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Résumé

Le virus de I’hépatite C (VHC) est une des principales causes d’hépatite chronique. La
protéine F du VHC est codée par un cadre de lecture alternatif du géne de la capside, Core.
La protéine F a été découverte aprés que I’on ait associé¢ Core a plusieurs des fonctions
pathogénes du VHC. Nous proposons donc que certaines fonctions biologiques et
pathogénes attribuées a la protéine Core résultent de 1’activité de la protéine F. Nous avons
choisi de développer trois lignées de poissons zébrés (Danio rerio) qui expriment
différentes versions de la protéine F afin d’étudier les effets de la protéine F et leur

incidence dans la pathogenese du VHC.

Deux versions de la séquence codant pour la protéine F (AF11 et AUG26) et une version
mutante du gene core (Coremutl) ont été introduites sur les vecteurs d’un systéme
d’expression répressible spécifique au foie. Ces vecteurs ont été co-injectés dans des
embryons unicellulaires de poissons zébrés pour générer les poissons fondateurs des lignées
transgéniques. 19, 21 et 36 poissons ont été choisis comme fondateurs pour les lignées
AF11, AUG26 et Coremutl respectivement. De ce nombre, 9, 11 et 11 poissons ont atteint
la maturité, dans I’ordre pour les mémes lignées, et seront croisés pour donner naissance a
des lignées transgéniques stables. Les résultats de ces expériences nous permettront de
mieux cerner les propriétés biologiques de la protéine F et de définir son role dans la

pathogenése du VHC.

Mots-clés: Virus de I’hépatite C (VHC), protéine F, ARFP, poisson z&bré, transgénese.



v

Abstract

Hepatitis C virus (HCV) is a major cause of liver steatosis, fibrosis and hepatocellular
carcinoma. HCV F protein is expressed from an alternative reading frame within the Core
sequence. F protein was discovered after many of the pathogenic determinants of HCV had
been associated with the effects of Core. Hence, we propose that a part of the functions
attributed to Core result from the activity of the F protein. We produced and selected 19, 21
and 36 transgenic zebrafish (Danio rerio) to give rise to 3 independent lines expressing
different versions of the F protein. Of these founders, 9, 11 and 11 were raised to maturity
and will be bred to generate stable transgenic lines. Characterizing the phenotype of these
transgenic fish will help determine the precise role of the F protein in the pathogenesis of

hepatitis C.

Keywords: Hepatitic C virus (HCV), F protein, ARFP, zebrafish, transgenesis.
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1. Introduction



1.1 Virus de I’hépatite C

1.1.1 Epidémiologie

Le virus de I’hépatite C (VHC) infecte prés de 170 millions de personnes a travers
le monde (1). La prévalence du virus est plus élevée dans les pays en développement, avec
un sommet en Egypte ot on estime que 15% a 22% de la population est infectée (2).
Cependant les Etats-Unis, avec plus de 2,7 millions de cas (3), et le Canada, avec une
prévalence de 0,8% dans la population générale (4) et une incidence de 10 a 20 cas par
100 000 habitants (5), sont aussi fortement affectés. Le virus se transmet par voie
parentérale, par contacts sexuels et plus rarement de la meére a ’enfant durant la grossesse
ou lors de I’accouchement (6). Dans le monde occidental, l’utilisation de drogues
injectables est le principal facteur de risque pour I’acquisition du virus, tandis que de
mauvaises pratiques médicales seraient a 1’origine des hauts taux d’incidence qu’on
observe dans certains pays en développement d’Afrique et d’Asie (6). Parmi ces mauvaises
pratiques, on note la réutilisation de seringues, 1’administration non nécessaire de
médicaments par injection, le recours aux donneurs de sang payés par les banques de sang

et I’absence de dépistage systématique du VHC lors des dons de sang (7).

1.1.2 Histoire naturelle de I’infection

Durant les 6 premiers mois de I’infection, le VHC provoque une hépatite aigué, et
ce, tres rapidement apres 1’inoculation. L’ ARN viral peut déja étre détecté dans le sérum
des patients 1 a 2 semaines seulement aprés exposition et un niveau élevé d’alanine
aminotransférase (ALT) sérique, signe de dommage hépatique, est observé dés la 2°
semaine pour atteindre un maximum 7 a 8 semaines apres exposition (8) (Figure 1.1).
Cependant, ces indices ne seront examinés que chez les patients pour qui on suspecte une
infection au VHC (9). En effet, les symptomes de la phase aigué, qui peuvent se manifester
par une jaunisse, de la fatigue, des myalgies, de la fievre, de la nausée et des vomissements,

ne surviennent que chez environ 20% des patients et ’'infection passe donc souvent



inapergue durant cette période (10). Seulement 15% des personnes infectées arriveront a
¢liminer le virus au cours des premiers mois d’infection; dans les autres cas, le virus
persiste pour provoquer une hépatite chronique (11). Malgré que des signes
d’inflammation, de stéatose et de fibrose puissent étre détectés dans les trois premicres
années de la phase chronique (12), la maladie peut progresser en restant asymptomatique
pour des périodes allant de 20 a 40 ans, apres quoi on observe des cirrhoses dans 20% des

cas et des carcinomes hepatocellulaires (CHC) dans 4% des cas (11).
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Figure 1.1. Histoire naturelle de I’hépatite C.

Le virus établit d’abord une infection aigué qui reste souvent asymptomatique malgré une
réplication active du virus et un niveau élevé d’ALT sérique. Dans prés de 85% des cas, le
virus persiste et établit une infection chronique dont les conséquences pourront mener a la
cirrhose du foie et au CHC. CSI : cellules sécrétrices d’interféron. (Adapté de Blackard et

al., Hepatology, 2008).



1.1.3 Classification et diversité génétique

Le VHC fait partie du genre Hepacivirus de la famille des Flaviviridae. Le virus est
classifié en 6 génotypes numérotés de 1 a 6 et chaque génotype est subdivisé en sous-types
notés de a a n, ou n est le nombre de sous-types inclus dans un génotype donné. On compte
ainsi un total de 83 sous-types (13) qui différent entre eux dans une proportion de 20% a
25% (14). Enfin, au sein d’une personne infectée, le virus se différencie en une population
de variants a laquelle on référe par le terme de « quasiespéce ». Les différents variants sont
tous issus de l’inoculum initial, mais évoluent et acquierent des mutations qui les
distinguent les uns des autres (15). L’établissement du virus en quasiespece lui confére un
avantage face aux anticorps neutralisants de I’hote et pose aussi le probléme du

développement rapide de résistance si on le soumet a un traitement spécifique.

1.1.4 Génome et caractéristiques générales

Le génome du VHC est constitu¢ d’'une molécule d’ARN simple brin (ARNsb) de polarité
positive qui code une unique polyprotéine et qui est flanquée a ses extrémités 5’ et 3’ de
séquences non traduites (5’NTR — 5’ non translated region; 3’NTR — 3’ non translated
region) (Figure 1.2). On a prédit in silico que la région 5’NTR contenait quatre domaines
structuraux (16; 17) qui constituent un site d’entrée interne du ribosome (IRES — internal
ribosome entry site) servant a initier la traduction coiffe-indépendante de la polyprotéine
(18). Apres avoir été produite, la polyprotéine est clivée par des protéases virales et
cellulaires pour donner les 10 protéines matures du virus (19). La région 3’NTR quant a
elle contient des structures d’ARN agissant en cis et nécessaires a la réplication du génome
(20). La particule virale a un diameétre de 55-60 nm et se compose d’une capside protéique
renfermant le génome d’ARNsb et d’une enveloppe lipidique, dérivée de la membrane de la
cellule hote, dans laquelle s’inseérent des hétérodimeres des protéines d’enveloppe E1 et E2
(Figure 1.3) (20). Les hépatocytes sont la premicre cible du VHC, mais on a démontré
qu’une sous-population spécifique du virus pouvait également se répliquer dans les cellules

mononuclées du sang périphérique (PBMC — peripheral blood mononuclear cells) dans un



contexte de co-infection par le virus de I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)

21).
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Figure 1.2. Organisation génomique du VHC.

Les geénes encodant les protéines structurales, notés en rouge, sont regroupés dans la région
5’ du génome et sont précédés de la région S’NTR. Les génes encodant les protéines non
structurales, notés en vert, se retrouvent en 3’ du génome et sont suivis de la région 3’NTR.
Les régions non transcrites 5’NTR et 3’NTR contiennent des structures secondaires d’ARN
hautement conservées qui contribuent a la réplication virale. La région 5’NTR comprend
notamment un IRES qui permet le recrutement coiffe-indépendante de la machinerie
ribosomale et qui initie la traduction ininterrompue du génome complet. Il en résulte une
polyprotéine qui sera clivée par des enzymes cellulaires et virales pour produire les
protéines matures du VHC. (Adapté de Bartenschlager et Biihler, Encyclopedia of Virology,
2008).
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Figure 1.3. Structure de la particule virale.

A. Le génome d’ARNsb de polarité positive est entouré d’une capside composée
principalement de la protéine Core. Le virus est recouvert d’une enveloppe lipidique
parsemée des glycoprotéines E1 et E2, qui catalysent I’entrée virale. B. Micrographie
¢lectronique d’une particule de VHC produite en culture cellulaire. L’enveloppe a un
diamétre d’environ 60 nm alors que la capside a un diameétre d’environ 30 nm (20). (Adapté

de Bartenschlager et Biihler, Encyclopedia of Virology, 2008).



1.1.5 Protéines structurelles

Parmi les protéines matures, on distingue 3 protéines structurelles qui se trouvent a
I’extrémité N-terminale de la polyprotéine et qui précedent les 7 protéines non-structurelles
(Figure 1.2). Les protéines structurelles comptent la protéine de coque, ou Core, qui est la
principale composante de la nucléocapside, et les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 qui
interagissent par des liens non-covalents pour former un complexe transmembranaire
parsemant ’enveloppe (22). La sous-unité E2 de I’hétérodimeére E1/E2 est celle qui est

impliquée directement dans I’interaction entre le virus et ses récepteurs d’entrée (23).

1.1.6 Protéines non-structurelles

Les protéines non-structurelles comprennent les protéines p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A et NS5B (Figure 1.2). La protéine membranaire p7 s’organise en canaux a
ions dans différents systémes artificiels (24; 25), mais sa fonction dans le cycle réplicatif
reste mal comprise. La protéine NS2 est produite par 1’action de 1’auto-protéase NS2-3 qui
clive ’extrémité N-terminale de NS3 pour libérer NS2 et la protéase NS3 (26). La fonction
de NS2 est inconnue, mais on a démontré que cette protéine joue un rdle essentiel dans
I’infectivité (27) et ’assemblage du virus (28). NS3 comporte un domaine sérine-protéase
en N-terminal et un domaine ARN-hélicase/NTPase en C-terminal qui lui permettent de
cliver les jonctions NS3/4A, NS4A/B, NS4B/5A et NS5A/B (29). Pour ce faire, la protéase
NS3 a besoin de son co-facteur NS4A. Comme dans le cas de NS2 pour I’auto-protéase
NS2-3, NS4A sert d’ancrage a la membrane pour la protéase NS3-4A (19). NS4B produit le
réseau membraneux qui sert de structure d’échafaudage au complexe de réplication (30).
NS5A est ancrée a la membrane par son hélice o N-terminale et est impliquée dans des
interactions protéine-protéine spécifiques essentielles a la formation du complexe de
réplication (31). Enfin, NS5B est ’ARN-polymérase-ARN-dépendante qui synthétise aussi

bien les brins d’ARN complémentaires de polarité négative a partir du brin génomique que
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les brins génomiques de polarité positive a partir de brins d’ARN complémentaires de

polarité négative, et elle est retenue a la membrane par son domaine C-terminal (26).

1.1.7 Cycle de réplication

Le cycle de réplication viral s’amorce par 1’entrée du virus dans une cellule-hote.
Cette étape nécessite l'interaction des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 avec les
récepteurs cellulaires de surface CD81 (32), SR-BI (33) et, dans une étape tardive de
I’entrée, Claudine-1 (34). Ces facteurs ont longtemps été considérés comme nécessaires
sans toutefois étre suffisants pour permettre 1’entrée virale, puisque des lignées cellulaires
surexprimant ces trois récepteurs résistent a I’infection par le VHC (34). Le co-récepteur
manquant, ’Occludine, a été récemment identifié¢ (35; 36). En plus de ces quatre facteurs
essentiels, certaines données suggerent que les glycosaminoglycanes (GAG) et le récepteur
des lipoprotéines de faible densit¢ (LDL-R — low density lipoprotein receptor)
contribueraient aussi aux premieres phases de I’entrée (37). L’importance des LDL-R a été
exposée dans une récente étude qui démontre que 1’apolipoprotéine E associée aux virions

interagit avec ces récepteurs pour faciliter ’entrée virale (38).

La séquence exacte dans laquelle les différents événements se produisent n’est pas
connue. La particule virale pourrait d’abord s’attacher indirectement a la cellule-héte via
une interaction entre les LDL-R et I’apolipoprotéine E. Ceci faciliterait les interactions
directes de E1/E2 avec SR-BI et/ou CD81, qui elles-mémes permettraient I’association du
virus avec les protéines de jonctions serrées Claudine-1 et Occludine (39). L’étape finale
d’entrée passerait par l'internalisation du virion lors d’une endocytose médi¢e par la
clathrine, et la relaiche du génome viral dans le cytoplasme grace a I’acidification de
I’endosome précoce (40; 41) (Figure 1.4). Le génome viral libéré peut alors s’associer a la
sous-unité ribosomale 40S grace a I'IRES trouvé dans sa région 5’NTR pour initier
I’assemblage du complexe de traduction et la production de la polyprotéine virale (42). Le
réseau membranaire se forme a ce moment, probablement a partir du réticulum

endoplasmique rugueux, et permet la maturation des protéines virales par 1’action des
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protéases cellulaires et virales. Le réseau membranaire sert également d’échafaudage au
complexe de réplication. Ce dernier synthétise des brins complémentaires d’ARN de
polarité négative a partir du génome ainsi que des brins d’ARN de polarité positive a partir
de la matrice d’ARN de polarit¢é négative. Les brins d’ARN de polarité positive
nouvellement produits pourront soit constituer les brins génomiques de nouveaux virions et
étre empaquetés dans des capsides, soit étre directement traduits pour contribuer a la

synthese de nouvelles protéines virales.

Finalement, les étapes tardives du cycle de réplication sont mal connues. Les virions
pourraient étre produits par bourgeonnement dans le réticulum endoplasmique, puis
simplement exportés par la voie de sécrétion cellulaire et relachés par fusion de la vésicule

sécrétoire a la membrane plasmatique (26).
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Figure 1.4. Mécanisme d’entrée du VHC.

La premiére interaction pourrait intervenir entre I’ Apolipoprotéine E se trouvant associé a
la surface du virion et les LDL-R. Viendrait ensuite une interaction directe entre les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2, et les co-recepteurs d’entrée SR-BI et CD81. Ceci
permet une migration du virion jusqu’a une jonction serrée ou le virus compléte la derniére

¢tape avant I’endocytose en se liant a ’Occludine (OCLN) et Claudine-1 (CL) (39). (Tiré¢
de Birke et Cocquerel, Médecine Sciences, 2009).

12
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1.1.8 Kvasion virale

Durant la phase aigué de I’infection, le VHC parvient a battre de vitesse la réponse
immunitaire initiale et produit déja des milliards de nouvelles particules virales par jour au
moment ou la réponse des lymphocytes T s’amorce (8; 43). En plus de sa trés grande
vitesse de réplication, le virus dispose de nombreux moyens pour contrer la réponse
immunitaire spécifique lorsque celle-ci se présente finalement. Par exemple, on a démontré
chez le chimpanzé qu’une activation précoce et robuste des lymphocytes T CD4+ était
nécessaire pour le contrdle de I’infection aigu€ (43; 44). Cependant, en plus d’étre activées,
les cellules T CD4+ doivent également présenter un profil d’activation de type Tul pour
initier la réponse cellulaire et étre efficaces. Or on sait que la protéine Core du VHC se lie
au récepteur gClq sur les cellules dendritiques pour limiter ’expression d’IL-12, ce qui
biaise les cellules T CD4+ vers une différenciation de type T2 et qui stimule une réponse

humorale plutot que cellulaire (45).

