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Introduction

« Quand on ne sait pas ou I'on va, qu'on sache kboivient. »

Tradition orale séréere



Chapitre 1 :
Le virus de [hépatite C



Le virus de Ihépatite C

I. Aspects cliniques du VHC

A. Découverte de I'agent pathogéne

Avant la découverte du virus de I'hépatite C (VH@gux agents pathogenes viraux étaient
connus pour causer une hépatite : le virus de ditigpA (VHA) et celui de I'hépatite B
(VHB). Cependant, plusieurs patients atteints datiée n’abritaient ni le VHA, ni le VHB.
Leur pathologie a alors été désignée « hépatitevittii-non VHB » ; elle était infectieuse et
pouvait étre transmise par transfusion sanguinggé&mant I'implication d’'un facteur viral
(Bradley & Maynard, 1986). Grace aux nouvelles méghes de biologie moléculaire, les
efforts de recherche ont permis d’identifier un veau virus a ARN, rebaptisé VHC. En
effet, I'équipe de Michael Houghton a découvertvieus grace a un isolement et un
séquencage partiel de son génome, ce qui a peanie$ a de nombreuses informations sur
le virus. (Chocet al, 1989). Par la suite, l'identification de la séqgce complete du génome

du VHC a permis d’élucider son organisation gén&if¢Chocet al, 1991; Katcet al, 1990).

On estime aujourd’hui que 170 millions de persondass le monde sont chroniquement
infectées par le VHC (OMS, 2010). Méme deux déanmipres la découverte de I'agent
pathogéne, aucun vaccin n’est disponible et a we fous les traitements contre le VHC ne
sont que partiellement efficaces, méme s’ils ot @trnierement améliorés grace a des

antiviraux a action directe.

B. Epidémiologie et transmission du VHC

L’hépatite C est une infection pandémique et ctunstin probleme majeur de santé publique.
Les pays industrialisés d’Amériqgue du Nord et dipe occidentale ont les taux de
prévalence les plus faibles (moins de 2%), alors lguVHC infecte plus de 10% de la
population en Mongolie, en Bolivie et en Egypte deenier pays ayant le taux de prévalence
le plus élevé (22%, Figure 1) (Lavanchy, 2011).tilisation de seringues contaminées dans
les traitements contre la schistosomiase dans léoytays au cours des années 1970 est
considérée comme la cause d'une telle séroprévam®’HC en Egypte (Frare¢ al, 2000).

La France a une séroprévalence de 0,84%, avec5ipdrsonnes ayant des anticorps anti-
VHC (INVS-CPAM, 2003-2004).
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Le VHC se transmet principalement par contact aesang infecté. Avant le développement
des méthodes systématiques de dépistage dans Hégssan990, le sang contaminé des
donneurs a représenté le facteur majeur de trassmigHuberet al, 1996). A I'heure
actuelle, la consommation de drogues injectablds devenue la principale voie de
transmission du VHC dans les pays industrialisésrsaque les transfusions de sang
contaminé et les injections a visée thérapeutique encore les modes de transmission les
plus rencontrés dans les pays en voie de dévelapge(®heparcet al, 2005). Chez les
enfants, la transmission mere-enfant est la pléguente. Bien que significative, la
propagation du VHC par voie sexuelle est beaucoomsrfréquente que pour d’autres virus
sexuellement transmissibles (Alter, 2007).
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Figure 1: Estimation de la prévalence globale de l'infectiopar le VHC en 2010(% population infectée).
D’aprés Lavanchy, 2011.

C. Physiopathologie de I'infection par le VHC

Dans la majorité des cas, l'infection aigiie pav¥KC est asymptomatique, bien qu’environ
20 a 30% des patients présentant une infectioneamiissent développer des symptémes
typiques d’'une hépatite tels qu'une jaunisse, 2 &elmaines apres l'infection (Alter & Seeff,
2000). L’ARN viral peut étre détecté dans le sédas patients dans les 2 semaines suivant
I'exposition au virus (Thimmet al, 2001). Dans certains cas, les symptémes de dlioie
aigle peuvent étre séveres et rapides. De tres cased’hépatite fulminante ont été rapportés
(Farciet al, 1996). Bien que linfection aiglie soit spontanatnguérie chez 15 a 25% des

patients, dans la majorité des cas, le virus éahapla réponse immunitaire et si l'infection
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persiste plus de six mois, elle conduit a une fhitgpahronique (Shimotohno, 2000). La
majorité des patients chroniquement infectés d@palot des symptémes tels que des Iésions
lobulaires et une inflammation portale (Di Biscegli998). La transition vers une infection
chronique est influencée par un grand nombre dedeg tels que I'age, le sexe, une co-
infection avec le Virus de I'lmmunodéficience Humai(VIH) ou le VHB et certains génes
du complexe majeur d’histocompatibilité (Lavanct3009). Environ 20% des patients
chroniquement infectés développent une cirrhosigudans les 15 a 20 ans apres l'infection
(Di Bisceglie, 1998) (Figure 2).

Infection aigilie par le VHC

{

15-40% | Guérison spontanéee Hépatite chronique C | 60-85%
h 4 h 4
70 |  Hépatite chronique Fibrose 30%
légére
h 4
Cirrhose 20%
v
25% Mortalité
h
T Carcinome 1-4%

hépatocellulaire par an

Figure 2 : Evolution de I'infection par le VHC.

