dissémination dans I'environnement.

Le HEV tire profit de la polarisation cellulaire pour sa sortie. Les particules virales issues du
surnageant basolatéral et apical des cellules HepG2/F2 polarisées en culture sont isolées
dans différentes fractions de densité correspondant a celle des exosomes. Cela suggeére que
le HEV bourgeonne dans des sous-populations d’exosomes. D’autre part, le HEV se répartit
en quasi-espéce dans les différents compartiments de I'organisme (106,107). Les variants de
la quasi-espéce du HEV pourraient avoir des propriétés différentes en termes de tropisme
tissulaire, d’entrée ou de sortie polarisée du virus de I'hépatite E. Notre méthode de mesure
de linfectiosité des particules virales du HEV permettrait d’explorer linfectiosité de ces
variants et de déterminer leur implication dans la physiopathologie de l'infection par le HEV.

Nos travaux ont permis de mettre au point une technique de mesure sensible et reproductible
pour la TCID50 du virus de I'hépatite E et d’améliorer nos techniques de culture en augmentant
le titre viral et & de propager in vitro I'infection d’une souche clinique du HEV de génotype 1
pour la premiére fois au laboratoire. Notre technique de TCID50 a aussi contribué a I'étude
des sous-populations d’exosomes issues du bourgeonnement polarisé du virus de I'hépatite
E dans les hépatocytes. L’hépatite E est un enjeu de santé publique important qui reste peu
étudié du fait de difficultés expérimentales, notre technique de TCID50 pourrait avoir un impact
direct sur I'évaluation du HEV en santé publique grace la comparaison inter-souche de
l'infectiosité des particules virales. Ces avancées permettraient aussi de déterminer des
conditions de désactivation des particules virales dans différentes matrices comme les
produits issus des dons sanguins ou les denrées alimentaires.

Enfin, notre technique de TCID50 permettra de mesurer in-vitro I'efficacité de composés
thérapeutiques ou d’anticorps neutralisants dirigés contre les particules virales du HEV.
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Serment De Galien

En présence des Maitres de la Faculté, je fais le serment :

- D’honorer ceux qui m’ont instruit(e) dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle aux principes qui m’ont été enseignés

- D’actualiser mes connaissances

- D’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la Iégislation en vigueur, mais aussi les régles de Déontologie, de I'honneur,
de la probité et du désintéressement ;

- De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers la personne humaine et sa
dignité

Y

- De ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été confiés ou dont jaurais eu
connaissance dans I'exercice de ma profession

- De faire preuve de loyauté et de solidarité envers mes collegues pharmaciens

- De coopérer avec les autres professionnels de santé

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
meeurs et favoriser des actes criminels.

Que les Hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses. Que je sois
couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si j'y manque.
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Optimisation de la culture de virus de I’hépatite E et application a la quantification de
'infectiosité des particules virales infectieuses.

Le virus de I'hépatite E (HEV) est un enjeu important de santé publique dans le monde.
L'infection par les génotypes 3, 4 et 7 du HEV peut entrainer une hépatite chronique tandis
que linfection par le génotype 1 peut déclencher une hépatite sévére chez les femmes
enceintes. Le HEV existe sous deux formes chez son hote, une forme nue dans les selles et
une forme associée aux lipides dans le sang. Peu de méthodes existent pour propager
efficacement le HEV en culture et mesurer l'infectiosité des souches cliniques in vitro.

Nous avons propageé l'infection de souches cliniques du HEV jusque-la difficilement cultivables
en incubant les inocula sur des cellules HepG2/C3A pendant 6h a 35°C dans un milieu
contenant du DMSO. Ces conditions de culture ont permis d’améliorer les performances de la
technique de quantification de l'infectiosité basée sur une culture en dilution limite avec calcul
de la TCID50 [tissue culture infectious dose 50]. Nous avons quantifié l'infectiosité de souches
clinigues du HEV a partir de différents échantillons biologiques. Dans un systeme de culture
d’hépatocytes polarisés en culture, nous avons montré que les particules virales infectieuses
sont préférentiellement libérées au pole biliaire.

Notre technique de culture et de TCID50 pourrait avoir un impact direct sur la sécurité sanitaire
grace a la comparaison de l'infectiosité des particules virales du HEV de différents génotypes
et de différentes matrices biologiques. Elle permettra d’évaluer les conditions de désactivation
des particules virales dans différentes matrices comme les produits issus des dons sanguins
ou les denrées alimentaires.

Mots-clés : Virus de I'hépatite E, culture virale, infectiosité, TCID50

Optimization of hepatitis E virus propagation and application to the quantification of
infectivity of viral particles.

Hepatitis E virus (HEV) is a major concern in public health worldwide. Infection with HEV
genotype 3, 4 and 7 can lead to chronic hepatitis while infection with genotype 1 can trigger
severe hepatitis in pregnant women. A lipid-associated form in blood and a naked form in
stools coexist in the host. Methods to spread efficiently both forms of HEV in culture and to
evaluate infectivity of HEV clinical strains in vitro are still lacking.

Incubation of inocula on HepG2/C3A cells for 6 hours at 35°C in a medium containing DMSO
allowed us spreading infection of HEV clinical strains until now not cultivable. These culture
conditions allowed us improving the performance of our method of quantification of HEV
infectivity, based on an endpoint dilution with the calculation of the tissue culture infectious
dose 50 (TCID50). We quantified the infectivity of clinical strains from differents biological
samples. In a system of culture of in vitro polarized hepatocytes, we showed that infectious
viral particles were preferentially released to the bile side.

This culture method and TCID50 technique could have a direct impact in health safety through
clinical strains comparison. These advances it will allow determining conditions for neutralizing
viral particles infectivity in different matrices such as blood products or foodstuffs.

Keywords: Hepatitis E virus, viral culture, infectivity, TCID50