La réponse humorale s’avére inefficace contre le VHC puisque le haut taux de
mutation dans les régions hypervariables d’E2 résulte en la production de nombreux
variants échappant aux anticorps neutralisants et que la glycosylation d’E2 pres du site de
liaison a CD81 empéche les anticorps de se lier au virus dans cette région et d’inhiber
I’attachement (46). Par ailleurs, méme si les lymphocytes T CD4+ adoptent le profil Tyl,
ce qui devrait normalement permettre une bonne coordination de la réponse des cellules T
CDS8+, le virus peut toujours échapper a la réponse cellulaire grace aux mutations qui sont
générées au sein de la quasiespéce pour de nombreux épitopes du VHC, ce qui affaiblit la
reconnaissance par les cellules T CD8+, altére la liaison des peptides viraux aux molécules
du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) ou méme modifie I’apprétement des

antigeénes (47; 48).

Le virus possede aussi les outils pour contrecarrer les mécanismes cellulaires
intrinséques de résistance et de détection des pathogenes. En effet, la cellule infectée peut

reconnaitre des structures moléculaires propres aux pathogeénes (PAMP — pathogen-
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associated molecular pattern) par le biais des récepteurs reconnaissant les patrons
moléculaires (PRR — pattern-recognition receptor). L’ARN double-brin (ARNdb) produit
par le complexe de réplication du VHC est un PAMP qui est reconnu par le récepteur
TLR3. Cette reconnaissance déclenche normalement une cascade de signalisation menant a
la transcription d’interférons et de cytokines initiant la défense de I’hote. Lors de la
reconnaissance de ’ARNdb du VHC par le TLR3, un des facteurs de la cascade de
signalisation qui en découle, IPS-1, est clivé par la protéase NS3-4A et le déclenchement de
la réponse anti-virale est ainsi bloqué (49; 50). TRIF, un autre facteur de la voie de
signalisation initiée par TLR3, est aussi clivé par NS3-4A, ce qui mene encore une fois a

une réponse antivirale atténuée (51).

1.1.9 Traitement

Le traitement standard se compose d’une combinaison d’interféron-alpha (IFN-o)
conjugué a du polyéthylene-glycol (peglFN-o) administré par voie sous-cutanée une fois
par semaine et de ribavirine administrée par voie orale une fois par jour, le tout pour une
période de 48 semaines. Ce régime ne permet une réponse virologique soutenue (SVR —
sustained virologic response) que chez 40% a 80% des patients (52; 53; 54; 55). Le taux de
SVR est significativement plus bas chez les patients infectés par le VHC de génotype 1 que
chez ceux infectés par les génotypes 2 ou 3 (56). Le génotype 1 étant de loin le plus
prévalent en Amérique du Nord (3) et en Asie (57), la résistance est donc une limite
majeure du traitement. Ce phénomeéne n’est probablement pas étranger a la non-spécificité
du traitement par rapport au VHC. En effet, le mécanisme par lequel la combinaison de
peglFN-o et de ribavirine agit reste mal connu, mais implique probablement une
modulation du profil d’activation des cellules T auxiliaires par la ribavirine ainsi que
I’activation des mécanismes antiviraux cellulaires par I'IFN-a (56). En plus du haut taux de

résistance, le traitement actuel peut provoquer d’importants effets secondaires (58).

Le telaprevir (VX-950), un inhibiteur spécifique a la sérine protéase NS3/4A, fait

présentement I’objet d’essais cliniques de phase 3. Cette molécule a déja démontré un bon
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potentiel en phase 2 sur des patients infectés par un virus du génotype 1, avec des taux de
succes atteignant 61% a 69% lorsque utilis¢é en combinaison avec le peglFN-a et la
ribavirine (59; 60). Cette nouvelle trithérapie ne représente toutefois pas la cure parfaite
contre le VHC puisque le virus persiste toujours chez une partie des patients traités et que
les effets secondaires qui y sont associés sont encore plus importants que pour la

combinaison standard de peglFN-a et de ribavirine (59; 60).

Enfin, la voie de la thérapie moléculaire a été considérée comme une alternative
permettant de cibler des régions conservées du virus. En effet, plusieurs classes de petites
molécules peuvent étre synthétisées pour reconnaitre spécifiquement des séquences du
génome viral. Parmi ces molécules, on compte les petits ARN interférants (siRNA — small
interfering RNA), les oligonucléotides antisens (ASON — antisense oligonucleotide), les
aptameres ainsi que les ribozymes et les désoxyribozymes (61). Outre les aptameres, toutes
ces molécules entraineront, directement ou indirectement, le clivage de I’ARN viral suite a
leur hybridation avec leur cible. Les aptameres quant a eux peuvent se lier directement aux
protéines virales pour inhiber leur fonction, ou a I’ARN viral pour empécher sa traduction
(62; 63). Quoique plusieurs de ces molécules aient donné des résultats intéressants in vitro,
on a observé in vivo qu’elles s’accumulent dans les cellules endothéliales et les cellules de
Kupffer plutdét que dans les hépatocytes, principal site de réplication du virus, et
n’atteignent donc pas leur cible, ce qui constitue un obstacle majeur pour leur utilisation

clinique (64).

Depuis la premicre description du VHC en 1989 (65), on considére que la meilleure
fagon de combattre le VHC passe par le développement d’un vaccin préventif. Ce vaccin
n’existe toujours pas et la trés grande diversité génétique du VHC a fortement ralenti les
efforts déployés dans ce sens. Les quelques formules testées chez le chimpanzé ont échoué
a procurer une immunité croisée aux animaux contre des virus hétérologues au génotype
utilisé pour I’'immunisation (66; 67). De plus, des études prospectives aupres de clientéles a
haut risque pour I’infection au VHC ont montré que la réinfection suite a I’élimination

spontanée du virus était toujours possible (68; 69; 70; 71).
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1.1.10 Modz¢les d’étude

De toutes les difficultés qu’a rencontrées la recherche sur le VHC, I’absence d’un
bon modele d’étude, aussi bien in vitro que in vivo, a été I’é1ément qui a le plus contribué a
ralentir la caractérisation du virus et le développement de traitements (72). La production
de particules virales infectieuses en culture cellulaire n’a été décrite pour la premicre fois
qu’en 2005 (73; 74; 75). Cette avancée a été possible grace a I’utilisation d’un isolat
particulier du VHC de génotype 2a, désigné JFH-1, qui a été cloné a partir du sérum d’un
patient japonais soufrant d’hépatite fulminante. Ce systéme demeurait cependant limité
dans ses applications, ne pouvant étre utilis€¢ que dans la lignée cellulaire HuH-7, et sa
validité pouvait étre remise en question considérant que JFH-1 ne reflete qu’un seul
génotype d’un virus extrémement diversifié¢ et présentait des propriétés qui n’ont jamais été
retrouvées dans les autres isolats du VHC. Des constructions chimériques ont ensuite été
développées a partir de I’isolat JFH-1 pour répondre a ces critiques ou pour augmenter
I’efficacité du systeme. Par exemple, le remplacement de la région structurale de JFH-1 par
celle d’un clone de génotype 2a a permis d’augmenter significativement I’infectivité du
réplicon (73) et des chimeres infectieuses reproduisant des virus de génotype la et 1b ont
aussi été produites (76). Plus récemment, une équipe a mis au point une approche
prometteuse qui permet l’infection persistante d’une culture d’hépatocytes primaires a
partir d’un clone infectieux ou d’un virus sauvage isol¢ du sérum de patients (77). Ce
systéme consiste en une co-culture d’hépatocytes primaires humains et de fibroblastes
murins embryonnaires qui permet la formation de couches d’hépatocytes polarisés et reliés
par des jonctions serrées sous forme de colonies. Le profil d’expression de plusieurs
facteurs d’entrée du VHC dans ces colonies, notamment Claudine-1 et Occludine, est

semblable a ce qu’on retrouve dans le foie humain.

Il existe par ailleurs trois systémes expérimentaux pour I’é¢tude du VHC in vivo. Le
premier, le chimpanzé, pose des limites de disponibilité, de cofits et de taille d’échantillon,

en plus de soulever des questions éthiques importantes (78). Le deuxi¢me, la souris
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chimérique avec foie humanisé, est obtenu en greffant des hépatocytes humains a une
souris transgénique immunosupprimée chez qui la surexpression de I’activateur uPA est
responsable de dommage hépatique important (79). Ces souris ne peuvent cependant étre
produites qu’en petits nombres et leur utilisation est limitée par des contraintes logistiques,
en plus de ne pas permettre d’évaluer la contribution du systéme immunitaire sur la
pathogenése et le cours de I’infection. Enfin, le dernier systeme se base aussi sur une souris
immunosupprimée pour assurer la tolérance envers une xénogreffe. Dans ce cas-ci, les
cellules greffées sont dérivées de la lignée Huh-7, elle-méme établit a partir d’un carcinome
hépatocellulaire, et sont permissives au clone JFH-1 (80). Cependant, les souris greffées
développent rapidement d’importantes tumeurs et doivent étre sacrifiées quatre semaines
seulement aprés l’infection. Elles ne permettent donc pas de suivre les effets des

composantes virales a long terme.

1.2 Protéine F

1.2.1 Protéine Core

La protéine de capside Core est une protéine de 21 kDa codée par un cadre de
lecture de 537 paires de bases (pb). On lui a attribué des fonctions associées a la pathologie
du VHC, notamment au niveau de la fibrose, de la stéatose et du CHC. Parmi ses fonctions
contribuant a la stéatose, Core réorganise la distribution des gouttelettes lipidiques
intracellulaires en s’associant a celles-ci et cause leur accumulation dans [’espace
périnucléaire (81). Core peut également causer la stéatose via ’accumulation des
lipoprotéines de trés basse densit¢ (VLDL — very low density lipoprotein) en empéchant

leur sécrétion (82).

Core affecte aussi les mécanismes d’apoptose dans le but d’assurer la persistance
virale, soit en inhibant la mort cellulaire ou en la provoquant, selon la situation. Elle agit

comme régulateur positif de 1’apoptose par la voie Fas dans une lignée cellulaire de
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lymphocytes T lymphoblastoides en stimulant I’oligomérisation de Fas (83; 84), et par la
voie du facteur de nécrose des tumeurs (TNF — tumor necrosis factor) dans les lignées
HepG2 et HelLa (85). Elle stimule aussi I’apoptose en induisant un stress du réticulum
endoplasmique (RE) et une déplétion en calcium du RE (86). L’induction de 1’apoptose des
hépatocytes est une cause importante de la fibrogenese car elle cause une inflammation via

I’activation les cellules stellaires qui phagocytent les corps apoptotiques (87).

Core cause aussi I’effet contraire en inhibant 1’apoptose. Par exemple, elle protége
des hépatocytes transgéniques exprimant le génome complet du VHC et la lignée HepG2
transfectée de ’apoptose induite par la voie de Fas et du TNF en activant NFxB (88; 89) et
en inhibant la relache du cytochrome ¢ des mitochondries (90). On sait que I’inhibition de
I’apoptose est un facteur déterminant pour la promotion de la carcinogénése dans les
cellules exprimant la protéine X (HBx) du virus de I’hépatite B (VHB) (91) et Core pourrait

contribuer a I’oncogénése de la méme maniere.

Un autre mécanisme par lequel Core pourrait stimuler le développement du CHC
serait en interagissant et en modulant de manicre post-traductionnelle la fonction des
suppresseurs de tumeur p53 (92; 93) et p73 (94) et en régulant ’expression de p21 (95; 96;
97; 98). Elle régule aussi la transcription de certains proto-oncogenes, notamment c-myc
(99), et collabore avec H-ras pour transformer des fibroblastes murins en culture primaire
(100). Enfin, Core promeut la transformation cellulaire via 1’activation du facteur de
transcription STAT3 (101). Cependant, les données les plus importantes qui ont permis de
décrire le role de Core dans la pathogenése de I’hépatite C sont venues des modeles de
souris transgéniques. Dans un premier mod¢le, des souris exprimant Core spécifiquement
au foie développaient des stéatoses hépatiques des 1’age de trois mois (102) et des CHC
aprés 16 a 19 mois (103). Dans une seconde étude, I’expression des protéines structurales
du VHC dans les lymphocytes T de la souris entralnait des infiltrations lymphocytaires
dans le foie desquelles découlaient des dommages hépatiques (104). Bien que dans cette

derni¢re étude les protéines E1 et E2 étaient co-exprimées avec Core, une autre souris
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transgénique dans laquelle seulement E1 et E2 étaient exprimées au foie ne produisait

aucun phénotype (105).

1.2.2 Découverte de la protéine F

Malgré la treés grande diversité génétique du VHC, des analyses bioinformatiques du
profil de distribution des substitutions nucléotidiques sur le génome ont rapidement révélé
un niveau anormalement ¢levé de conservation de la séquence dans région encodant Core;
on y remarquait notamment une suppression des substitutions synonymes (106; 107). Cette
particularité suggérait une contrainte fonctionnelle sur les substitutions dans cette région.
De fait, on y a découvert un cadre de lecture ouvert en (+1) de la séquence codant Core
(106) ainsi que des structures secondaires d’ARN (107), qui pouvaient tous deux expliquer
la conservation de la séquence. Il a fallu attendre jusqu’en 2001 pour finalement voir deux
équipes indépendantes rapporter I’expression d’une protéine de 16-17 kDa correspondant
au cadre de lecture ouvert en (+1) de la région Core chez des patients infectés par le VHC
(108; 109). Cette protéine fut nommée F (frameshift), ARFP (alternate reading frame
protein) ou simplement Core (+1). Le cadre de lecture ouvert I’encodant est conservé parmi
tous les génotypes du VHC (108). Bien que la protéine n’ait jamais ét¢ détectée directement
dans le sérum de patients, de nombreuses évidences sont venues confirmer qu’elle était bien
exprimée durant I’infection chez ’humain et qu’elle suscitait 1’¢laboration d’une réponse

immunitaire spécifique, aussi bien cellulaire qu”humorale (110; 111; 112; 113).

1.2.3 Modes de production

Dans leur premicre publication sur I’expression de la protéine F, Xu et collegues
proposaient que celle-ci était produite par initiation de la traduction a partir du codon AUG
de Core et qu’il s’ensuivait un glissement ribosomal (-2/+1) du cadre de lecture aux codons
8 a 11 de Core (109) (Figure 1.5). Le mécanisme de glissement ribosomal décrit était
stimulé par une séquence ininterrompue de 10 adénines aux codons 8 a 11 et fut confirmé
par une autre équipe peu apres la découverte de I’expression de la protéine F (114). Or, si le

cadre de lecture ouvert de la protéine F est conservé dans tous les génotypes, il n’en est pas
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de méme pour la séquence de 10 adénines qu’on croyait étre responsable du glissement
ribosomal (-2/+1) et de la production de la protéine F (111; 115). L’expression d’une
protéine de 16 kDa, correspondant a la protéine F, avait d’ailleurs été rapportée auparavant

a partir d’isolats qui ne présentaient pas la séquence de 10 adénines (116).

Des études subséquentes ont donc tenté de démontrer quel mécanisme pouvait
permettre ’expression de la protéine F dans les conditions ou la séquence d’adénines était
absente. Plusieurs hypothéses ont été testées par différentes équipes et utilisant différents
systémes expérimentaux. Vassilaki et al. ont d’abord montré dans deux lignées cellulaires
qu’une initiation de la traduction a partir de deux codons AUG aux codons 85(+1) et 87(+1)
produisait une version tronquée, plus courte de la protéine F, sans toutefois exclure la
possibilité d’une co-expression d’une version plus longue de la protéine (117). Une autre
équipe a plutét démontré dans trois systemes, soit E. coli, des lysats de réticulocytes de
lapin et des cellules HelLa, que I’expression de la protéine F résultait d’un double
événement de changement de cadre de lecture, d’abord (+1) au codon 42, puis (-1) au
codon 144 pour revenir dans le cadre de lecture de Core (118). Il résultait de ce mécanisme
une protéine hybride Core/F (DFC — double frameshifted Core). Cependant, I’hypothése du
changement de cadre de lecture au codon 42 est discutable. En effet, ce phénomene a été
observé chez E. coli et le codon AGG qui promouvait le glissement ribosomal est un codon
rare chez les procaryotes. La présence de ce codon rare pourrait ralentir les ribosomes et
ainsi provoquer le glissement (119). Le codon AGG n’étant pas rare chez I’homme, il est

peu probable qu’un tel événement se produise durant I’infection naturelle.