On estime que chaque année, 1 a 4% des patieragigiement infectés par le VHC
développent un cancer primitif du foie ou un cavone hépatocellulaire (CHC) (Di Bisceglie,
1998; Gordoret al, 1998). L'infection chronique par le VHC est deuerla principale cause
de cancer primitif du foie au Japon car 80-90% puigents atteints d’'un CHC sont porteurs
du VHC. De plus, la modélisation des données épmlégiques prévoit une tendance
similaire en Europe (Aizawet al, 2000; El-Serag & Rudolph, 2007; Kiyosaetal, 2004).

En Europe occidentale, I'infection par le VHC prévahez la majorité des patients atteints
d'un CHC, allant de 44 a 66% en ltalie, 27 a 58%esnce et 60 & 75% en Espagne (El-
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Serag & Rudolph, 2007). L'infection par le VHC augmterait le risque de CHC de 17 fois
par rapport aux sujets non infectés (Dorettal, 2002). Le temps moyen de développement
d’'un CHC chez les patients infectés par le VHCes$imé a 2& 11 ans aprés l'infection
(Tong et al, 1995). Des données indiquent que les Iésionstigéea induites par le VHC
sont responsables de la moitié des transplantati@patiques aux Etats-Unis (Brown, 2005).

II. Biologie du VHC

A. Classification taxonomique et variabilité génétjue du VHC

L’analyse d'un grand nombre de séquences de VH®uytadans le monde a permis de
diviser le VHC en six génotypes qui different de3®% dans leur séquence nucléotidique.
Chaque génotype peut étre subdivisé en plusiews-tgpes, dont la variation de séquence
nucléotidique est de 20-25% (Simmonds, 2004). la®types et sous-types du VHC sont
distribués de facon hétérogene dans le monde. hetyge 1, suivi des génotypes 2 et 3 sont
plus fréequents en Amérique du Nord et du Sud, ajusen Europe. Le génotype 4 est
prédominant en Egypte, en Afrique sub-saharienneawet Moyen-Orient. Jusque trés
récemment, on pensait que le génotype 5 était mdriil’Afrique du Sud, ou il représente
40% de tous les génotypes (Antakial, 2010). Cependant, quatre poches de ce génotype on
éte retrouvées en France, en Espagne, en Belgicre &yrie. Le génotype 6 quant a lui est
rare et confiné au Sud-Est Asiatique, ainsi quez das Américano- et Australo-asiatiques
(Antaki et al, 2010; Dewt al, 2002).

L’ARN polymérase du VHC est dépourvue d’activité ecture exonucléasique, ce qui
conduit a l'introduction fréquente de mutations sld@ génome viral. Comme le taux de
mutation est tres élevé, le VHC évolue a un rytlsmetenu (Okamotet al, 1992). Ce taux

élevé de mutation conduit a une variabilité considie non seulement entre les populations
virales parmi différents patients, mais aussi efggevirus chez un méme patient infecté,
donnant lieu a des quasi-espéces. Les quasi-espigakEss sont composées d'un mélange
dynamique et complexe de variants génétiquemetinhclis mais intimement liés. Ces quasi-

especes conferent une plus grande adaptabilite D ® peuvent avoir des implications
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importantes dans la persistance virale, la répanstraitement et la pathogénicité (Fogis
al., 1999; Leraet al, 2008; Lyraet al, 2004).

Le VHC appartient a la famille des Flaviviridae shérus de cette famille sont enveloppés et
leur génome est composé d’'un ARN simple brin daniél positive, linéaire et non segmentée
et qui reste tout au long du cycle viral sous forisiN. Cette famille regroupe trois genres
bien établis Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirjset un quatrieme genre propog&egivirug
(Stapletoret al, 2011):

(i) le genreFlavivirus dont la plupart des virus se répliquent chez lesnmiféres et les

arthropodes hématophages, tiques et moustiquesaif®emde ces virus, pathogéenes pour
'Homme et I'animal, posent des problémes majewsahté publique comme le virus de la
fievre jaune, le virus de I'encéphalite a tiquesyirus de la dengue ou encore le virus de la

fievre du Nil occidental.

(i) le genre Pestivirus qui regroupe des virus infectant principalements dimaux
domestiques : cochons et ruminants. Parmi ces,worusompte le virus de la peste porcine et

le virus de la diarrhée bovine.

(iii) le genreHepacivirusqui est constitué du VHC et du virus GBV-B. Le GB\a été isolé
chez un singe tamarin présentant une hépatite ligee. Cependant, ce virus n’est pas
retrouvé chez les humains (Stapletinal, 2011). Récemment, le genrepacivirusa éte
élargi avec la découverte d’'un virus canin homoéogu VHC, nommé hépacivirus canin
(HVC). C’est le premier hépacivirus non-primate reis évidence (Burbelet al, 2012;
Kapooret al, 2011). Cette méme équipe a aussi identifié uwvelduepacivirus qui infecte les
les souris sauvag@®eromyscus maniculatusongeurs de la famille des Muridae et retrouvées
en Amérique du Nord (Kapoet al, 2013).

(iv) le genrePegivirusqui regroupe 3 virus nommeés GBV-A, GBV-C et GBVathogenes
chez le singe tamarin et la chauve-souris prineipaht. Le GBV-C est retrouvé chez
I’humain, mais n’est pas associé a une hépatitalev(Stapletonet al, 2011). Des virus
appartenant a ce genre infectent aussi les rongemnsneNeotoma albugilaCe sont les

Pégivirus de rongeurs (Kapoetral, 2013).
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B. Morphologie du virion

Depuis lidentification du VHC en 1989, de nombresigquipes ont tenté de visualiser les
particules virales circulantes dans le sérum deempiatinfectés sans réel succeés, en partie en
raison de leur faible concentration dans le sérudiume purification difficile (Liet al, 1995;
Shimizuet al, 1996). Une équipe japonaise a réalisé des étlgl@sicroscopie électronique
indirecte en utilisant des billes d’or. Les autedécrivent une particule virale de symétrie
icosaédrique et de taille comprise entre 55 etribat démontrent la présence en surface des
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (Katibal, 2006a, b). Cette enveloppe virale entoure
une capside de 30 a 35 nm qui renferme I'ARN \ifadure 3). Ces résultats sont conformes

avec les données structurales des autres virusfdallle des Flavivirus.

Enveloppe lipidique

Glyc oprotéine E2

- ARN viral

Protéine de Capside

Glycoprotéine E1

Figure 3 : Morphologie du virion VHC (Image de Futura Sciences.com).

D’autre part, une série d’études a mis en évidéegetence dans le sérum de malades, de
plusieurs structures de densités variables et nante’ARN viral (Hijikata et al, 1993;
Kanto et al, 1995; Thomsseret al, 1992). D'une étude a l'autre, les résultats de
fractionnement par densité sont tres variables.viagiations observées peuvent étre imputées
a une forte variabilité individuelle en fonction sgtade d’évolution de la maladie ainsi qu’aux
techniques de fractionnement en elles-mémes. Matg® différences apparentes, de

nombreux arguments montrent la présence :
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- de structures de densité inférieure a 1,08 g/miLcorrespondent a des particules virales
associées de maniere complexe a des lipoprotémdaile densité (LDL) (Andrét al,
2002; Nielseret al, 2006; Thomsseat al, 1992) ou de tres faible densité (VLDL) (Nielsen
et al, 2006; Princeet al, 1996). Ces complexes nommés « lipoviroparticiled VPS)
renfermeraient des virions complets ou les protihe I'enveloppe virale sont susceptibles
d’interagir avec les différentes formes de lipopnoes de la cellule hdte (Monazahinal,
1999). Les LVPs sont des particules sphériquesclers en triglycérides et en
apolipoprotéines B et E (Andek al, 2002).

- des structures de densité supérieure a 1,08gimtogprennent des particules virales libres

ou complexées a des immunoglobulines (Hijilettal, 1993; Kantaet al, 1995).

Dans le serum des patients, les virions sont dancoenplexe avec des LDL ou des VLDL
(Andréet al, 2002). Il a été démontré que la densité de fhaitades virions sécrétés (1,03 a
1,16 g/mL) est inférieure a celui des virions in&ftulaires (1,15 a 1,20 g/mL) (Gastamireta
al., 2006). Ces observations suggérent que les vigsengnt dotés de ces lipoprotéines au
cours du processus de sécrétion. Il a été démquoeda sécréetiom vitro des particules par
les hépatocytes infectés était étroitement liéa aécrétion des VLDL (Gastaminga al,
2008). Il a été également démontré que, méme bsdiece d’autres protéines virales, les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sécrétées agsuciées aux lipoprotéines (lcatdal,
2009).

C. Génome viral

Le génome du VHC est un ARN monocaténaire de gélpositive d’une longueur d’environ
9600 nucléotides. A ce jour, deux phases ouvemteklecture ont été identifiées. La région
codante est encadrée par deux régions non coddl@@saux extrémités 5’ et 3’ de I'ARN.

1. Régions non codantes

La région 5'NC, tres conservée est essentielle fotraduction et la réplication du génome.
Elle est trés structurée et contient quatre gratweaines de structure secondaire appelés
domaines I, Il, 1l et IV (Figure 4). La région 5\ contient « I'internal Ribosome Entry
Site » (IRES) qui est constitué des domainesliktllV ainsi que des 30 premiers nucléotides
du cadre ouvert de lecture. Il assure la traductiangénome du VHC. Outre son réle
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important dans la traduction du génome, de nombeegtudes ont démontré que la région
5'NC était également cruciale pour une réplicatedficace de 'ARN viral (Appelet al,
2006; Friebeet al, 2001; Kimet al, 2002). Il a été suggeré que la liaison du micRNAL22

de la cellule héte (miR-122) a la région 5’NC étstsentielle a la réplication virale (Jopling
et al, 2005). Les micro-ARN sont des petites séquenagdéatidiques d’environ 22
nucléotides présents dans les cellules eucaryatessont d'importants régulateurs post-
transcriptionnels de presque toutes les étapesdiiples dans la cellule, et jouent un réle clé

dans la pathogenése de maladies humaines. Le ARkb122 est spécifique du foie.

v
& L)
L L
u A
L i
Cc AC
i
Ge
e
ac
co
Cau®
BT,
[}
"]
oc®
" ate ae
N L 'x
<
U;qll.l f“.'
e llla | ve
L WA
au s T
A
LAy U eaccos “{-m
o 0 Gusoce BoE o
A m . A coe w | lle
o & 5
AU S5 "ang
€ ae
Lr ]
ca o
AU a
T Uk
gdy cu
i
"-e ac
e eu
Chu us
ua L1
o 3‘11 AG Ll
iy ety
] caok | apcoe, o
og © -
ag Y
i ol
o
I':= ca
i alu,
M, 0O W ag
| * g’ I Ay a
5 GLON  CACACUCCACCAUGAMICACUCT ACOCCCOCUTEOBNN BETY & I”e
25 ]
£8 by ci a
£ e
co u “‘J %
1] € .'._‘G,él' nf
L gor Lol m
@A i i
1 ¢ SUAAAC U ARACAAAANS
Ay
€
I cat
[
A
ac
AfB,
G
' B

Figure 4 : Représentation de la structure primaireet secondaire de la région 5’NC.