Enfin, Baril et Brakier-Gingras ont proposé¢ que la protéine F était produite par
initiation de la traduction a un codon non-AUG en position 26(+1) (115). Il s’avéra que le
codon non-AUG 26(+1) pouvait étre soit GCG ou GUG et cette hypothese fut prouvée dans
un systeme de lysat de réticulocytes de lapin ainsi que dans la lignée cellulaire HEK293FT.
Par ailleurs, Baril et Brakier-Gingras ont observé une augmentation de 1’expression de leur

construction aprés qu’ils aient modifié¢ celle-ci pour inclure la région comportant les codons
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initiateurs 85(+1) et 87(+1) dont le réle dans la production de la protéine F avait

précédemment été exposé par Vassilaki et ses collaborateurs (115).

Des études postérieures sont venues supporter les hypothéses de changement de
cadre de lecture par glissement ribosomal aux codons 8-11 (120; 121) et de I’initiation de la
traduction aux codons 85(+1) et 87(+1) (122). Une autre encore est venue ajouter une
hypothése pour expliquer le changement de cadre de lecture aux codons 8-11 avec la
possibilité que la polymérase virale produise des délétions ou des insertions ponctuelles
dans cette région précise au moment de la transcription (transcriptional slippage) (123).
Les deux hypothéeses qui ressortent sont donc celle de I’initiation du cadre de lecture a un
codon 26(+1) non AUG et celle des codons initiateurs 85(+1) et 87(+1). Ces deux
hypothéses n’étant pas mutuellement exclusives, ceci laisse croire que la protéine F pourrait

représenter une famille de protéines qui seraient toutes issues du méme cadre de lecture.
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Figure 1.5. Modes de production de la protéine F.

Les hypothéses quant au mode de production de la protéine F incluent des protéines
hybrides portant des portions encodées dans le cadre de lecture de Core (jaune) et dans le
cadre (+1) (rouge), ainsi que des protéines issues exclusivement du cadre de lecture (+1).
La position du codon stop dans le cadre (+1) varie selon les hypotheses et les génotypes du
virus. Les positions des codons d’importance sont notées au-dessus des protéines et

numérotées par rapport au premier codon du cadre de lecture de Core.
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1.2.4 Propriétés biochimiques et biologiques

Toutes les versions proposées de la protéine F sont hautement basiques avec un
point isoélectrique de 11.5 (124). Des analyses d’hydrophobicité par la méthode de Kyte et
Doolittle ont exposé la présence de deux domaines majeurs d’hydrophobicité sur la protéine
correspondant aux résidus 29 a 45 et 95 a 118 (125). On a prédit in silico que la protéine
devait étre trés instable (125), une prédiction qui appuyait les données récoltées
précédemment a partir de la synthése de la protéine in vitro et de tests en culture cellulaire
qui ont mesuré sa demi-vie a environ 10 minutes (126; 127). Il a aussi été démontré que la
protéine F était dégradée par le protéasome (125; 126; 128). La protéine F partage peu
d’homologie avec les autres protéines virales et cellulaires connues et il est donc difficile de

prédire sa fonction biologique (114).

1.2.5 Localisation intracellulaire

La protéine F semble avoir une localisation cellulaire ubiquitaire. D’abord, bien
qu’elle ne posseéde aucun domaine transmembranaire (125), la protéine a été trouvée
associée au réticulum endoplasmique par différentes équipes (122; 125; 126; 127). Elle a
¢galement ¢été observée dans le cytoplasme (122; 125; 129), dans la région périnucléaire
(122; 126; 130), au noyau (129; 131) ainsi qu’aux mitochondries (122; 129). Comme pour
le mode de production de la protéine F, le systeme expérimental utilis¢ influence
grandement la localisation intracellulaire de la protéine. Entre autres, Ratinier et collegues
ont montré que la simple fusion de la protéine F avec la protéine verte fluorescente (GFP —
Green fluorescent protein) pouvait modifier sa localisation a différents compartiments
cellulaires selon que la GFP était fusionnée en N-terminal ou en C-terminal (129). Ils ont
aussi démontré que la localisation variait en fonction de la version de la protéine et du
génotype ¢étudié, renforcant ainsi I’idée que la protéine F puisse se présenter sous plusieurs

formes et posséder différentes propriétés biologiques en différentes circonstances.
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1.2.6 Fonctions biologiques

Les études qui ont porté sur Core ont toujours été effectuées avec des constructions
basées sur des séquences de type sauvage contenant le cadre de lecture de la protéine F. En
théorie, ces séquences permettaient donc une co-expression des deux protéines. Suite a la
découverte de la protéine F, il semblait donc approprié de réévaluer les fonctions
initialement attribuées a Core afin de départager le réle de chacune des deux protéines. Si
les études liées aux fonctions de la protéine F ont été peu nombreuses et parcellaires
jusqu’a maintenant, un consensus s’est rapidement établi quant a son role négligeable dans
la complétion du cycle de réplication du VHC. En effet, les systemes de réplicons
subgénomiques avaient déja démontré que le génome viral pouvait se répliquer sans la
portion Core du génome, et donc sans la protéine F, avant méme la premiere description de
cette derniere (132; 133). De plus, dans une étude plus spécifique qui utilisait le clone
infectieux en culture cellulaire JFH-1 et une chimere du génome prototype H77 avec JFH-
1, 'introduction de mutations non-sens dans le cadre de lecture de Core (+1) n’altérait ni la
réplication virale, ni la production de virions, ni la relache de particules virales in vitro, pas
plus que la prolifération virale chez des souris avec foie humanisé (134).

Ces informations sur le cycle de réplication virale n’excluent toutefois pas un role
de la protéine F dans I’infection naturelle, ou la présence d’une réponse immunitaire et
I’évasion et la persistance virale constituent un contexte qui ne peut étre reproduit avec les
méthodes expérimentales actuelles. Il est intéressant de constater que I’expression de la
protéine F est réprimée par Core en cis ou en trans (125; 135). Ce lien inverse entre la
réplication virale, qui implique un haut niveau de production de Core, et I’expression de la
protéine F pourrait expliquer la faible expression de la protéine in vitro et la difficulté de la
détecter in vivo. Cette régulation suggere aussi un rdle durant les phases de faible
réplication virale, soit trés tot ou tard dans la phase chronique, et une participation a la
persistance du virus de méme qu’a la pathogenése. On a d’ailleurs démontré que la protéine
F assumait plusieurs fonctions antérieurement attribuées a Core et reliées a I’oncogenese et

a la fibrogenese. On sait par exemple qu’elle diminue I’expression de p21 (136), un géne
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suppresseur de tumeur qui inhibe les kinases cycline-dépendantes pour controler I’arrét du
cycle cellulaire en G1 en réponse a un stress (137). Elle pourrait aussi affecter
indirectement p21 via son action sur un autre géne suppresseur de tumeurs, p53 (138), mais
ces résultats sont contestés (136). Une étude utilisant le systéeme double-hybride chez la
levure et la co-immunoprécipitation a montré que la protéine F pouvait lier MM-1 et
interférer avec sa capacité d’inhiber le proto-oncogeéne c-Myc in vitro (130). Une autre
équipe a également observé une augmentation de I’expression de c-Myc suite a la
transfection de cellules HepG2 avec la protéine F (138). Ces fonctions sont toutes associées
au contrdle du cycle cellulaire. Corroborant aussi I’idée que le virus puisse imposer son
contrdle du cycle cellulaire via 1’expression de la protéine F, on a remarqué que cette
derniére s’associait a la tubuline et aux microtubules durant la division cellulaire (124; 125)
et a PFD2 pour perturber le cytosquelette de tubuline (131). L’ensemble de ces données
expose un role potentiellement direct de la protéine F dans le développement du CHC.

Outre la transformation cellulaire opérée directement par des genes viraux, il est
généralement reconnu que ’apparition du CHC constitue une étape avancée de la cirrhose
dans les hépatites chroniques virales (87). Certaines données nous amenent a croire que la
protéine F participerait directement a ce processus en induisant ’expression de cytokines
pro-inflammatoires ou chimiotactiques telles que I'IL-6, I'IL-8, MCP-1 et MIP-1f,
promouvant ainsi la fibrose et le dommage hépatique (139).

La régulation de génes suppresseurs de tumeurs, de proto-oncogenes et de protéines
pro-inflammatoires par la protéine F constitue possiblement un moyen pour le virus de
persister chez son hdte en controlant le cycle cellulaire des cellules infectées et en modulant
la réponse immunitaire. Une étude de double-hybride chez la levure a relevé 36 partenaires
d’interaction pour la protéine F (140) et des travaux sur la lignée cellulaire Huh-7 ont
relevé par micropuces une répression de I’expression de 125 génes et une augmentation de
I’expression de 143 autres genes lorsque la protéine était exprimée (141). Parmi les
partenaires d’interaction et geénes dont I’expression était modifiée par la protéine F, on

compte des genes et des protéines impliqués dans le métabolisme des glucides, la synthése
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et le transport des protéines, la transduction de signaux, la transcription, 1’apoptose,

I’immunorégulation au niveau humoral et cellulaire, et ’'oncogenése (140; 141).

1.2.7 Reconnaissance immunitaire

L’existence de réponses cellulaire et humorale spécifiques a la protéine F a été le
principal indice qui a permis de déterminer hors de tout doute que la protéine était bel et
bien exprimée lors de I’infection naturelle. De maniére générale, on retrouve une réponse
humorale anti-F chez 40 a 70% des patients infectés chroniquement, et ce indépendamment
du génotype, du titre viral et de la co-infection avec le VIH-1 (111; 112; 113; 142). Par
ailleurs, si la majorité des patients développent des anticorps contre la protéine seulement
durant la phase chronique, il a aussi été montré qu’une réponse humorale anti-F pouvait
étre montée durant la phase aigué de I’infection chez une faible proportion de patients
(143). Du coté de la réponse cellulaire, 20% des patients possédent des lymphocytes T
CD4+ fonctionnels spécifiques a des épitopes de la protéine F (111) alors qu’environ 80%
des patients d’'une deuxieme étude présentaient des précurseurs de cellules T cytotoxiques
spécifiques a la protéine F (112). Des cellules T CD8+ mémoires pouvant étre activées par
la présentation de peptides dérivés de la protéine F ont aussi été retrouvées chez des

patients infectés (111).

En accord avec la grande conservation de la séquence Core (+1), les anticorps anti-F
présentent une grande réactivité croisée avec les protéines produites a partir de différents
génotypes (110; 113; 142) et leurs titres peuvent étre aussi élevés que ceux des anticorps
anti-Core (110). Le méme phénomene est observé pour les cellules T spécifiques a la
protéine F, qui peuvent réagir a des peptides viraux issus de différents génotypes (111;
112). Ceci ferait de la protéine F un candidat intéressant a inclure dans une formule

vaccinale dans le cas ou la réponse anti-F serait protectrice contre le VHC.
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1.2.8 Structures secondaires d’ARN

Des prédictions in silico ont suggéré I’existence de structures secondaires d’ARN
hautement conservées dans la région génomique de Core, formant quatre tiges-boucles
nommeées respectivement SL47, SL87, SL248 et SL443 (17; 107) (Figure 1.6). Avant la
découverte de la protéine F, on avait proposé que ces structures étaient responsables de la
conservation de la séquence dans la région Core (107). Non seulement ces structures sont-
elles conservées a travers les différents génotypes de VHC, mais on en retrouve de
semblables chez d’autres virus ou on leur a souvent attribué¢ des rdles dans la réplication
virale et la modulation de la réponse immunitaire (144). Dans le cas du VHC, deux équipes
ont récemment publié¢ des résultats démontrant ’importance des structures d’ARN in vitro
et in vivo (134; 145). La premicre de ces études, menée par 1’équipe de Charles Rice, a
démontré grace a une série de mutations dans un clone infectieux qui influencaient soit les
structures secondaires d’ARN de la région génomique de Core, soit le cadre de lecture Core
(+1), que ce dernier n’était pas essentiel a la réplication virale et a 1’établissement de
I’infection chez le chimpanzé (145). De plus, des réversions rétablissant les structures

secondaires d’ARN étaient sélectionnées au cours de 1’infection.

La deuxiéme étude, menée par I’équipe de Ralf Bartenschlager, a aussi utilisé¢ une
approche de mutagenése dirigée pour générer des mutants affectant soit la structure d’ARN,
soit la production de la protéine F. Elle a montré que les mutations modifiant les structures
secondaires affectaient la réplication et le potentiel d’infection du virus dans un mod¢le de
souris avec foie humanisé, contrairement aux mutations non-sens dans le cadre de lecture
(+1) (134). Parmi les quatre tiges-boucles présentes dans cette région, deux d’entre elles,
SL47 et SL87, semblent avoir une plus grande importance fonctionnelle (134). Cependant,
ces ¢tudes sont basées sur des prédictions in silico de repliement de ’ARN et aucune
preuve n’a été apportée en laboratoire pour démontrer 1’existence véritable de ces structures
au sein de I’ARN génomique du VHC. Les conclusions auxquelles en viennent les auteurs

de ces études sont aussi questionnables puisque les substitutions ciblées pour modifier la
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structure d’ARN introduisaient des codons rares dans le cadre de lecture (+1). Ceci pourrait
diminuer ou méme empécher la traduction de la protéine F dans ces modéles. A cet effet,
aucune des deux études n’a réussi a démontrer que la production de la protéine F était
véritablement inhibée dans leur systéme lors de I’introduction des codons non-sens ou que,
au contraire, elle était produite dans les situations ou on visait la modification de la
structure secondaire tout en conservant le cadre de lecture ouvert en (+1). De plus, les
¢vidences apportées par rapport a I’importance des structures d’ARN ne modifient en rien
les hypothéeses concernant le role de la protéine F dans le maintien de I’infection dans un
contexte naturel. Les fonctions dont pourraient étre responsables les structures SL47 et
SL87 ne permettent pas non plus d’expliquer les résultats qui avaient précédemment été

générés par rapport aux fonctions présumées de la protéine F.
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Figure 1.6. Structures secondaires d’ARN dans la région génomique de Core.

Quatre structures en tige-boucle ont été prédites in silico a partir de la séquence
nucléotidique de I’ARN génomique du gene Core. Les substitutions non-sens introduites
dans le cadre Core (+1) par “McMullan et al. (145) et ®Vassilaki e al. (134) sont indiquées.
La position des bases notée au-dessus de la séquence d’ARN correspond a la numérotation

du génome prototype H77 (GenBank, numéro d’accés AF009606).
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1.3 Poisson zébré

1.3.1 Avantages pratiques

Si la souris a longtemps été préférée pour son haut degré d’homologie et ses
ressemblances anatomiques avec I’homme, 1’avancé de la biologie cellulaire a révélé que
les mécanismes cellulaires qui s’opérent chez des animaux inférieurs, comme la drosophile
(146) et le ver Caenorhabditis elegans (147), sont conservés par rapport aux mammiferes.
L’aisance relative des manipulations génétiques chez les invertébrés leur confére un grand
avantage par rapport aux modeles de mammiferes et la puissance des études qui les utilisent
est assurée par le grand échantillon qu’on peut facilement produire pour ces especes.
L’absence d’organes et de plusieurs tissus différenciés limite toutefois 1’extrapolation a

I’homme des découvertes faites chez les invertébrés.

Le poisson zébré, Danio rerio, un poisson de I’infra-classe des téléostéens, est un
animal qui présente de nombreux avantages pratiques et qui peut remplacer
avantageusement de nombreux autres modeles traditionnellement utilisés dans des
domaines aussi divers que la génétique, la biologie développementale et le cancer. De
nombreuses méthodes de clonage (148), de mutagenese (149; 150; 151), de transgénése
(152) et de cartographie génétique (153) ont été développées pour ce modele. Le poisson
z¢bré concilie les avantages des invertébrés avec ceux d’un animal qui partage la méme
ontogenese et une structure organismique trés proche des mammiféres. En plus des outils
moléculaires qui ont été¢ développés et appliqués au poisson z€bré, ce dernier peut étre
maintenu en grands nombres dans des espaces restreints et a peu de frais. Les individus
atteignent leur maturité sexuelle a 3 mois et peuvent des lors produire des centaines
d’embryons en quelques minutes au moment voulu par ’expérimentateur. De plus, le
développement ex vivo de son embryon transparent facilite 'utilisation de marqueurs
colorimétriques chez 1’animal vivant. Les adultes mesurent de 3 & 6 cm, demandent peu

d’entretien et résistent bien aux manipulations et aux variations environnementales.
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1.3.2 Utilisation du poisson zébré en recherche biomédicale

Le poisson z¢bré s’est d’abord établi comme organisme mode¢le dans le domaine de
la biologie développementale (154). Un certain nombre d’études se sont par la suite
intéressées plus spécifiquement au développement du foie (155). Les effets d’un grand
nombre de mutations sur le développement du foie ont été caractérisés pour arriver a une
meilleure compréhension de I’hépatogenéese. Ces travaux ont confirmé que la maturation
hépatique survenait de la méme manicre chez le poisson zébré que chez la souris (156). Ces
recherches ont aussi mené a I’identification de promoteurs tissus-spécifiques, parmi
lesquels on compte le promoteur de la liver fatty acid binding protein (L-FABP) qui
restreint I’expression du geéne au foie dés les premiéres heures de I’embryogenese (157;
158) et qui a permis de cibler ’expression de marqueurs fluorescents au foie pour faciliter
la visualisation du phénotype chez des mutants durant leur développement (159).