Les domaines structuraux I, I, 1l et IV sont igdés. Le domaine Il est divisé en 6 sous-domainmsérotés
Illa a llif. Les domaines I, I, et IV constituéIRES du VHC et le codon AUG initiateur de latiuction
situé au sein du domaine 1V est indiqué en rouge.
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La longueur de la région 3'NC varie en fonctionginotype. Elle a une structure tripartite
qui comprend : une région hautement variable dé®BAaecléotides, une région poly-U/UC de
longueur variable et une séquence tres conserv&8 aeicléotides, connue sous le nom de
région X et repliée en trois tiges-boucles SL1, St2SL3 (Figure 5) (Kolykhaloet al,
1996; Tanakaet al, 1996) La région conservée contenant SL1, SL2 et SL3 aé&tdéontrée
comme étant indispensable a la réplication etndelitiosité du VHC (Yanaget al, 1999; Yi

& Lemon, 2003).
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Figure 5 : Représentation de la structure primaireet secondaire de la région 3'NC.
Le codon stop de la traduction est situé au seitadmucle VSL1 et est indiqué en rouge. D'aprasetie &
Bartenschlager, 2002).

2. Région codante

Le cadre majeur de lecture, de 9024 a 9111 nudEnin fonction du génotype, débute par
un codon AUG initiateur de la traduction, situé sidém domaine IV de la région 5’NC. La
traduction de ce cadre de lecture produit une potgme virale unique dont la maturation co-
et post-traductionnelle conduit a au moins 10 pmete (Suzukiet al, 1999) (Figure 6). Ces
protéines sont classées en protéines structur@legX, E2) et non structurales (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), représentées sur la Figuidea classification de la protéine p7
au sein des protéines structurales ou non strietuest encore mal définie. Le clivage de la
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polyprotéine nécessite dans un premier temps fietgion de peptidases cellulaires afin de
libérer les protéines structurales et la protéifie lpes protéases virales assurent ensuite le
clivage de la polyptrotéine dans la région non citmale. La synthese d’'une onzieme
protéine, dite protéine F est issue d'un décalagecadre de lecture au moment de la

traduction. Sa séquence chevauche celle de lampealé capside.

ARN génomique(9600nt

RégionStructurae Région non structurale
I | I
5'NC 3'NC
Traduction
et
Maturatior
RN r*’::_\_~\\ \\\\
. o NN \ \\\
vy N
i s | wses |
o T T
‘ Glycoprotéines Protéase a sérine | phosphoprotéine | ARN polymérase
denvelopp Hélicast ARN-dépendant
Capside o _
Protéase a Altération membranaire
Canal cysteine Cofacteur de la sérine protéase

ionique

—> Peptidase cellulaire
- > NS2/3 autoprotéase
- > NS3/4A protéase

Figure 6 : Organisation génétique du VHC et maturaibn des protéines virales.
La structure du génome viral est représentée ageréhions 5’ et 3' non codantes, et le cadre aweetecture
codant pour les protéines structurales et non tstrales. La traduction du génome et la maturatienlad
polyprotéine est schématisée et génére des prstBiiagpres (Régeardt al, 2007).
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La Figure 7 ci-dessous présente la topologie hwtiphe des protéines virales et leur
association a la membrane du réticulum endoplasn(®E) de la cellule héte. De facon
remarquable, chaque protéine virale est ancrée membranes intracellulaires via des

déterminants spécifiques qui sont essentiels @ofariction de la protéine dans la cellule.
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Figure 7 : Structure et association a la membraneeas protéines du VHC

Les ciseaux indiquent les clivages par la peptidégeal du RE (c6té luminal), et la peptidase meEpsignal
(coté cytosolique). La fleche cyclique montre liwagje par la protéase NS2. Les fleches obliquesjuiedt les
clivages par la protéase NS3/4A. D’aprés (Morad@®Benin, 2013).

a) Protéines structurales
> Protéine de capside C

La présence d'une séquence signal entre la protdeneapside C et la glycoprotéine
d’enveloppe E1 induit la translocation de la pobtpme en cours de synthése dans la lumiéere
du RE (Santolinet al, 1994). Le clivage de la ségquence signal entped&éine de capside C

et E1 par une peptidase peptide-signal produit pno¢eine de capside immature de 191
acides aminés. Le clivage ultérieur par une pepéidzllulaire conduit a la forme mature de
21 kDa de la protéine de capside, qui compte ltleaaminées (McLauchlaat al, 2002;
Oehler et al, 2012; Okamotoet al, 2008). Cette forme mature est organisée en deux
domaines appelés D1 et D2. Le domaine D1 est hjdeopt contient une forte proportion
d’acides aminés basiques ; il interagit avec I'@&xtité 5’NC du génome viral pour initier son

encapsidation (Boulart al, 2005). Ce domaine est aussi impliqué dans lesaations avec
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plusieurs facteurs cellulaires (de Chasstyal, 2008) et pourrait ainsi contribuer aux
modifications de fonctions de la cellule hote apfédection par le VHC. Le domaine
hydrophobe D2 est essentiel pour la localisatida anembrane du RE de la protéine de
capside, ainsi que son trafic vers les goutteldipgdiques (Hope & McLauchlan, 2000;
Suzukiet al, 2005).

La protéine de capside est importante pour I'astamyelbdes particules virales. Les mutations
qui perturbent son trafic vers les gouttelettesligues résultent en une réduction importante
de la production de particules virales infectieu&msulantet al, 2007; Miyanariet al, 2007;
Murray et al, 2007). Plus récemment, des études de mutagendsdrans-complémentation
suggerent que les 177 résidus de la protéine dsideapnature sont nécessaires pour la
production de particules virales infectieuses (Kagipal, 2010). Bien que n’étant pas
absolument indispensable pour la réplication deRNAdu VHC, il a été suggéré que la
protéine de capside jouerait un réle important densecrutement des complexes de
réplication virale vers les membranes associéesgauxtelettes lipidiques (Miyanaet al,
2007).

Au sein de la particule virale en formation, lestpmes de capside interagiraient avec la
glycoprotéine E1, mais les résidus de la capsidgigmés dans cette interaction restent
controversés (Maet al, 2002; Nakaiet al, 2006). De nombreuses autres fonctions
potentielles ont été attribuées a la protéine desida : la perturbation du métabolisme
lipidique (Barbaet al, 1997; Leratet al, 2002; McLauchlan, 2000; Moriyat al, 1998), la
participation aux mécanismes de persistance vidalemodification de la prolifération
cellulaire (McLauchlan, 2000; Ray & Ray, 2001) mcere la modulation transcriptionnelle
de certains genes (Shethal, 1993, 1995).

» Glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Selon le génotype, E1 et E2 ont un poids moléailaie 33-35 kDa et 70-72 kDa,
respectivemen{Nielsen et al, 2006). Ces glycoprotéines forment des hétérodimeon-
covalents stables, ancrés dans la membrane du BEegiBnydeet al, 1997; Dubuissomt

al., 1994). E1 et E2 sont des protéines transmembesnde type | avec un ectodomaine en
N-terminal d’environ 160 et 360 acides aminés pBliret E2, respectivement et un court

domaine transmembranaire C-terminal d’environ 3®desc aminés. Au cours de leur
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synthese, les ectodomaines de E1 et E2 sont toarédoa la lumiére du RE tandis que les
domaines transmembranaires sont insérées dansniénamee du RE. Avant le clivage de la
séquence signal, les domaines transmembranairdsldet E2 forment une structure en
epingle a cheveux. Le clivage des protéines paefatidase signal cellulaire induirait un
changement dynamique permettant une réorientatiotiedxieme domaine hydrophobe pour
ne former qu’un domaine transmembranaire uniqubédice o. (Cocquerekt al, 2002). La
biogenése de ces protéines est étroitement liéestefortement influencée par leur co-

expression (Laviet al, 2007).

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 jouent@la essentiel a différentes étapes du cycle
du VHC. Tout d’abord, elles sont impliquées dantnnaissance de la cellule cible et dans
l'interaction des particules virales avec des factecellulaires. Elles interviennent ainsi dans
I'entrée du virus, dans la fusion avec la membm@é&endosome et dans I'assemblage de la
particule infectieuse. E1 serait impliquée dansid&sactions spécifiques avec la protéine de
capside (Lcet al, 1996; Maet al, 2002; Migliaccioet al, 2004; Nakaiet al, 2006). Ainsi,
I'interaction de E1 avec la protéine de capsidemgdtrait le recrutement des hétérodimeres
E1E2 autour des particules virales en bourgeonnera2nquant a elle serait capable de se
lier a plusieurs facteurs cellulaires impliquéssibattachement et/ou I'entrée du VHC. En ce
qui concerne la fusion, a I'heure actuelle, il eegifficile de définir précisément quelle est la
protéine de fusion du VHC. La région de E1 compa$&® résidus 264 a 290 montre des
similarités avec les peptides de fusion portés lpar glycoprotéines des Flavivirus et
Paramyxovirus (Drummest al, 2007; Flintet al, 1999). La protéine E2 pour sa part aurait
une structure proche de la protéine E du virus 'dacéphalite a tiques et pourrait
correspondre a une protéine de fusion de clagdatnik et al, 2000). De plus, il n’est pas
exclu que E1 et E2 puissent étre impliquées todisx dans le processus de fusion.
L'utilisation d’'un systeme de fusion entre des ijgales rétrovirales pseudotypées avec E1E2
et des liposomes a par ailleurs permis d’identifies régions, dans E1 (résidus 270 a 284) et
E2 (résidus 416 a 430 et 600 a 620), qui partieipat au mécanisme de fusion (Lavillette
al., 2007). Ces deux glycoprotéines contiennent égalérdes régions hyper-variables qui
sont hautement immunogenes et seraient responsal@le§échappement au systeme
immunitaire de I'h6te (Guaet al, 2012; Weineet al, 1991).
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b) Protéine p7

La protéine p7 se situe a la frontiere de la sécgri@adant pour les protéines structurales et
celle codant pour les protéines non structuraleBh@ure actuelle, on ne sait toujours pas si
cette protéine est présente au sein de la partwtdke. Composée de 63 acides amineés, elle
est presque intégralement associée a la membranBEet contient deux hélices
hydrophobes séparées par une boucle basique (E&memeret al, 2002). Référencée dans
la famille des viroporines, la protéine p7 fonctiencomme un canal ionique (Griffet al,
2003; Steinmanet al, 2007). Bien qu’elle ne soit pas impliquée dan®{dication de I'ARN
viral (Blight et al,, 2000; Lohmanrt al, 1999), elle serait essentielle a la productionides
infectieux in vivo et in vitro (Joneset al, 2007; Sakaket al, 2003). Récemment, il a été
démontré que la protéine p7 jouait un rble impdrtims I'adressage de NS2 aux complexes
de réplication, et dans l'interaction de ce deranec NS5A (Bosoet al, 2011; Tedburyet

al., 2011).