En cancérologie, on connait depuis plusieurs dizaines d’années la similarité
frappante entre les caractéristiques histologiques des tumeurs de mammiferes et de poissons
et entre les facteurs qui contribuent au développement de tumeurs chez les deux espéces
(160). Dans la nature, les poissons développent d’ailleurs spontanément les mémes types de
cancers que les humains (161). La caractérisation plus récente des mécanismes
moléculaires et cellulaires s’opérant durant la transformation cellulaire et le développement
de tumeurs a permis d’expliquer les similarités qui avaient été observées. Des études de
génomique comparative ont d’abord exposé la conservation des geénes régulant le cycle
cellulaire, des geénes suppresseurs de tumeurs et des oncogeénes (162). De nombreuses
recherches ont aussi ét¢ complétées a partir de mutations introduites dans des geénes
suppresseurs de tumeurs ou de lignées transgéniques surexprimant certains oncogenes
(163). Dans tous les cas, les genes mutés chez le poisson zébré avaient un geéne orthologue
chez la souris et chez ’homme.

Enfin, des études de génomique fonctionnelle ont confirmé et ¢élargi les perspectives
de modélisation du cancer chez le poisson zébré en comparant le profil d’expression des

genes impliqués dans la progression de tumeurs chez le poisson zébré et ’homme a 1’aide
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de micropuces (164; 165). Les auteurs de ces recherches ont démontré que plusieurs geénes
surexprimés ou réprimés durant le développement des tumeurs du foie, de I’estomac, du
poumon et de la prostate chez le poisson zébré avaient le méme profil d’expression
différentielle chez I’humain. La conservation était particulierement marquée pour les génes
du foie. Dans ce type précis de tumeurs, les genes dont I’expression était modifiée
appartenaient a des processus cellulaires importants et associés a la transformation
cellulaire, plus précisément au controle du cycle cellulaire et de la prolifération, a
I’apoptose, a la réplication et la réparation de I’ADN, a la syntheése protéique, et a

’organisation cytosquelettique (164; 165).

1.3.3 Anatomie comparée du foie

Contrairement au foie embryonnaire, peu de données concernant le foie adulte du
poisson zébré ont été amassées. Le foie assume les mémes fonctions de métabolisme,
détoxification et homéostasie chez le téléostéen que chez ’homme, mais différe sur certains
points en termes anatomiques. Par exemple, le foie des téléostéens est composé d’un seul
lobe alors qu’il en compte trois chez les mammiferes (166). Les radicules de la veine porte
hépatique, les arteres hépatiques et les conduits biliaires sont distribués aléatoirement dans
le parenchyme hépatique et les hépatocytes sont arrangés en tubules entourant les
canalicules biliaires chez le poisson zébré, tandis que les radicules de la veine porte
hépatique, les arteres hépatiques et les conduits biliaires sont regroupés en triades portales
et les hépatocytes arrangés en bicouches pour former les canalicules biliaires chez le
mammifere (167) (Figure 1.7). Outre ces différences, pour rejoindre le tube digestif la bile
sort du foie du poisson zébré par des conduits extrahépatiques semblables en structure et en
organisation a ceux retrouvés chez les mammiferes (167). Par ailleurs, les propriétés et
mécanismes de régénération de I’organe du poisson zébré sont également similaires a ceux
des mammiferes (168). De plus, si le foie conserve les mémes mécanismes cellulaires et
moléculaires et assume les mémes fonctions biologiques, il présente aussi le méme profil
histologique chez les deux espéces en ce qui concerne des pathologies comme la stéatose,

la fibrose et la néoplasie (156).
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Figure 1.7 Anatomie comparée du foie des mammiferes et des téléostéens.

A. Chez le mammifere, les hépatocytes (h) s’organisent en bicouches (bh) polarisées au
milieu desquels les canalicules (c) sont formés par une région spécialisée de la membrane
apicale des hépatocytes. Des triades portales (tp) composées de canaux biliaires (b),
d’artéres hépatiques (ha) et des radicules de la veine porte hépatiques (pv) entourent les
bicouches d’hépatocytes pour compléter le lobule hépatique (lh), défini comme ['unité
fonctionnelle du foie. Le sang arrive dans le lobule hépatique via la veine centrale (cv). B.
Le lobule hépatique est moins bien défini chez les poissons téléostéens. Chez ces poissons,
plutét que de s’organiser en bicouches, les hépatocytes (h) forment des tubules (th) au
milieu desquels se trouvent les canalicules biliaires. Les triades portales, clairement
définies chez les mammiféres, n’existent pas chez les téléostéens; les canaux biliaires (b),
artéres hépatiques (ha) et radicules de la veine porte hépatique (pv) sont répartis
aléatoirement a travers les tubules d’hépatocytes (167). (Adapté de Lorent et al.,

Development, 2004).
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1.3.4 Transgéneése

Un des grands avantages du poisson z¢bré par rapport a la souris est la facilité avec
laquelle on peut en modifier le génome. La ponte d’un grand nombre d’ceufs transparents
presque sur demande a fait de la transgénése une approche trés attirante pour répondre a
plusieurs types de questions de recherche. Pour y arriver, plusieurs techniques ont été
explorées, soit la microinjection (152), I’¢électroporation (169), le fusil a particules (170), et
la transplantation de cellules embryonnaires dans la blastula (171). La microinjection se
résume en l’injection d’une construction génétique dans le cytoplasme d’un embryon
unicellulaire a ’aide d’une aiguille et d’un microinjecteur. Le principe trés simple a la base
de cette méthode, qui permet de traiter un grand nombre d’ceufs rapidement avec un
équipement et une préparation préalable minimal, ’a imposée comme choix privilégié pour

un grand nombre de laboratoires.

On a d’abord appliqué cette méthode sans I’aide d’outils moléculaires, mais I’ADN
qui était injecté dans I’embryon unicellulaire formait des concatémeres extrachromosomaux
et était transcrit de maniére transitoire avant de s’intégrer au génome dans des stades plus
tardifs de I’embryogenése (172; 173). Il en résultait des animaux chez qui seules certaines
cellules avaient intégré le transgéne et qui ne le transmettaient qu’a une fraction de leur
progéniture (152; 174). Des stratégies ont donc été testées pour améliorer la technique et
garantir que ’ADN injecté s’intégrerait aux stades les plus précoces possible, idéalement

au stade unicellulaire.

La premiere de ces stratégies a été de co-injecter le transgeéne avec I’endonucléase
de guidage I-Scel codée par la levure Saccharomyces cerevisiae (175). Cette enzyme
reconnait et clive un site de 18 paires de bases dont la fréquence se limite & une apparition
par 70 millions de bases dans n’importe quelle séquence aléatoire (176). Elle pourrait
améliorer I’efficacit¢ d’intégration en clivant I’ADN injecté et empéchant sa
concatémérisation par les ligases et réplicases de I’embryon (176). Lorsque la séquence de

reconnaissance de 1’enzyme est présente sur la construction génétique, son application
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permet I’intégration uniforme du transgeéne dans environ 70% des ceufs et donne une
efficacité de transmission des fondateurs a la premicre génération-fille de 30% avec le
poisson zébré (175; 177). La seconde technique, qui repose sur les propriétés des
transposons, s’est cependant avérée encore plus efficace. Les transposons sont des
fragments d’ADN capables de se déplacer d’un locus a un autre, au sein d’un méme
génome ou encore vers un génome différent. Un transposon est constitu¢ de séquences
inversées répétées (IR — inverted repeats) flanquant de part et d’autre une région codant une
transposase, 1’enzyme qui catalyse sa propre transposition (176). L’enzyme peut aussi agir
en trans sur les IR du transposon et ainsi transposer de n’importe quelle séquence flanquée

par les IR.

Le transposon 70l2, isolé a partir du génome du médaka (178), a été le premier
transposon fonctionnel identifié chez les vertébrés et on a démontré qu’il pouvait s’exciser
et s’insérer de novo dans le génome de son hote (179). On a plus tard découvert que les
événements de transposition générés par Tol2 pouvaient aussi se produire dans d’autres
especes, dont le poisson zébré (180; 181). Peu apres, la preuve de ’efficacité de cet élément
pour la transgénése chez le poisson zébré était complétée (182). Ce systéme procure une
efficacité de transmission du transgéne a la progéniture de 50% (183), ce qui permet de
diminuer grandement le nombre de fondateurs a maintenir pour générer une lignée
transgénique et faisant ainsi de la transgénese du poisson zébré une opération réalisable

dans des laboratoires disposant d’installations de taille limitée (Figure 1.8).

En plus de permettre une haute efficacité d’intégration des transgeénes, le systéme
Tol2 permet de vérifier, quelques heures seulement aprés la microinjection, que les
constructions d’ADN ont bien été excisées du vecteur et intégrées au génome de 1I’embryon.
Pour ce faire, une réaction de polymérisation en chaine (PCR — polymerase chain reaction)
est effectuée en utilisant des amorces complémentaires a des régions des fragments de Tol2
situés de part et d’autre du transgéne et qui demeurent sur le vecteur aprés 1’excision par la
transposase. Le bon fonctionnement du systéme peut ainsi étre visualisé par la présence

d’une bande a environ 250 pb sur gel d’agarose (184).
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Figure 1.8. Transgénése du poisson zébré avec le systéme 7ol2.

L’ARNm de la transposase 7ol2 est produit in vitro puis co-injecté dans [’embryon
unicellulaire avec une construction plasmidique portant les IR du transposon Tol2 (rouge)
et la GFP comme geéne rapporteur (vert). Suite a ’injection, la construction 70/2 est excisée
du plasmide et intégrée au génome de I’embryon (185). Les positions des amorces utilisées
pour vérifier I’intégration sont notées par des fleches (— et <) (Adapté de Kawakami,

Genome Biol., 2007).
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1.4 Hypothése et objectifs

L’infection chronique par le VHC meéne a la stéatose et a la cirrhose du foie ainsi
qu’au CHC. Les mécanismes qui sous-tendent ces manifestations sont mal définis, mais
incluent probablement des facteurs d’ordre immunitaire et une action virale directe (186;
187). Parmi les facteurs viraux, la protéine Core a été associée a des fonctions pouvant
générer plusieurs des signes cliniques inhérents a 1’hépatite C (188). Entre autres, deux
modeles de souris transgéniques exprimant Core présentent du dommage hépatique (104)
ou des stéatoses séveres et des CHC (102; 103). Or, la vaste majorité des études ayant porté
sur Core ont utilisé¢ des génes viraux de type sauvage, qui comportaient donc un cadre de
lecture ouvert en (+1) (106). Il a été démontré que ce cadre de lecture ouvert peut produire
une protéine, la protéine F, in vitro et durant I’infection chronique (108; 109; 114). La
protéine F ne partage d’homologie avec aucune protéine virale ou cellulaire connue et son
role exact demeure inconnu. Le role de la protéine Core dans les pathologies observées sur
les modeles animaux qui ont précédemment été développés, et particulierement dans les
modeles de souris transgéniques, doit étre réévalué dans le but de définir la contribution de

la protéine F dans la pathogénése du VHC.

Considérant que la protéine F pouvait étre exprimée dans la plupart des systémes
expérimentaux visant a ¢lucider les propriétés de Core, nous proposons donc que certaines
des fonctions initialement attribuées a Core dans la pathogénese de 1I’hépatite C résultent de

I’action de la protéine F. Nous proposons les deux objectifs suivants :

Objectif 1: Déterminer la toxicité directe de la protéine F sur le foie dans le

contexte de I’infection chronique.

Objectif 2 : Distinguer les fonctions pathogeénes assumées par la protéine F de

celles de la protéine Core.

Afin de répondre a notre premier objectif et d’évaluer 1’effet de la protéine F dans

un contexte de chronicité, nous avons cherché a développer un modéle animal exprimant la
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protéine sur une longue période de temps. En 1’absence de bons modéles animaux pour
¢tudier le VHC (72), nous avons choisi de produire des lignées de poissons zébrés
transgéniques. Le systéme utilisé nous permettra d’exprimer le transgéne de maniere stable
durant plusieurs mois chez 1’animal et d’en réprimer 1’expression au besoin. Pour répondre
a notre second objectif et départager clairement des fonctions de la protéine F et Core, nous
avons généré différentes séquences mutantes de Core de sorte & ce que nous puissions
exprimer exclusivement I'une ou l'autre des deux protéines. Ces mutants ont aussi été
congus de maniere a ce que I’apport des structures secondaires d’ARN qui se retrouvent
dans cette région génomique soit également considéré. L’ensemble de ces lignées nous
permettra dans un deuxiéme temps de déterminer le role respectif de Core, de la protéine F
et des structures secondaires d’ARN dans la pathogénése du VHC et pourront guider le
développement de molécules thérapeutiques ciblant la protéine F et/ou 1’¢laboration d’un

vaccin tirant avantage de la conservation de cette portion du VHC.



2. Matériel et méthodes
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2.1 Optimisation des génes

Deux versions du geéne codant pour la protéine F ont été optimisées pour
I’expression dans le poisson zébré (AF11opti et AUG260pti). L’optimisation a été effectuée
avec D’algorithme OptimumGene de GenScript (Piscataway, NJ, E.-U.). L’algorithme
OptimumGene prend en considération, entre autres, le biais d’usage des codons pour
I’espéce dans laquelle 1’expression est prévue, le contenu en GC et CpG de I’ADN codant,
les sites d’épissage cryptiques, la structure secondaire de I’ARNm, les motifs d’instabilité
de 'ARNm, et I’énergie libre de ’ARNm (189). Les séquences optimisées ont été

synthétisées par GenScript et insérées dans pUCS57 entre les sites Bmtl et Acll.

2.2 Constructions génétiques

Deux versions de la séquence du cadre de lecture ouvert de la protéine F, AF11 et
AUG26, avaient précédemment été asssemblées au laboratoire [Myriam Troesch et Hugo
Soudeyns, données non publices; et (112)] (Figure 2.1). Le géne AFI1 comporte une
insertion double au codon 12 du géne core pour forcer le changement de cadre de lecture en
(+1). Trois substitutions silencieuses ont également été introduites aux codons 8, 9 et 10
pour perturber la séquence promouvant le glissement ribosomal. Pour AUG26, le codon
GUG en position 26 (+1) est remplacé par un codon AUG et placé dans un contexte de
Kozak fort pour permettre une expression robuste du gene. Le signal de polyadénylation
(pA) du virus simien 40 (SV40 — Simian virus 40) avait été placé en aval des deux geénes
pour former AF11-pA et AUG26-pA. Des sites de restriction EcoRI et Spel ont été rajoutés
en 5’ et 3’ de AF11-pA et AUG26-pA en utilisant respectivement les amorces sens
AF11pAEcoRIFw et AUG26pAEcoRIFw et ’amorce antisens commune ARFPpASpelRv
(Tableau 1). Ces séquences ont ensuite ét¢ clonées séparément sur le vecteur pBS-PCKII-

eGFPpA pour créer pBS-AF11pA-PCKII-eGFPpA et pBS-AUG26pA-PCKII-eGFPpA.

Le vecteur pBS-PCKII-eGFPpA avait préalablement été généré a partir du plasmide
pBSII-KS sur lequel le gene amélioré de la GFP (eGFP — enhanced green fluorescent
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protein) a été cloné en utilisant les sites Xbal et Notl. La eGFP a été placée sous le controle
du promoteur de la cytokératine II (PCKII), qui cible spécifiquement I’expression aux
cellules épidermales du poisson zébré (190), afin d’obtenir un geéne rapporteur dont
I’expression sera indépendante du transgéne a I’étude. Cette manipulation permet
d’éliminer le biais qui pourrait étre di a la co-expression de la eGFP et de la protéine F
dans les hépatocytes des poissons zébrés. PCKII a été amplifié avec les amorces CKII(-
141) et CKIIR, décrites par Wang et al. (190), a partir d’ADN génomique de poisson zEébré
isolé de cellules ZF-L (ATCC # CRL-2643) et introduit en amont de la eGFP grace aux
sites Spel en 5° et Xbal en 3°. Le pA du SV40 a aussi été ajouté en 3’ de la eGFP grace aux
sites Notl et Sacll.

Des vecteurs contrdles pBS-CorelapA-PCKII-eGFPpA, pBS-HBxpA-PCKII-
eGFPpA et pBS-eGFPpA-PCKII-eGFPpA ont aussi été assemblées. D’abord, les amorces
CorelaEcoRIFw et CorelaNotIRv ont permis d’amplifier le géne Core par PCR sur
transcription inverse (RT-PCR — reverse transcription PCR) a partir d’ARN viral isolé du
sérum d’un patient infecté par le VHC de génotype la. L’ARN viral a été purifi¢ du sérum
avec la trousse QIAmp Viral RNA de QIAGEN (Mississauga, ON). Ce gene a été co-ligué
avec le pA du SV40 directement dans pBS-PCKII-eGFPpA en prennant avantage du site
EcoRl en 5’ de Core et du site Spel en 3’ du pA. Le géne codant pour la protéine HBx du
VHB a été amplifié par PCR a partir d’ADN viral isolé du sérum d’un patient co-infecté par
le VIH-1 et le VHB avec les amorces HBxX13Fw et HBxBRv qui ont été décrites par Hsia
et al. (191). Les sites EcoRI et Notl ont été ajoutées aux extrémités 5 et 3’ du gene,
respectivement, pour permettre le clonage de HBx avec pA dans pBS-PCKII-eGFPpA de la
méme manicre que Core. Enfin, eGFP a été co-ligué avec pA et inséré sur pBS-PCKII-

eGFPpA en amont de PCKII de la méme maniére que Core.

Trois mutants de Core ont été générés dans le but d’obtenir des séquences qui
permettraient I’expression de Core sans protéine F. Les mutations non-sens ont été ciblées
aux codons 30 (Coremutl), 31 (Coremutll) et 44 (Coremutlll) et correspondent

respectivement aux substitutions C90A, T93A et G132A. Les mutants ont été produits par
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mutagénése dirigée avec les amorces CoremutlFw et CoremutIRv pour Coremutl,
CoremutlIFw et CoremutlIRv pour Coremutll, et CoremutllIFw et CoremutllIRv pour
CoremutlIl. Les trois mutants ont été co-ligués avec pA et clonés sur pBS-PCKII-eGFPpA

en amont de PCKII de la méme maniere que Core.

Chacune des constructions complétées a ensuite été transférée sur le vecteur pT2-
LF2.8-tTA2, généreusement fourni par Jen-Leih Wu (Academia Sinica, Taipei, Taiwan).
Le vecteur pT2-LF2.8-tTA2 contient les IR du transposon 70/2 pour permettre une haute
efficacité d’intégration, ainsi que le promoteur de la L-FABP (LF2.8) qui permet de cibler
I’expression du transgéne au foie du poisson zébré (157; 158) (Figure 2.2). L’¢élément
tTA2 a été excisé de pT2-LF2.8-tTA2 avec les enzymes EcoRI et Clal et remplacé par
AF11pA-PCKII-eGFPpA, AUG26pA-PCKII-eGFPpA, CorelapA-PCKII-eGFPpA,
HBxpA-PCKII-eGFPpA, eGFPpA-PCKII-eGFPpA, CoremutIpA-PCKII-eGFPpA,
CoremutlIpA-PCKII-eGFPpA ou CoremutlllpA-PCKII-eGFPpA, qui avaient été préparés
avec EcoRlI et Acll.

AF11pA, AUG26pA, CoremutlpA, AFllopti et AUG260pti ont également été
introduits sur les vecteurs pT2-TRE-AcGFP et pT2-TRE-HcRed, fournis par Jen-Leih Wu
(Figure 2.2). Ces deux vecteurs portent I’élément de réponse a la tétracycline (TRE —
tetracycline response element) et constituent la deuxiéme partie du systéme d’expression
répressible bipartite Tet-Off (192; 193). AF11pA, AUG26pA, CoremutlpA, AF1lopti et
AUG260pti ont été préparés avec Bmtl et Acll a partir de pT2-LF2.8-AF11pA-PCKII-
eGFPpA, pT2-LF2.8-AUG26pA-PCKII-eGFPpA, pT2-LF2.8-CoremutlpA-PCKII-
eGFPpA, pUC57-AFllopti et pUCS57-AUG260pti, respectivement, et clonés
individuellement dans les sites Bmtl et Clal disponibles sur pT2-TRE-AcGFP et pT2-TRE-
HcRed. Cette manipulation a permis d’introduire les cinqg geénes dans un systeme
d’expression Tet-Off en utilisant soit la eGFP, soit la protéine fluorescente rouge (RFP —
red fluorescent protein) HcRed comme génes rapporteurs. L’expression de ces genes est
donc répressible par I’ajout de doxycycline au milieu de croissance des poissons zébrés

transgéniques.
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Toutes les séquences amplifiées par PCR ou par RT-PCR ont d’abord été clonées
dans le vecteur pCRII-TOPO d’Invitrogen (Carlsbad, CA, E.-U.) et séquencées (Plateforme
de séquencgage, Centre de recherche du CHUL, Québec, QC) avant d’étre assemblées. Les

constructions finales ont également été vérifies par séquencage.
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A

11
Core: AGC ACG AAT CCT AAA CCT QAAJAGA|AAAACC AAﬂ CGT|AAC
AF11: AGC ACG AAT CCT AAA CCT CAG AGQ‘ AAG|ACC CCA AAC GTA AC

B
Core: . AAG TTC CCG GGT GGjGGT

AUG26: GCCACC G

26+1

G GT

Figure 2.1 Stratégie de construction des genes AF11 et AUG26.

A. Deux désoxycytidines ont ¢été insérées au codon 11 du geéne core pour permettre
I’expression de la protéine F selon I’hypotheése du glissement ribosomal (-2/+1) aux codons
8-11 (108; 109). B. L’hypothese de I’initiation de la traduction au codon interne 26(+1)
(115) est simulée par la génération d’une séquence dans laquelle les codons 26(+1) GCG
ou GTG trouvés dans le génome viral de type sauvage sont remplacés par un codon ATG
placé dans un contexte de Kozak fort. La position des codons est donnée au-dessus des

séquences.
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Tableau 1. Amorces utilisées pour les constructions génétiques.

Les sites de restriction sont notés en caractéres gras. Les amorces notées () sont tirées de

Wang et al., Differenciation, 2006 et les amorces notées (°) sont tirées de Hsia et al.,

Biochem. Biophys. Res. Commun., 1997.

Amorces Séquences nucléotidiques (5'-3")

AF11pAEcoRIFw CCGAATTCGCCACCATGAGCACGAATCCT
AUG26pAEcoRIFw GCGAATTCGCCACCATGGCGGTCAGATCGTTG
ARFPpASpelRv GAACTAGTGGATCGATCCAG

CKIlI(-141)F? GGCGTGTGTATCACTTGGACAGG

CKIIR? CTGTCGTCTACGAGGGGGTGAGG
Ckll(-141)SpelFw AGAACTAGTTTCGAACAGTGTATTGTAGTTCCTC
CklIRXbalRv AGATCTAGAGAGATCTGGAGCAGGAGAGC

CorelaEcoRIFw
Core1aNotIRv
CoremutlFw
CoremutlRv
CoremutllFw
CoremutlIRv
CoremutllIFw
CoremutllIRv
HBxX13Fw®
HBxBRV"
HBXEcoRIFw
HBxNotIRv
GFPXbalFw
GFPNotIRvl
SV40pAshortNotIFw
SV40pASaclIRv
SV40pASpelRv

CCCGAATTCATGAGCACGAATCCTAAA
AATGCGGCCGCGGCTGAAGCGGGCAC
GCGGTCAGATAGTTGGTGGAG
CTCCACCAACTATCTGACCGC
GTCAGATCGTAGGTGGAGTTT
AAACTCCACCTACGATCTGAC
GCCTAGATTAGGTGTGCGCGCG
CGCGCACACCTAATCTAGGGC
ATGGCTGCTCGGGTGTGC
AAGGAAAGAAGTCAGAAGG
TTGAATTCATGGCTGCTCGGGTGTGC
TTGCGGCCGCAGATGATTAGGCAGAGGTG
AGATCTAGAGCCACCCACAACCATGGTGAGCAAG
AGTGCGGCCGCCTTGTACAGCTCGTCCATGG
AACGCGGCCGCAAACAAACTACTAC
TGTCCGCGGATTACCCTGTTATCCCTAGGATCGATCCAG
ACTAGTGGATCGATCCAGACA
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pT2-LF2.8-tTA2
7625 pb

pT2-TRE-AcGFP/HcRed
5350 pb

Tol2 LF2.8 vV __-CMVmini
< ___TRE
SVAOPA T CMVmini

C Amp’ Tol2 D

Tol2 pT2-LF2.8- —
AF11/AUG26/Corela ) ) . SV40pA
Coremutl/Coremutll/ AF11/AUG26/AF11opti/
SV40pA AUG260pti/Coremutl-
Coremutlll/HBx/AcGFP-
PCKII-ACGFP AcGFP/HcRed ACGFP/HcRed
N ~6000 pb
11000 pb
eGFP P Tol2 / //CI\/IVmini
SV40pA ‘ SV40pA ‘ ~"CMVmini
AFl1/AUG26/Core1a/CoremutI/ AFll/AUGZG/AFllopti/
Coremutll/Coremutlll/HBx/AcGFP AUG260pti/Coremutl

Figure 2.2 Cartes des constructions plasmidiques.

A. et B. Co-injectés dans 1’embryon unicellulaire du poisson zébré, pT2-LF2.8-tTA2 et
pT2-TRE-AcGFP/HcRed forment ensemble le systéme d’expression répressible 7o0/2-
LF2.8-Tet-Off spécifique au foie. A. Le promoteur LF2.8 dirige 1’expression du
transactivateur tTA2 spécifiquement au foie. Lorsqu’exprimé, tTA2 peut se lier a I’élément
TRE et transactiver le promoteur hybride composé¢ de TRE et d’une version réduite du
promoteur précoce du cytomégalovirus (CMVmini) qui se trouve sur pT2-TRE-AcGFP ou
pT2-TRE-HcRed. B. Le promoteur hybride TRE-CMVmini stimule de maniere
bidirectionnelle un fort niveau de transcription de I’AcGFP ou de la HcRed et du transgéne

d’intérét inséré dans le site de clonage (MCS — multiple cloning site) du vecteur. Lorsque
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présente dans 1’environnement des poissons transgéniques, la doxycycline, un dérivé de la
tétracycline, se lie a TRE et empéche sa transactivation par tTA2, bloquant ainsi
I’expression du transgene. C. Le vecteur pT2-LF2.8-AF11/AUG26/Corela/Coremutl/
CoremutIl/CoremutIII/HBx/eGFP-PCKII-eGFP est destiné a étre utilis¢ seul lors de la
microinjection. Le transgeéne d’intérét est placé directement sous I’influence du promoteur
LF2.8 tandis que le géne rapporteur eGFP est introduit en aval du promoteur PCKII pour
étre exprimé spécifiquement dans les cellules épithéliales. D. Le transgéne d’intérét est
introduit dans le MCS de pT2-TRE-AcGFP/HcRed pour étre utilisé dans le systeme 7o/2-
LF2.8-Tet-Off.
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2.3 Structures secondaires d’ARN

Les structures secondaires de la région de Core ont été prédites en utilisant le
programme mfold version 2.3 (194). Les parameétres d’analyses ont €té harmonisés aux
contraintes proposées par Smith et al. (17; 107) et la simulation a été ajustée a 28°C pour
correspondre aux conditions expérimentales, soit la température corporelle du poisson

z€Ebré.
2.4 Culture cellulaire et transfections

Les cellules de la lignée ZF-L (ATCC # CRL-2643) ont été maintenues dans un
milieu composé¢ a 50% de milieu Leibovitz’s L-15 (Invitrogen), a 35% de milieu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium a haute concentration de glucose (Invitrogen) et a 15%
de milieu Ham’s F-12, enrichi avec 10% de sérum de veau feetal (Invitrogen), 0,15 g/L de
bicarbonate de sodium (Sigma-Aldrich; Oakville, ON), 15 mM d’HEPES (Sigma-Aldrich),
0,01 mg/ml d’insuline bovine (Sigma-Aldrich), 50 ng/ml de facteur de croissance
¢pidermal murin (ProSpec; Rehovot, Israél), 100 U/ml de pénicilline (Invitrogen) et 100
mg/ml de streptomycine (Invitrogen). Les cellules ont été maintenues a 28°C dans un
systéme d’atmosphere libre. Elles ont été transférées sur des lames a 4 chambres (Lab-Tek;
Hatfield, PA, E.-U) 24 h avant transfection en vue de les visualiser par
immunofluorescence. Le milieu de culture a été renouvelé 4 h avant transfection. L’ ADN
transfecté a été purifié avec la trousse QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN) et sa pureté et sa
concentration ont été vérifiées au spectrophotometre. L’ADN purifié¢ a été dilué¢ dans du
milieu de culture sans sérum avec du polyéthylénimine linéaire de 25 kDa (Polysciences;
Warrington, PA, E.-U.) dans un ratio 1 : 2, puis ajouté au surnageant des cellules en culture

et incubé 24 h.

2.5 Immunofluorescence et microscopie confocale

Les cellules transfectées avec de I’ADN portant une séquence codant la protéine F

ont été traitées avec 5 UM de I’inhibiteur de protéasome MG132 (Sigma) 2 h avant fixation.
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Le marqueur mitochondrial MitoTracker Deep Red (Invitrogen) a été ajouté au surnageant
30 min avant fixation a une concentration de 200 nM. Environ 24 h apres la transfection,
les cellules ont été fixées avec du formaldéhyde 4% durant 15 minutes a la température de
la piece. Un traitement de 5 min avec du Triton-X100 a 0,2% a la température de la picce a
suivi la fixation pour perméabiliser les cellules. Un anticorps monoclonal primaire contre la
protéine F, généreusement fourni par Glaucia Paranhos-Baccala (BioMérieux, Lyon,
France), ou un anticorps monoclonal primaire anti-Core (Anogen, Mississauga, ON) ont été
incubés avec les cellules transfectées a 4°C toute la nuit a des concentrations respectives de
6,4 png/ml et 10 pg/ml. Ces anticorps primaires ont été générés chez la souris. Un anticorps
anti-souris généré chez la chévre et couplé au fluorochrome Hilyte Fluor 488 (AnaSpec,
Fremont, CA, E.-U.) a été utilisé a une concentration de 10 pg/ml et incubé 1 h a la
température de la piece avec les cellules pour révéler la protéine F. La fluorescence a été
visualisée a I’aide d’un microscope confocal LSM 510 META de Carl Zeiss (Jena,

Allemagne).

2.6 Maintien des poissons zébrés

Les poissons zébrés ont été gardés a 28°C dans une salle dédiée a cet effet suivant
un cycle de 14 h de lumiére et 10 h de noirceur. Ils étaient nourris une ou deux fois par jour
avec un régime a base d’artémies. La nuit précédant la microinjection, des groupes de 3
males et 3 femelles de type sauvage étaient sélectionnés et gardés séparés dans des
réservoirs de reproduction jusqu’au matin suivant. A I’ouverture des lumiéres au matin
suivant, les individus des deux sexes étaient réunis et laissés en contact pour quelques
dizaines de minutes ou jusqu’a ce que des embryons aient été produits. Les ceufs étaient
alors récoltés pour la microinjection et les parents étaient & nouveau séparés par sexe et
retournés parmi les leurs jusqu’a ce qu’ils soient préts a se reproduire & nouveau, environ
une semaine plus tard. Les ceufs de type sauvage microinjectés pour la transgénése ont été
conservés dans de I’eau oxygénée dans un incubateur a 28°C jusqu’a 5 a 7 jours d’age. A

ce moment, les embryons étaient transférés dans des réservoirs appropriés et nourris une



50

fois par jour avec des paramécies. A 10 jours, les embryons commengaient a étre nourris
avec un régime combiné de paramécies et de larves d’artémies. A environ 14 jours, les

poissons débutaient leur régime composé exclusivement d’artémies.