c) Protéines non structurales
» Protéine NS2

NS2 est une protéine transmembranaire non glycesyée23 kDa (Santoliret al, 1995).
Elle est clivee a partir de la polyprotéine par yeptidase cellulaire a son extrémité N-
terminale, tandis que son extrémité C-terminale itsume auto-protéolyse par la
métalloprotéase NS2/NS3 (Lit al, 1994). NS2 a une demi-vie trés courte et estaaiégy
par le protéasome apres son clivage (Fragickl, 2005). NS2 n’est pas nécessaire a la
réplication de I'ARN viral. Toutefois, le clivage la jonction NS2/NS3 est essentiel pour
libérer une protéine NS3 complétement fonctionnelp@ar conséquent, NS2 promeut la
réplication de I'ARN viral. Il a aussi été démongi@e NS2 joue un réle important dans
'assemblage du virion (Jonest al, 2007; Phanet al, 2009). NS2 est également
indispensable pour la production de particulescindeises ; elle pourrait intervenir dans les
étapes tardives de I'assemblage comme la sécnétiale, et mettre en jeu 29 résidus de sa
région N-terminale (de la Fueng al, 2013). Ce rdle dans I'assemblage serait indépegnda
de son activité protéasique, mais pourrait implique réseau complexe d’interactions avec
les protéines virales structurales et d’autresgmes non structurales (E1, E2, p7, NS3,
NS5A) (Bosoret al, 2011; Jirasket al, 2010).
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> Protéines NS3 et NS4A

NS3 est une protéine hydrophile et multifonctiofeele 70 kDa, avec un domaine sérine-
protéase situé dans le tiers de I'extrémité N-teatei (acides aminés 1 a 180) et un domaine
NTPase et ARN hélicase dans les deux tiers derémité C-terminale (acides aminées 181 a
631) (Morikawaet al, 2011). Le domaine protéasique de NS3 a été démritme contenant 3
résidus actifs (Ser 139, His 57 et Asp 81) rejatés surface, entre deux feuillgtparalleles
(Kim et al, 1996; Tomeiet al, 1993). Bien que peu comprises, les activites NEPet
hélicase de NS3 permettraient de dénouer les stasctsecondaires de I'ARN viral et
particulierement celles de la région 3'NC lors deréplication. L’activité hélicase pourrait
eégalement intervenir dans la séparation du brirRiNAen cours de synthése de sa matrice ou
encore favoriser le déplacement de divers factieuieng de I'’ARN viral (Lindenbaclet al,
2005). L’activité protéase assure le clivage prgtepue des jonctions NS3/NS4A,
NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5B. Cette fonctiolesh assurée qu’en association
avec son cofacteur, la protéine NS4A (Fallal, 1995).

NS4A est une petite protéine de 8 kDa possédantextrémité N-terminale hydrophobe
ancrée dans la membrane du RE. L’interaction de &8&8 son cofacteur permettrait ainsi sa
localisation au niveau de la membrane du RE. L&Rité C-terminale de NS4A contient une
hélice o négativement chargée qui contribuerait a la rapba de I'ARN viral et a
'assemblage de la particule virale (Pleral, 2011).

De par son réle essentiel au cours de la réplicatiale et de la persistance virale, la sérine-
protéase NS3 est aujourd’hui une cible de choixrpeudéveloppement de nouveaux

traitements antiviraux (De Francesco & Migliac@605).
> Protéine NS4B

NS4B est une petite protéine de 27 kDa (Higlal, 2001). Sa topologie reste encore mal
définie. Des analyses prédictives suggerent qumittae centrale de la protéine présenterait
quatre domaines transmembranaires. Initialemeatait supposé que ses deux extrémités N-
et C-terminales étaient exposées a la face cytpsoldu RE. Cependant, une hélice
amphiphile présente en amont du segment centrabplgdbe de la protéine pourrait traverser
la bicouche lipidique lorsque NS4B est sous unenéorhomo- ou hétero-oligomérique
(Gouttenoireet al, 2009). Quant a la région C-terminale de NS4® etimporterait 2 hélices

o qui seraient importantes pour maintenir son r@asdla réplication virale (Jones al,

2007). En outre, I'expression de NS4B induit lanfation d’'un « réseau membranaire »,
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environnement important lors du processus de wtic (Eggeret al, 2002). De plus, elle
posséderait une activité NTPase ainsi que la capdinteragir avec I’ARN viral (Einaet
al., 2004, 2008; Thompsaat al, 2009).

> Protéine NS5A

La protéine NS5A est retrouvée sous deux formesel’hypophosphorylée de 56 kDa et
l'autre hyperphosphorylée de 58 kDa. Elle est mp@ement localisée du coté cytosolique,
mais est associée au RE par la présence en N-adrdiime hélicex amphipathique (Brasst