2.7 Transgéneése

L’ARNm de la transposase 7o0l2 a été synthétisé a partir du vecteur pCS-TP (183),
fourni par Koichi Kawakami (National Institute of Genetics, Mishida, Japon), avec la
trousse mMMESSAGE mMACHINE (Ambion; Austin, TX, E.-U.), traité a la DNAse, puis
purifié avec la trousse MEGA Clear (Ambion). Les constructions plasmidiques ont été
purifiées avec la trousse MiniPlus Plasmid DNA Extraction Miniprep System (Viogene;
Taipei, Taiwan). La pureté et la concentration de I’ADN et de I’ARNm ont été mesurées au
spectrophotometre. Pour pT2-LF2.8-AF11pA-PCKII-eGFPpA, pT2-LF2.8-AUG26pA-
PCKII-eGFPpA et pT2-LF2.8-CoremutlpA-PCKII-eGFPpA, la solution d’injection
contenait 25 ng/ul ou 50 ng/ul d’ADN, 25 ng/ul ou 50 ng/ul d’ARNm de la transposase,
0,2% de KClI et 0,125% de rouge phénol. Les vecteurs pT2-TRE-AF11pA-AcGFP, pT2-
TRE-AUG26pA-AcGFP et pT2-TRE-CoremutlpA-AcGFP, quant a eux, ont chacun été co-
injectés avec pT2-LF2.8-tTA2. Dans ce cas, la solution d’injection contenait 25 ng/ul de
chaque plasmide et 50 ng/ul d’ARNm, 0,2% de KCI et 0,125% de rouge phénol. Les
aiguilles pour I’injection ont été préparées a partir de capillaires de borosilicate de 0,5 mm
avec un Flaming/Brown Micropipette Puller modele P-97 (Sutter Instrument, Novato, CA,
E.-U.) dans les conditions suivantes : pression d’air = 500, chaleur = 290, traction = 215,
vitesse = 150, temps de chauffage = 100. Environ 1 nl de solution d’injection était injecté
dans les embryons au stade unicellulaire. Environ 10 h aprés injection, 10 embryons par
construction injectée étaient prélevés et lysés a 56°C pour 2 h dans une solution a 200
pg/ml de protéinase K pour vérifier 1’intégration des transgenes par PCR de la maniere qui
a précédemment été décrite pour des constructions 7o/2 (184). La réaction de PCR
comprenait les amorces BS1 (5’-AACAAAAGCTGGAGCTCCACCG-3’) et TYRI (5°-
AAGGCTCTTGGATACGAG-TACGCC-3’) (184) et 1 ml de la solution de lyse comme
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matrice dans un volume total de réaction de 25 ml. Les groupes qui présentaient un taux
d’intégration inférieur a 70% étaient rejetés. Toutes les étapes directement reliées a la

transgénese ont été effectuée au laboratoire du Dr Jen-Leih Wu.

2.8 Sélection des poissons fondateurs

Cinq a sept jours apres injection, les embryons étaient anesthésiés avec 0,5 pl/ml de
2-phénoxyéthanol puis examinés sous stéréoscope a fluorescence. Les embryons exprimant
la fluorescence spécifiquement au foie étaient sélectionnés et élevés comme poissons
fondateurs de leurs lignées respectives. Les poissons ne montrant pas de fluorescence ou de

la fluorescence dans des tissus ectopiques étaient rejetés.



3. Résultats
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3.1 Constructions génétiques

L’essentiel des études menées sur la protéine F a ce jour ont porté sur la dissection
du mécanisme par lequel la protéine était produite. Les études précédentes visant a
déterminer le véritable role de cette protéine lors de I’infection naturelle ont utilisé des
systémes artificiels et les résultats obtenus variaient selon la version et le génotype de la
protéine utilisée. Nous avons donc cherché a développer un systéme qui se rapprocherait
du caractére chronique de la maladie et qui s’inscrirait dans un contexte systémique plutdt
que cellulaire. A cette fin, nous avons choisi le poisson zébré, un modéle déja établi en
cancer et en développement du foie, chez qui I’expression transgénique stable de la
protéine F nous aidera a cerner si cette derniére joue un rdle direct dans le développement
de la pathologie associée au VHC. Nous avons généré un total de 18 vecteurs exprimant
soit la protéine F, Core, des mutants de Core, HBx, GFP, ou des versions optimisées de la
séquence codant la protéine F (Tableau 2). Ces différents génes ont été introduits dans
deux systémes, le premier utilisant le promoteur PCKII pour diriger spécifiquement
I’expression du gene rapporteur dans un tissu distinct de celui du transgéne d’intérét pour
éviter toute forme d’interaction entre le géne d’intérét et le géne rapporteur, et un
deuxie¢me utilisant les ¢léments Tet-Off pour ajouter la possibilité de réprimer 1’expression
du transgene dans le cas ou celui-ci serait toxique ou modifierait le développement normal
des animaux transgéniques. Les deux systémes incluent le promoteur LF2.8 et les éléments
Tol2 pour permettre une intégration efficace des transgenes dans le génome du poisson
z€bré et générer des lignées transgéniques stables avec expression du transgéne confinée au

foie.



Tableau 2. Liste des

correspondantes.
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constructions génétiques et role des lignées transgéniques

Construction

Transgéne exprimé

Role visé

pT2-LF2.8-AF11-PCKIl-eGFP

pT2-LF2.8-AUG26-PCKIl-eGFP

pT2-LF2.8-Corela-PCKIl-eGFP

pT2-LF2.8-Coremutl-PCKIl-eGFP

pT2-LF2.8-Coremutll-PCKIl-eGFP

pT2-LF2.8-Coremutlll-PCKIl-eGFP

pT2-LF2.8-HBx-PCKIl-eGFP
pT2-LF2.8-eGFP-PCKIl-eGFP

pT2-TRE-AF11-AcGFP

pT2-TRE-AUG26-AcGFP

pT2-TRE-Coremutl-AcGFP

pT2-TRE-AF11opti-AcGFP
pT2-TRE-AUG260pti-AcGFP

pT2-TRE-AF11-HcRed

pT2-TRE-AUG26-HcRed

pT2-TRE-Coremutl-HcRed

pT2-TRE-AF11lopti-HcRed

pT2-TRE-AUG260pti-HcRed

Protéine F

Protéine F

Core et protéine F

Core

Core

Core

HBx
eGFP

Protéine F

Protéine F

Core

Protéine F
Protéine F

Protéine F

Protéine F

Core

Protéine F

Protéine F

Evaluaton de I'effet direct de la protéine F telle que produite
par glissement ribosomal aux codons 8-11

Evaluation de I'effet direct de la protéine F telle que produite
par initiation de la traduction au codon 26(+1)

Controéle positif de pathogénése

Distinction entre les effets de la protéine F, de Core et des structures
secondaires d'ARN sur la pathogénése

Distinction entre les effets de la protéine F, de Core et des structures
secondaires d'ARN sur la pathogénése

Distinction entre les effets de la protéine F, de Core et des structures
secondaires d'ARN sur la pathogénése

Controéle positif de pathogénése
Contréle négatif de pathogéneése

Evaluaton de I'effet direct de la protéine F telle que produite
par glissement ribosomal aux codons 8-11

Evaluation de I'effet direct de la protéine F telle que produite
par initiation de la traduction au codon 26(+1)

Distinction entre les effets de la protéine F, de Core et des structures
secondaires d'ARN sur la pathogénése

Association entre le niveau d'expression de la protéine F et la pathogénése
Association entre le niveau d'expression de la protéine F et la pathogénése

Evaluaton de I'effet direct de la protéine F telle que produite
par glissement ribosomal aux codons 8-11

Evaluation de I'effet direct de la protéine F telle que produite
par initiation de la traduction au codon 26(+1)

Distinction entre les effets de la protéine F, de Core et des structures
secondaires d'ARN sur la pathogénése

Association entre le niveau d'expression de la protéine F et la pathogénese

Association entre le niveau d'expression de la protéine F et la pathogénése
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3.2 Optimisation des génes

La pathogénese de I’hépatite C est un processus lent et les manifestations cliniques
durant D’infection naturelle n’apparaissent souvent qu’aprés 15 ou 20 ans d’infection
chronique. Dans le but d’accélérer le processus de pathogéneése dans nos lignées
transgéniques, en admettant que la protéine F y contribue directement, nous avons entrepris
de produire des constructions portant des versions optimisées des genes AF11 et AUG26
afin d’augmenter le niveau d’expression de la protéine. Les génes optimisés AF11opti et
AUG260pti présentent tous deux un profil d’utilisation des codons chez le poisson zébré
amélioré par rapport a leur contrepartie de type sauvage (Figure 3.1). L’index d’adaptation
des codons (CAI — codon adaptation index), qui est une mesure du biais d’utilisation de
codons synonymes dans une séquence codante par rapport a la fréquence relative
d’utilisation de ces codons au sein d’une espeéce donnée (195), passe ainsi de 0,67 pour

AF11 2 0,90 pour AF11opti et de 0,65 pour AUG26 a 0,90 pour AUG260pti.



AF11

n du codon
2 & © =2 =2
Vla ~ @ - ?

4
L4

H

e s
w

o
[

Utllisatlon relative d'utliisatlo
-]
-

: A

1.0

0.8

0.71

0.6

0.5+

0.44

0.3

0.24

0.14

56

AUG26

HII

Position

O 10 20 30 4 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

0.0 T T T T T T T T T T T T T
o 10 20 30 40 50 &0 70 80 9% 100 110 120 130

Position

Figure 3.1 Profil d’utilisation des codons chez le poisson zébré.

La fréquence relative d’utilisation d’un codon pour un résidu donné est montrée avant (trait

rouge) et apres (trait bleu) optimisation des génes AF11 et AUG26.
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3.3 Structures secondaires d’ARN

L’importance des structures secondaires d’ARN présentes dans la région
génomique de Core a récemment été soulevée et, en dépit du fait que leur existence in vivo
n’ait pas été directement confirmée, il semble qu’elles aient une importance fonctionnelle
pour I’infectiosité du virus (134; 145). Afin de départager le role de Core, de la protéine F
et des structures secondaires d’ARN, nous avons généré trois mutants pour lesquels une
substitution ponctuelle introduit un codon non-sens dans le cadre (+1) sans affecter le
cadre (0) (Figure 3.2A). Les mutants générés doivent stopper la traduction de la protéine F
de manicre précoce et ont aussi été choisis pour la conservation des structures secondaires
d’ARN qui devaient se rapprocher le plus possible de celles du géne sauvage. Les
prédictions de repliement chez les mutants Coremutl, CoremutIl et CoremutIIl ont révélé
que, en théorie, les structures secondaires d’ARN n’étaient pas, ou tres peu, affectées par
les substitutions (Figure 3.2B). Pour le mutant Coremutl, on ne prédit aucune altération a
ce niveau par rapport au geéne sauvage. Toutes les simulations ont également été ajustées a
37°C pour correspondre aux conditions utilisées par les études antérieures. Les résultats

n’ont montré aucune différence entre les structures calculées a 28°C et a 37°C.
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A

Coremutl KPNVTPTVAHRTSSPRVAVR*

Coremutll KPNVTPTVAHRTSSPRVAVRS*

Coremutlll  KPNVTPTVAHRTSSPRVAVRSLVEFTCCRAGALD*

Corela KPNVTPTVAHRTSSPRVAVRSLVEFTCCRAGALDWYCARRGRLPSGRNLEY
DVSLFPRRVGPRAGPGLSPGTLGPSMAMRAAGGRDGSCLPVALGLAGAPQ
TPGVGRATWVRSSIPLRAASPTSWDTYRSSAPLSGALPGPWRMASGFWKTA*
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Figure 3.2 Structures d’ARN et séquence peptidique des mutants de Core.

Les trois substitutions sont silencicuses dans le cadre de lecture de Core, mais introduisent

des codons stop dans le cadre (+1). A. Alignement des séquences peptidiques des mutants

et de Corela dans le cadre de lecture (+1) a partir du codon 11 de Core. Les positions sont

notées au-dessus de la séquence par rapport au premier codon de Core dans le cadre (0) B.

Les structures d’ARN ont été prédites in silico. Seule la boucle SL87 de la région Core a

été visée par la stratégie de mutagénese. Les fleches pleines indiquent la position des sites

mutés. La position des bases est notée au-dessus de la séquence d’ARN par rapport au

premier nucléotide du génome du VHC selon la numérotation du génome prototype H77

(GenBank, numéro d’acces AF009606).
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3.4 Expression in vitro et localisation cellulaire de la protéine F

Afin de vérifier le bon fonctionnement de nos constructions, les vecteurs pT2-
LF2.8-AF11pA-PCKII-eGFPpA, pT2-LF2.8-AUG26pA-PCKII-eGFPpA, pT2-LF2.8-
CorelapA-PCKII-eGFPpA, pT2-LF2.8-CoremutlpA-PCKII-eGFPpA, pT2-LF2.8-
CoremutlIpA-PCKII-eGFPpA et pT2-LF2.8-CoremutlllpA-PCKII-eGFPpA ont été
transfectés dans la lignée d’hépatocytes de poisson zébré ZF-L. On a d’abord cherché a
détecter la protéine F telle que produite par pT2-LF2.8-AF11pA-PCKII-eGFPpA, pT2-
LF2.8-AUG26pA-PCKII-eGFPpA et pT2-LF2.8-CorelapA-PCKII-eGFPpA par immuno-
fluorescence indirecte (Figure 3.3). La protéine a pu étre détectée dans les trois cas, y
compris pour le géne Corela qui exprimait aussi Core. Le signal pour la protéine F était
cependant plus faible avec Corela qu’avec les génes AF11 et AUG26. Dans les trois cas,
on observe une localisation semblable de la protéine, soit une localisation cytoplasmique et

nucléaire.

La protéine F ne semble pas associée a un compartiment cytoplasmique particulier,
mais des structures exemptes de protéine F ont pu étre identifiées pour toutes les
constructions. Ces structures se présentent en tailles et en nombres variables et se
retrouvent dans la région périnucléaire. Leur identification n’a cependant pas pu étre
complétée. Par ailleurs, des études précédentes avaient avancé une association possible de
la protéine F avec les mitochondries (122; 129). Nous avons donc vérifié s’il y avait co-
localisation de la protéine F et des mitochondries dans les cellules ZF-L a I’aide d’un
marquage mitochondrial spécifique (Figure 3.4). Le marquage mitochondrial a démontré
que la protéine n’était associée aux mitochondries pour aucun de nos trois genes. Il est
intéressant de noter que les structures exemptes de la protéine F semblent également

exemptes de mitochondries.

Nous avons enfin analysé si I’expression de la protéine F était toujours possible a
partir des genes mutants de Corela, soit Coremutl, Coremutll et CoremutIll. Ces mutants

portent un codon stop dans le cadre de lecture (+1) et doivent donc empécher I’expression
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de la protéine F. Etonnamment, la protéine F a été détectée pour les trois mutants malgré la
présence des codons non-sens placés a une différente position pour chaque construction
(Figure 3.5). Encore une fois, la protéine F présente une localisation cytoplasmique et
nucléaire, et les structures exemptes de la protéine sont toujours présentes. Pour toutes les
constructions, des contrdles négatifs constitués de cellules non transfectées, de cellules
transfectées marquées avec I’anticorps primaire, mais sans anticorps secondaire, ou

I’inverse, étaient inclus et ne présentaient aucune fluorescence.

Les résultats obtenus en immunofluorescence ont permis de démontrer que les
vecteurs générés en vue de la transgénese produisaient bien la protéine F. Les mutants
Coremutl, CoremutlIl et CoremutIIl ont donné des résultats inattendus puisqu’ils expriment
la protéine F malgré les substitutions non-sens qui ont été introduites dans le cadre de
lecture (+1), mais Coremutl a tout de méme été sélectionné parmi les constructions devant
servir a la transgénese dans le but d’en approfondir la caractérisation et, éventuellement,
d’apporter de nouvelles informations quant au mécanisme qui permet I’expression de la
protéine F a partir d’un tel mutant. En plus de Coremutl, AF11 et AUG26 ont aussi été

sélectionnés pour produire les premicres lignées de poissons transgéniques.
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Figure 3.3. Localisation de la protéine F produite par les génes AF11, AUG26 et
Corela dans les cellules ZF-L.

La lignée ZF-L a été transfectée avec pT2-LF2.8-AF11pA-PCKII-eGFPpA (AF11), pT2-
LF2.8-AUG26pA-PCKII-eGFPpA (AUG26) et pT2-LF2.8-CorelapA-PCKII-eGFPpA
(Corela) et la protéine F a été détectée avec un anticorps monoclonal primaire anti-F et un
anticorps secondaire couplé au fluorochrome HiLyte Fluor 488. Les fléches blanches
indiquent des structures exemptes de la protéine F. Ctl A. Cellules transfectées avec pT2-
LF2.8-CorelapA-PCKII-eGFPpA et marquées avec I’anticorps primaire anti-F, mais sans
I’anticorps secondaire. Ctl B. Cellules transfectées avec pT2-LF2.8-CorelapA-PCKII-
eGFPpA et marquées avec I’anticorps secondaire, mais sans 1’anticorps primaire anti-F.

Les noyaux des lames contrdles ont été colorés au DAPI.
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Figure 3.4. Association entre la protéine F et les mitochondries dans les cellules ZF-L.

La lignée ZF-L a été transfectée avec pT2-LF2.8-AF11pA-PCKII-eGFPpA (AF11), pT2-
LF2.8-AUG26pA-PCKII-eGFPpA (AUG26) et pT2-LF2.8-CorelapA-PCKII-eGFPpA
(Corela). La protéine F a été détectée avec un anticorps monoclonal primaire anti-F et un
anticorps secondaire couplé au fluorochrome HiLyte Fluor 488, et les mitochondries avec
le marqueur MitoTracker Deep Red. Les fleches blanches montrent des structures

exemptes de la protéine F.
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Figure 3.5. Expression de la protéine F a partir des mutants Coremutl, CoremutII et

o-F

CoremutIIl.

La lignée ZF-L a ¢été transfectée avec pT2-LF2.8-CoremutlpA-PCKII-eGFPpA
(Coremutl), pT2-LF2.8-CoremutllpA-PCKII-eGFPpA (Coremutll) et pT2-LF2.8-
CoremutIlIpA-PCKII-eGFPpA (Coremutlll) et la protéine F a été détectée avec un
anticorps monoclonal primaire anti-F et un anticorps secondaire couplé au fluorochrome

HiLyte Fluor 488. Les fleches blanches indiquent des structures exemptes de la protéine F.
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3.5 Microinjection

Les constructions pT2-LF2.8-AF11pA-PCKII-eGFPpA, pT2-LF2.8-AF11pA-
PCKII-eGFPpA et pT2-LF2.8-AF11pA-PCKII-eGFPpA ont respectivement ¢été co-
injectées avec '’ARNm de la transposase 70/2 dans des embryons unicellulaires de
poissons zébrés pour produire les poissons transgéniques fondateurs. Les constructions
portant les IR de 70/2 et co-injectés avec ’ARNm de la transposase permettent
généralement d’obtenir un taux d’intégration supérieur ou égal a 70% (Jen-Leih Wu,
communication personnelle). Malgré de nombreux essais avec différentes concentrations
d’ADN plasmique, d’ARNm et de KCl, I’injection des plasmides pT2-LF2.8-AF11pA-
PCKII-eGFPpA, pT2-LF2.8-AUG26pA-PCKII-eGFPpA et pT2-LF2.8-CoremutlpA-
PCKII-eGFPpA n’a permis au mieux que 30% d’intégration. Un taux d’efficacité aussi bas
pourrait étre di a la taille importante de nos constructions. Nous avons donc opté pour le
systéme Tol2-LF2.8-Tet-Off qui a été développé au laboratoire de Jen-Leih Wu. Ce
systéme, qui utilise deux plasmides complémentaires, permet ’expression d’un transgene
d’intérét spécifiquement au foie avec la GFP ou la RFP comme géne rapporteur et qui peut
étre réprimé par I’ajout de doxycycline. Ce systéme a aussi I’avantage de faire passer nos
constructions de prés de 8 kb a environ 3,4 kb. Les vecteurs pT2-TRE-AF11pA-AcGFP,
pT2-TRE-AUG26pA-AcGFP et pT2-TRE-CoremutIlpA-AcGFP ont donc été générés pour
augmenter D’efficacité d’intégration des transgeénes. En co-injectant individuellement ces
plasmides avec pT2-LF2.8-tTA2 et ’ARNm de la transposase, nous avons pu obtenir une
efficacité d’intégration supérieure a 70% pour les trois constructions lors de toutes les
séances d’injection (Figure 3.6). Au total, entre 6000 et 8000 ceufs ont été injectés pour

chaque construction.
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Coremutl

Figure 3.6. Efficacité d’intégration des transgenes avec le systéme 7o0/2-LF2.8-Tet-
Off.

Les résultats de la PCR démontrant ’excision des transgeénes sont donnés pour une séance
d’injection donnée pour les vecteurs pT2-TRE-AF11pA-AcGFP (AFI11), pT2-TRE-
AUG26pA-AcGFP (AUG26) et pT2-TRE-CoremutlpA-AcGFP (Coremutl). La fleche
blanche marque la position des bandes attendues a 250 pb. Dans ce cas-ci, I’intégration du
transgéne est confirmée dans 9 embryons sur 10 pour chaque construction. + : controle

positif de la PCR. M : 1 kb DNA ladder (SolGent; DaeJeon, Corée du Sud).
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3.6 Poissons fondateurs

Suite a la vérification de I’intégration des transgénes par PCR, leur expression a été
¢évaluée en se basant sur le profil de fluorescence du geéne rapporteur. Comme le geéne
rapporteur est sous le controle du méme promoteur et présent sur le méme plasmide que les
genes d’intérét, la spécificité d’expression de la fluorescence représente également la
spécificité d’expression du géne a 1’étude. Pour qu’un embryon soit considéré comme un
poisson fondateur, il doit présenter une expression robuste de la fluorescence
spécifiquement au foie. Le systéme Tol2-LF2.8-Tet-Off permet d’obtenir cette spécificité
chez environ 1% des embryons injectés (Wangta Liu et Jen-Leih Wu, données non
publiées). Lors de I’examen des embryons 5 a 7 jours aprés I’injection, une majorité
d’embryons présentaient une expression ectopique ou non spécifique de la fluorescence
(Figure 3.7). Ces profils d’expression sont dus a l’intégration du transgene dans des
régions génomiques qui sont activement transcrites dans des tissus autres que le foie. Il a
récemment ¢été démontré que pres de 40% des événements d’insertion du transposon Tol2
surviennent dans des unités transcriptionnelles du poisson zébré (196), ce qui explique le
grand nombre d’embryons avec expression non-spécifique obtenu avec le systeme 7o/2-

LF2.8-Tet-Off.

Des poissons arborant un profil d’expression spécifique au foie ont pu étre obtenus
pour les constructions AF11, AUG26 et Coremutl (Figure 3.8). Les embryons sélectionnés
comme fondateurs exprimaient différents niveaux de fluorescence et plusieurs mosaiques
d’expression ont été observées, allant d’une expression dans quelques cellules a une
expression presque uniforme dans tout le foie. Selon les critéres précédemment énumérés,
19 poissons fondateurs ont été retenus pour la lignée AF11-Tet-Off, 21 fondateurs ont été
retenus pour la lignée AUG26-Tet-Off et 36 fondateurs ont été retenus pour la lignée
CoremutlI-Tet-Off. Quatre a cinq mois plus tard, 9 individus de la lignée AF11-Tet-Off et
11 individus des lignées AUG26-Tet-Off et Coremutl-Tet-Off, respectivement, ont survécu

et seront croisés avec des poissons de type sauvage.
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Figure 3.7. Expression ectopique ou non spécifique de la fluorescence chez des

embryons co-injectés avec pT2-TRE-AUG26-AcGFP et pT2-LF2.8-tTA2.

A. Un embryon de 7 jours présente une expression ectopique du géne rapporteur sans
expression dans le foie (fleche noire). B. Un embryon de 7 jours présente une expression
du gene rapporteur dans le foie (fléche noire et fleche blanche) et une expression non
spécifique dans I’ceil et le tube neural (fleches rouges). Les images sont montrées en
contraste de phase (panneau de gauche), en fluorescence (panneau central) et en

superposition (panneau de droite).
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Figure 3.8. Profil d’expression recherché pour les poissons transgéniques fondateurs.

Des embryons co-injectés avec pT2-LF2.8-tTA2 et pT2-TRE-AF11pA-AcGFP (AFI11),
pT2-TRE-AUG26pA-AcGFP (AUG26) ou pT2-TRE-CoremutlpA-AcGFP (Coremutl)
présentent une expression du gene rapporteur spécifiquement au foie (fleches blanches).
Les poissons montrés sont ages de 6 jours (AF11) ou 7 jours (AUG26 et Coremutl).
L’expression de la GFP est visualisée en fluorescence (panneau de gauche) et donnée en

superposition avec 1’embryon en contraste de phase (panneau de droite).



4. Discussion
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Un total de 18 vecteurs, comprenant quatre versions de la séquence encodant la
protéine F et trois mutants du géne core, ont été produits. Cette bibliothéque compte aussi
plusieurs controles ainsi que différents marqueurs fluorescents associés & un méme
transgéne d’intérét. Trois constructions d’intérét stratégique, AF11, AUG26 et Coremutl,
ont été choisies pour lancer les premicres lignées transgéniques, dont deux expriment
différentes versions de la protéine F, et une troisitme qui permet théoriquement
I’expression de la protéine Core sans la protéine F. Des expériences d’immunofluorescence
sur une lignée d’hépatocytes de poissons z€brés nous ont permis de localiser la protéine F
au cytoplasme et au noyau. Les transgénes ont ét¢ placés dans un systéme ciblant leur
expression au foie du poisson z¢ébré et pouvant étre réprimée par I’ajout de doxycycline au
milieu, puis ont été injectés dans des embryons au stade unicellulaire pour obtenir les
fondateurs des lignées de poissons zébrés transgéniques. De 19 a 36 fondateurs ont été

sélectionnés pour chaque lignée.

4.1 Construction génétiques

Nous avons généré plusieurs versions des geénes encodant la protéine F et Core. On
peut s’attendre a ce que les génes AF11 et AUG26, qui expriment tous deux exclusivement
la protéine F, produisent le méme phénotype. Deux facteurs pourraient cependant expliquer
des phénotypes divergents. D’abord, il faut considérer les travaux que d’autres équipes ont
complétés in vitro. On a observé, par exemple, des localisations cellulaires différentes selon
la version de la protéine F exprimée (122; 125; 126; 127; 129; 130; 131). Ceci implique
donc la possibilité que différentes formes de la protéine occupent des fonctions distinctes
selon le compartiment cellulaire dans lequel elles se retrouvent. Ensuite, contrairement a
AUG26, dont la séquence complete s’inscrit dans le cadre de lecture (+1), AF11 porte les
11 premiers codons de Core en plus de la séquence en (+1) et présente la méme structure
secondaire d’ARN que le géne Core de type sauvage dans les tiges-boucles SL.47 et SL87
(Figure 4.1).
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La présence des tiges-boucles pourrait influencer nos résultats pour cette
construction particuliére. Afin de distinguer leur apport sur le phénotype, nous disposons de
trois mutants de Core, soit Coremutl, CoremutIl et CoremutIll, qui portent tous trois la
séquence sauvage de Core dans laquelle un codon non-sens dans le cadre de lecture de la
protéine F a été introduit. Nos prédictions révelent que la structure secondaire d’ARN
demeure intacte pour le géne Coremutl et qu’elle n’est que légerement modifiée pour les
genes Coremutll et Coremutlll. Ces mutants, particuliérement Coremutl, revétent un intérét
certain dans la définition de I’importance des structures secondaires d’ARN dans la
pathologie (134; 145). Ils permettront aussi d’évaluer la possibilité d’un effet agoniste de la
co-expression de Core et de la protéine F. Les résultats extraits de ces lignées pourront étre
comparés a ceux de lignées exprimant Corela et AF11 pour isoler les fonctions respectives

de la protéine F, Core et des tiges-boucles.

Ces expériences reposent toutefois sur la supposition que les ARNm transcrits a
partir de nos constructions prendront la méme conformation que s’ils se trouvaient dans le
contexte de I’ARN génomique, en admettant que les prédictions in silico soient conformes
a la biologie naturelle du cycle viral. Cette critique s’applique aussi aux rares travaux qui se
sont attardés a I’importance des structures d’ARN dans la réplication virale et I’infection.
En effet, les deux équipes qui se sont affairées a démontrer que les structures d’ARN
importaient plus que la protéine F pour le bon fonctionnement du cycle viral (134; 145) ont
basé leurs hypothéses sur le modele émis par le groupe de Peter Simmonds a partir
d’analyses in silico (107). Or Dexistence et la conformation in situ des structures

secondaires d’ARN restent encore a établir.

D’autre part, les signes cliniques associés au VHC n’apparaissent chez I’homme
qu’apres plusieurs années d’infection, malgré une réplication virale active (11). La protéine
F n’est probablement exprimée que trés faiblement au cours de I’infection. Si cette dernicre
participe a la pathogénese du VHC comme nous 1’avons proposé, ’apparition de la maladie
pourrait étre accélérée en augmentant son niveau d’expression. Les geénes optimisés

AF11opti et AUG260pti ont été créés afin d’établir un lien entre le niveau d’expression de
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la protéine F et la pathologie en comparant les profils de développement de la maladie dans

des lignées AF11opti et AUG260pti avec ceux des lignées AF11 et AUG26.

Finalement, suite a la découverte que Core réprimait I’expression de la protéine F
(125; 135), Vassilaki et Mavromara ont émis 1’hypotheése que la protéine Core pourrait
médier la dégradation de la protéine F via le protéasome (124). Ceci laisse présager que la
protéine F pourrait avoir un rdle dans la régulation du cycle viral, sachant que Core est
fortement exprimée durant la réplication active du virus. Les interactions entre Core et la
protéine F pourraient étre exposées en créant une lignée dans laquelle ’expression de la
protéine F serait possible a un haut niveau malgré 1’expression de Core. Une telle idée est
techniquement réalisable grace aux vecteurs du systeme 70/2-LF2.8-Tet-Off qui ont été
construits en parallele avec deux geénes rapporteurs différents, soit GFP et RFP, et qui
permettraient de sélectionner facilement les fondateurs de lignées co-exprimant les deux
transgénes. En plus de faciliter la sélection des poissons fondateurs, les génes rapporteurs
placés dans le contexte du systeme 70/2-LF2.8-Tet-Off présentent I’avantage de révéler a
une échelle macroscopique la transformation cellulaire via la perte de fluorescence dans les

tissus tumoraux.
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4.2 Localisation cellulaire

La protéine F exprimée dans les cellules ZF-L se localise dans le cytoplasme et le
noyau pour les genes AF11, AUG26 ou Corela. Le géne Corela exprime Core en méme
temps que la protéine F et la co-expression de Core n’influencerait donc pas la localisation
de la protéine F. Dans des lignées de cellules humaines, plusieurs équipes ont localis¢ la
protéine F au cytoplasme (122; 125; 129) ou au noyau (129; 131) et sa présence dans les

deux compartiments cellulaires en méme temps a aussi été rapportée (129).

Selon les hypotheses proposées pour le mode de production de la protéine F, les
geénes que nous utilisons permettent tous I’expression d’au moins deux versions de la
protéine, soit par l’initiation de la traduction au codon 26(+1) et par I’initiation de la
traduction aux codons 85(+1)/87(+1). Des données publiées récemment montrent que les
protéines issues de I'initiation de la traduction au codon 26(+1) ou d’un codon AUG inséré
au codon 13 (+1) s’associent plus précisément aux mitochondries (122; 129). Nous avons
donc effectué¢ un marquage mitochondrial sur les cellules transfectées avec AF11, AUG26
et Corela pour vérifier si la co-localisation était aussi reproduite dans les cellules ZF-L.
Nos résultats montrent que ’association avec les mitochondries n’existe pas dans notre
systéme. Par contre, les résultats de la littérature se contredisent eux-mémes a propos de la
localisation de ces formes de la protéine F aux mitochondries. Ratinier ef al. ont trouvé une
association aux mitochondries a partir d’une protéine de fusion seulement lorsque la GFP
¢tait fusionnée en N-terminal de la protéine F (129). La fusion en C-terminal entrainait
plutot une localisation nucléaire et cytoplasmique diffuse ressemblant a nos résultats (129).
Il se peut aussi que la forme courte de la protéine issue de I’initiation de la traduction aux
codons 85(+1)/87(+1), qui peut étre produite dans toutes nos constructions et qui a
précédemment été localisée au cytoplasme (122), soit la forme prédominante exprimée par
tous nos genes. La présence de la protéine tronquée expliquerait que la localisation soit la

méme pour AF11, AUG26 et Corela puisque sa présence dans I’ensemble du cytoplasme et
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du noyau camouflerait la localisation plus fine d’un autre produit du cadre de lecture

alternatif de Core.