al., 2002). NS5A est composée de 3 domaines, maisldemées structurelles ne sont
disponibles que pour le domaine | situé en N-teainffellinghuiseret al, 2004). Les acides
aminés 1 a 213 forment ce premier domaine, quicaghble de se dimériser. Les quatre
résidus cystéine en position 39, 57, 59 et 80 songortants pour cette dimérisation,
également facilitée par le recrutement d’un ioff"Zhim et al, 2012). En outre, le dimére
présente en surface des acides aminés trés consetedenant vraisemblablement dans des
interactions protéiques ; il renferme aussi unetéaplutdt basique susceptible d'interagir
avec I'ARN viral. Les structures des domaines lllletsont trés peu connus malgré leur
implication certaine dans la réplication virale.dJ&tude a montré que la Serine 457 de NS5A
était essentielle pour le maintien de cette réptica(Tellinghuisenet al, 2008). Une autre
étude trés récente suggéere que le domaine Il deANS®& un déterminant clé pour la
réplication du génome viral, mais ne serait pasiiedans I'assemblage et la sécrétion des
virions (Ross-Thrieplandt al, 2013). La partie C-terminale du domaine 11l segaiant a elle
responsable de I'hyperphosphorylation et seraitissgpour I'assemblage (Appet al, 2008;
Masakiet al, 2008). NS5A est le siege de plusieurs mutatialapiatives dans le modele de
réplicons (Blightet al, 2000; Pietschmanet al, 2009). Ces mutations peuvent, d'une part
augmenter de plus de 10 000 fois lefficacité derdplication (Blightet al, 2002).
L’occurrence de ces mutations adaptatives ne septaleant pas avoir de signification
vivo, car l'inoculation chez des chimpanzés avec desomés fonctionnels contenant
certaines de ces mutations n’est pas productivehi(Btial, 2002). D’autre part, I'apparition
de ces mutations semble favoriser I'expression adéofme hypophosphorylée de NS5A
(Blight et al,, 2000, 2003; Lohmanet al, 2003). Parallélement, une forte phosphorylatien d
la protéine NS5A est associée a une diminutionefiéichcité de réplication dans des modeles
de réplicons (Appett al, 2005; Evant al, 2004; Neddermanet al, 2004). Il a également
été montré que I'état de phosphorylation de NS5Avpd étre regulé par les protéines NS3,
NS4A et NS4B (Koch & Bartenschlager, 1999; Neddemret al, 1999). L’ensemble de ces
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données laisse penser que la protéine NS5A pouirdédrvenir dans la balance
réplication/assemblage par modulation de son étahdsphorylation.

> Protéine NS5B

NS5B est I'enzyme clé du complexe de réplicationsquielle permet la synthése des
nouveaux ARN viraux de polarité (+) et (-). NS5B ame protéine hydrophile de 68 kDa
ancrée dans la membrane du RE, en C-terminal.pEfieente un motif peptidique Gly-Asp-
Asp (ou motif GDD) analogue a celui rencontré darséquence des ARN polymérases ARN
dépendantes de nombreux virus (Miller & Purcell9@P Plusieurs études ont démonimé
vitro cette activité d’ARN polymérase ARN dépendantehfBaset al, 1996; Lohmanret

al., 1997; Yamashitat al, 1998). L'activité de polymérisation est cependdépourvue de
toute action correctrice, générant ainsi une graadabilité génétique au sein des transcrits.
La structure tridimensionnelle de NS5B a été réseluprésente une structure en main droite
classique ou les domaines correspondant aux daidgspaume et au pouce encerclent le site
actif (Lesburget al, 1999). Le domaine catalytique se retrouve aimsisdla paume ; les
doigts et le pouce interviennent eux dans la réigmale l'interaction de NS5B avec I'ARN
viral (Biswal et al, 2005). Tres réecemment, une équipe a montré qudBNEait enrichie en
éléments de régulation agissantogs) comme amplificateurs de la réplication virale (G

al., 2013).

III. Modéles d’étude in vitro de la biologie du

VHC

La découverte du VHC a permis de diagnostiquerrévgnir de nouvelles infections, en
particulier chez les receveurs de sang grace @&tkection d’anticorps spécifiques du VHC
dans le sérum des donneurs de sang potentiellemizttés. Au départ, le manque de
modeles robustes de cultures cellulaires et de legdie petits animaux a rendu tres difficile
I'étude du cycle de vie du virus, ainsi que lesiattions héte-pathogéne. Cependant, au
cours des quinze dernieres années, plusieurs nsodelkeété développés et utilisés avec
succes pour étudier les difféerentes étapes du oyiché et identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques. Certains des modeles les plus msusront présentés dans les sections

suivantes.
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A. Modele des pseudoparticules du VHC

Les pseudoparticules du VHC (VHCpp) sont des padgcvirales chimériques produites par
la co-transfection de cellules de la lignée rémahdryonnaire humaine HEK 293T, avec des
vecteurs d’expression codant pour les glycoprogemen modifiées E1 et E2 du VHC, les
protéines gag-pol du virus de leucémie murine (MLAY) celui du VIH et un génome
rétroviral codant pour un gene rapporteur de la GlrEe la luciférase (Figure 8) (Bartosth
al., 2003a; Hswet al, 2003). L'internalisation de ces particules conhdula libération de la
capside rétrovirale dans le cytoplasme de la eetiille, suivie d’'une transcription inverse et
une intégration du génome viral dans celui de laleeh6te. L'infection peut étre quantifiée

par la mesure de I'expression du gene rapporteur.

Transfection l

HEK 293T

W

production VHC ppi

Infection de lignées
hépatocytaires et analyse de la
protéine reportrice

Figure 8 : Production des pseudoparticules du VHC\(HCpp).