Les mutants Coremutl, CoremutIl et CoremutIIl devaient permettre 1I’expression de
Core sans la protéine F et sans modifier les structures secondaires d’ARN. Nous avons
démontré par simulation in silico que les mutations introduites dans le geéne de Core
n’affectaient pas, ou trés peu, les structures d’ARN. Nous avons donc voulu démontrer in
vivo que les mutations non-sens introduites dans le cadre de lecture (+1) empéchaient
I’expression de la protéine. Faute d’anticorps anti-F en quantité suffisante pour effectuer
des immunobuvardages sur la lignée ZF-L transfectée avec Coremutl, Coremutll et

Coremutlll, I’expression de la protéine F a été évaluée par immunofluorescence.

Etonnamment, la présence de la protéine F a été révélée pour les trois mutants. La
position des mutations non-sens devait entrainer 1’expression d’une protéine tronquée tres
courte qui, selon le mode de production retenu et le mutant étudié, ferait de 3 a 34 acides
aminés. La possibilit¢é que I’anticorps monoclonal anti-F utilisé ait reconnu un tel
polypeptide apparait donc invraisemblable. Par contre, les mutations non-sens sélectionnées
bloquent I’expression de la protéine F par glissement ribosomal aux codons 8-11, par
initiation de la traduction au codon 26(+1) et par glissement ribosomal au codon 42, mais
permettent tout de méme ’expression de la forme plus courte de la protéine par initiation
de la traduction aux codons 85(+1)/87(+1), les trois mutations se trouvant en amont de ces
codons. Nos résultats suggerent donc que la protéine F est efficacement produite a partir
des codons initiateurs 85(+1)/87(+1) dans les hépatocytes de poisson zébré, comme il le fut
démontré dans des cellules humaines (117; 121; 122). De plus, la protéine issue du cadre de
lecture (+1) détectée sur nos mutants se localisait exactement de la méme manicre que pour

AF11, AUG26 et Corela, soit au cytoplasme et au noyau.

Une fois confirmées, ces données renforceraient davantage [’hypothése selon
laquelle I’initiation de la traduction aux codons 85(+1)/87(+1) serait le mode privilégié

d’expression de la protéine F méme dans un contexte ou le changement de cadre de lecture
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aux codons 8-11 ou 42 et I’initiation au codon 26(+1) sont possibles, et que cette forme soit
celle qui donne la distribution cellulaire observée pour les six constructions testées. Il faut
toutefois considérer la possibilité que I’anticorps monoclonal anti-F utilisé ne soit pas
spécifique et que nos observations résultent d’une réactivité de 1’anticorps avec Core ou
avec une protéine cellulaire. Outre qu’en se basant sur un profil de fluorescence distinct
selon que I’anticorps anti-Core ou anti-F était utilis¢, il nous est impossible de confirmer
hors de tout doute par immunofluorescence que la protéine F est bien exprimée a partir de
nos constructions. Pour ce faire, un immunobuvardage avec I’anticorps anti-F s’impose
pour déterminer la taille de la protéine détectée et confirmer qu’il s’agit bien de la protéine
F. La localisation de la protéine dans les hépatocytes de poisson zébré pourrait étre vérifiée
par des fusions de la protéine F avec une protéine fluorescente. Cette méthode a déja été
employée avec succes par d’autres (129). Il serait aussi intéressant de créer des protéines de
fusion fluorescentes pour les trois mutants décrits ici et de tester ’ensemble de ces
constructions in vivo en utilisant la microinjection dans des embryons de poissons zébrés

pour obtenir une expression transitoire des protéines de fusion dans le foie.

Enfin, nous avons observé des régions cytoplasmiques qui demeuraient exemptes de
la protéine F sur toutes les constructions expérimentées in vitro. Ces régions étaient
présentes sur la grande majorité des cellules analysées, toujours situées en périphérie du
noyau, et, quoiqu’elles se présentaient sous différentes tailles, occupaient souvent un grand
espace dans le cytoplasme. La plupart des cellules transfectées n’arboraient qu’une ou deux
de ces régions. Ces dernieres n’ont pas pu étre identifiées avec certitude, mais elles
ressemblaient étrangement aux grosses gouttelettes lipidiques que Piodi et al. avaient
observées dans des cellules Huh7 transfectées avec le géne Core de génotype 3a (197). Ceci
pourrait étre confirmé par un co-marquage de la protéine F et de la protéine associée a la
différenciation adipeuse (ADRP — adipose differentiation related protein), qui se lie a la

surface des gouttelettes lipidiques intracellulaires.
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4.3 Lignées transgéniques

Le poisson z¢ébré n’a jamais été employé comme modele en virologie. Pour cette
raison, le développement de lignées contrdles importait pour démontrer que le phénotype
observé était attribuable au transgeéne plutdt qu’au systéme de transgénese, ainsi que pour
justifier la validité du poissons zébré comme modele pour I’étude d’un virus humain. Deux
vecteurs ont été produits dans cette optique, soit les vecteurs pBS-CorelapA-PCKII-
eGFPpA et pBS-HBxpA-PCKII-eGFPpA. Les deux geénes viraux introduits dans ces
vecteurs, Core et HBx, ont déja démontré leur potentiel pathogeéne dans des souris
transgéniques grace auxquelles on a pu associer leur expression a la pathologie observée
chez ’homme infecté respectivement par le VHC et le VHB (102; 103; 198). Dans le but
d’établir la valeur du poisson zébré comme modele, on s’attend a ce qu’en exprimant ces
transgénes dans le foie du poisson zébré, les mémes phénotypes que ceux trouvés chez la
souris et chez ’homme soient reproduits. Une étude menée par Rekha et al. a d’ailleurs
permis de modéliser la maladie hépatique chez le poisson zébré en combinant 1’expression
de la protéine Core du VHC et I’exposition chronique a la thioacétamide (199). Les
animaux ainsi traités développaient une pathologie dont la progression et les manifestations
correspondaient a ce qu’on retrouve chez I’homme infecté par le VHC et qui était
caractérisée par ’apparition du CHC précédée de stéatose, de fibrose et d’infiltrations

lymphocytaires dans le foie.

Au moment méme ou les deux vecteurs devant servir de contrdles positifs étaient
préparés au laboratoire, I’équipe de Jen-Leih Wu suivait exactement le méme raisonnement
et produisait des lignées de poissons zébrés exprimant indépendamment Core et HBx, ou
co-exprimant ces protéines dans le but de créer un nouveau modéle de pathologie
hépatique. L’existence de ces lignées nous évitait la tache de les générer nous-mémes. Une
lignée exprimant la GFP avait aussi été développée comme controle négatif par cette équipe

en utilisant le systeme 70/2-LF2.8-Tet-Off. Cette lignée pourra étre utilisée comme
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contrdle négatif pour nos propres expériences, rendant désuet le plasmide pBS-eGFPpA-

PCKII-eGFPpA développé a cet effet.

Le travail et le matériel qu’implique le développement de lignées transgéniques
nous a limité a la production de 3 lignées. Le choix de produire d’abord des lignées AF11,
AUG26 et Coremutl nous permet de bien positionner le role de la protéine F dans la
pathogénése de 1’hépatite C, et ce, peu importe les phénotypes qui seront observés sur les
poissons transgéniques (Tableau 3). La présence de signes cliniques dans la lignée AF11
et/ou la lignée AUG26 démontrerait que la protéine F suffirait a elle seule a induire la

pathogénése.

Il est aussi possible que la pathologie n’apparaisse dans aucune des lignées
produites. Du point de vue clinique, cette possibilité devient peut-€tre la plus intéressante
puisqu’elle suggérerait 1’absence de toxicité de la protéine F. L’innocuité de la protéine
chez le poisson z¢&bré pourrait étre prouvée par le développement de lignées exprimant les
versions optimisées des génes AF11 et AUG26. Ces génes optimisé€s ont été congus pour
assurer une expression maximale de la protéine F chez le poisson zébré et devraient
amplifier ou accélérer I’apparition des signes cliniques. L’absence de pathologie dans des
lignées exprimant AF1lopti ou AUG260pti confirmerait I’innocuité de la protéine F et
contribuerait & mieux justifier son utilisation dans une formule vaccinale. Plusieurs
¢léments justifieraient d’ailleurs I’inclusion de la protéine F dans un vaccin. Entre autres, la
protéine est codée dans une des régions les plus conservées du génome du VHC et elle est
conservée a travers tous les génotypes du virus (108). Elle génére une réponse humorale qui
présente une grande réactivité croisée face a tous les génotypes (110; 113; 142) et les
anticorps anti-F peuvent atteindre les mémes titres que les anticorps anti-Core (110). De
plus, notre équipe a démontré que 1’immunisation de souris avec la protéine F sous forme
de protéine recombinante ou de vecteur 8 ADN suscitait une réponse cellulaire de type Thl
et Th2, ainsi qu’une réponse humorale. Lorsque soumises a un challenge avec un virus de
la vaccine recombinant portant la protéine F, les souris ainsi immunisées affichaient un

certain niveau de résistance a I’infection (200).
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Tableau 3. Interprétation des phénotypes possibles pour les lignées AF11, AUG26 et

Coremutl.

Les « X » marquent la présence hypothétique de signes cliniques au niveau du foie, que ce
soit la fibrose, la cirrhose, la stéatose, des infiltrations lymphocytaires, I’apoptose ou le

CHC.

AF11 AUG26 Coremutl, Il ou lll Eléments contribuant a la pathogénése
X X X Protéine F et Core ou structures d'ARN
X X Protéine F
X X Structures d'ARN
X Protéine F

X Protéine F

X Core
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4.4 Poissons fondateurs

I1 faut considérer que des phénotypes intermédiaires, par exemple 1’apparition d’une
pathologie retardée ou possédant une pénétrance incomplete, pourraient étre observés a
cause des différences entre les niveaux d’expression des transgénes d’une lignée a 1’autre
ou du locus d’intégration. Pour cette raison, il importe de bien sélectionner les fondateurs et
de maintenir, si possible, trois familles par lignée, chacune issue d’un fondateur différent et

présentant des niveaux d’expression respectivement faible, moyen et élevé du transgeéne.

Pour y arriver, les poissons fondateurs qui ont été obtenus par microinjection seront
croisés un par un avec un partenaire de type sauvage pour obtenir une premiere génération-
fille (F1). Cinq a sept jours post-fertilisation, leur progéniture sera examinée sous
stéréoscope a fluorescence et certains des embryons présentant une fluorescence spécifique
au foie seront sacrifiés dans chaque famille pour mesurer le niveau d’expression du
transgene par RT-PCR quantitative (QRT-PCR — quantitative RT-PCR). Les fondateurs
donnant naissance a des embryons produisant des niveaux élevés, modérés et faibles de la
protéine seront sélectionnés pour produire les lignées transgéniques sur lesquelles 1’effet de
la protéine F sera observé. Le systetme de transgénese 7o0l/2-LF2.8-Tet-Off donne
généralement un rendement de 30 a 50% des fondateurs qui transmettent le transgene a leur
descendance. Il faudra un deuxieéme cycle de croisement a partir de la premiére génération
fille, avec des poissons de type sauvage, pour s’assurer que le transgéne se transmette selon
une répartition mendélienne et éliminer les effets qui pourraient étre dus a des mutations
insertionnelles causées par I’intégration du transgéne au moment de la transgénése. Le

phénotype poura étre étudi¢ a partir de la deuxieme génération-fille (F2).

4.5 Analyse du phénotype

Les signes cliniques associé¢s a I’infection par le VHC, soit la fibrose, la cirrhose ou
la stéatose hépatique ainsi que le carcinome hépatocellulaire, pourraient tous se retrouver

dans nos lignées transgéniques. Le foie des poissons transgéniques sera d’abord examiné
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entier a I’état frais. Des mesures de volume et de masse ainsi que la recherche de
particularités macroscopiques telles que des hémorragies, des hyperplasies ou des
dysplasies seront effectuées. Un examen histologique s’ensuivra pour exposer a 1’échelle
cellulaire les effets du transgéne. La coloration a hématoxyline-¢osine (HE) permettra
d’identifier tous les signes énumérés précédemment, ainsi que les infiltrations de cellules
mononuclées. Puisque I’apparence histologique de la pathologie est trés similaire entre le
foie de ’homme et celui du poisson zébré (162), nos échantillons pourront étre gradés a
I’aveugle par un pathologiste expérimenté. Les niveaux sanguins d’ALT, d’AST, de
bilirubine et d’albumine, ainsi que le taux de prothrombine, pourront étre mesurés a partir
de prélevements effectués sur les poissons sacrifiés. L’ensemble de ces indices pourra étre
corrélé avec I’expression de la protéine F en localisant cette derniére par microscopie
confocale et en mesurant son niveau d’expression par immunobuvardage. Puisque
I’apparition des signes cliniques peut survenir a différents ages selon le transgeéne exprimé,

des poissons seront sacrifiés a tous les trois mois a partir de trois mois et jusqu’a un an.



5. Conclusion et perspectives
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Nous avons généré des poissons zébrés transgéniques a partir desquels seront
¢établies des lignées stables exprimant la protéine F spécifiquement au foie. Ces lignées
nous aideront a déterminer la part qu’occupe la protéine F dans la pathogénese de 1’hépatite
C. Notre projet est le premier a placer cette protéine dans un contexte in vivo et qui, de
surcroit, reproduit plusieurs parameétres de 1’infection chronique. Cet environnement nous
permettra de détecter les effets subtils que pourrait produire la protéine F a long terme et
qui échappent aux études portant sur des cellules en culture. Grace aux différentes
constructions génétiques produites, nous distinguerons les effets de la protéine F de ceux
provoqués par Core et les structures secondaires d’ARN. Les mutants de la protéine Core
que nous avons créés pourront aussi nous informer sur le mode de production de la protéine

F, un mécanisme complexe pour lequel aucun consensus n’existe a 1’heure actuelle.

Suite a la stabilisation des lignées transgéniques et a I’évaluation des effets de la
protéine F sur le foie du poisson zébré, il sera possible de décortiquer les mécanismes
cellulaires menant aux phénotypes observés a 1’aide des nombreux outils développés
spécifiquement pour ce modele. Parmi les outils accessibles, on compte notamment des
micropuces spécifiques au poisson zébré et des librairies de mutants largement
caractérisées. Cette étude revét un fort intérét clinique; dans 1’éventualité ou la protéine F
serait responsable de la pathogénése, une dissection du mécanisme par lequel s’opére la
pathogénése permettrait le développement de thérapies pour contrer ses effets et ainsi
annuler ou retarder I’apparition des signes cliniques chez les patients. Au contraire,
I’innocuité de la protéine dans notre modéle constituerait un premier pas vers 1’inclusion de

la protéine F dans une formule vaccinale.

Enfin, notre projet utilise le poisson z¢&bré pour étudier une protéine exprimée par un
virus humain. Il s’agit d’une recherche pionniére en virologie puisque ce modele n’a jamais
¢été employé auparavant dans le domaine. La modélisation de la maladie hépatique chez le
poisson z¢bré transgénique réalisée par 1’équipe du Dr Wu et qui résumait fidélement les
¢étapes de la maladie chez ’humain (199) nous permet de croire que nos résultats produits

avec le poisson zébré refléteront précisément le processus de pathogénése au cours de
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I’infection par le VHC chez I’humain. D’ailleurs, selon les résultats obtenus sur les cultures
cellulaires, la protéine F semble se comporter de la méme maniere dans les hépatocytes

humains et de poissons zébrés.

La caractérisation approfondie de la protéine F dans nos lignées transgéniques
apportera des données précieuses qui contribueront a 1’établissement du poisson zébré
comme modele pour I’étude de la fonction des genes viraux et de la pathogenése associée

aux virus hépatotropiques humains.
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