Les cellules de la lignée HEK (Human Embryonic Kagh 293T sont transfectées avec trois vecteurs
d’expression. Le premier (a) est le vecteur d’enugtage qui code pour les protéines rétrovirales & dpl. Le
deuxieme vecteur (b) contient la séquence du gau@orteur qui peut étre encapsidé dans des pasiguéice a

la présence de la séquence d’encapsidatihnl(e troisieme vecteur (c) code pour les glycopirws E1 et E2
du VHC. Les virus recombinants collectés a parttirsdrnageant sont alors constitués d'une capstdevile
contenant un génome ARN avec les glycoprotéinegHid a leur surface. D’aprés (Régeaitdal, 2007).
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Les VHCpp infectent préférentiellement les cultupeisnaires d’hépatocytes humains et des
lignées cellulaires humaines d’origine hépatique.al cependant été montré que ces
pseudoparticules pouvaient infecter, avec une meiefficacité, des lignées non hépatiques
(Caco-2, MCF-7...) et non humaines (Vero) (Bartosthl, 2003a). En I'absence de systeme
de culture cellulaire du VHC, les VHCpp ont reprééd’outil le plus proche des particules
natives du VHC ; cependant elles ne refletent mamptetement le virus produit chez les
patients. En effet, contrairement au virus naegls MHCpp ne sont pas associées a des
lipoprotéines, sachant qu’elles sont produites des€ellules HEK293T, qui ne synthétisent
pas de lipoprotéines. Toutefois, ce modéle a pefidisntification de plusieurs récepteurs
cellulaires essentiels a l'entrée du VHC dans leflules, comme le récepteur aux
lipoprotéines de faible densité (LDL-R), les pro&s de jonctions serrées : Claudines-1,-6 et

-9 et plus récemment I'Occludine.

Ce modele est limité a I'étude de I'entrée du VHDslles cellules ou a I'étude des anticorps
dirigés contre les protéines d’enveloppe du VHOnetpermet de mimer que les étapes
précoces, de I'attachement de la particule a Exdition de la capside virale (Bartossthal,
2005; Lavilletteet al,, 2005).

B. Modele du réplicon du VHC

En 1999, Lohmanmt al. ont réalisé une avancée importante dans la raohexgr le VHC
quand ils ont rapporté la mise au point d’'un systé® culture cellulaire basé sur la sélection
de cellules permettant une réplication stable A& N génomique du VHC (Lohmaret al,
1999). lIs ont travaillé sur un génome consensugétype 1b provenant d'un patient
chroniquement infecté. La région allant de la pratéde capside a la protéine p7 a été
remplacée par la séquence codant pour le génesdgarece a la néomycine et I'IRES du
virus de I'encéphalomyocardite (ECMV). Le réplicanb-génomique résultant est donc
bicistronique, dont la traduction du premier cist{géne de résistance a la néomycine) est
assurée par I'lRES du VHC et celle du second ais(MS2-NS5B) par I'IRES de 'TECMV.
D’autres constructions sub-génomiques sont compodé® second cistron codant pour les
protéines NS3 a NS5B (Figure 9A). Aprés transfectie cellules de la lignée Huh7 avec ce
réplicon, la sélection de la trés faible proportide cellules supportant une réplication
autonome a été obtenue par traitement avec la r@oenffFigure 9B1). Plusieurs mutations

(désignées sous le terme de mutations adaptateresiltlre cellulaire) ont été identifiées
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dans ces ARNSs a réplication autonome et il a édotéré que ces mutations amélioraient
considérablement la réplication dans les réplicdrs.pdle majeur de ces mutations a été
retrouvé dans NS5A, NS3 et NS5B,effes augmentent la réplication de I'ARN de pres de
10.000 fois (Blightet al, 2002; Kriegeret al, 2001; Lohmanret al, 2001). En 2002,
Pietschmanret al. ont généré un réplicon génomique, contenant lrab$ée du génome du
VHC de génotype 1b (Pietschmaenal, 2002). Plus récemment, des réplicons de génotype
4a et 3a ont été décrits (Pesigal, 2013; Saeeét al, 2013). lls contiennent des mutations

adaptatives qui amplifient la réplication de 'ARN.
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Figure 9 : Représentation schématique du systeme déplicon.

Les réplicons subgénomique et génomique sont cadspde la région 5’NC du VHC, du géne codant la
néomycine phosphotransférase (NéoR), de I'lRESidis \de I'encéphalomyocardite, de la région cogemitr

les protéines du VHC et de la région 3'NC (A). loedlules Huh7 sont électroporées avec 'ARN duioépl.
Les colonies répliqguant efficacement le répliconMiiC sont choisies en raison de leur résistance @418
(B1). En paralléle, des sous-clones de Huh7 hautep@missifs a la réplication du VHC peuvent &i¢éenus
par traitement a la G418 des cellules transfectées.cellules sont ensuite traitées par I'lFN péliminer le
réplicon (B2). D'aprés (Régeadd al, 2007).
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Le développement des réplicons sub-génomiques rmipeate définir I'unité minimale de
réplication : en effet, I'insertion de la séquerodant pour les protéines non structurales NS3
a NS5B est nécessaire a leur réplication autondependant, l'utilisation des réplicons
génomiques est complémentaire car il n'est pasuexgle I'expression des protéines

structurales modifie certains aspects de I'étapesication.

C. Modéle du clone cellulaire du VHC

Un inconvénient majeur du modele de réplicon &ait incapacité a produire des particules
virales. Une avancée importante est survenue quamdplicon génomique a été construit en
utilisant le clone JFH-1, de génotype 2a du VHGe!# d’'un patient japonais souffrant d’'une
hépatite fulminante. Ce réplicon se répliquaitcsfiement en culture cellulaire, sans avoir
besoin de mutations adaptatives et produisait ddgples virales infectieuses (Wakétal,
2005). Grace a ce modele, il a été possible poprdmiére fois de caractériser les particules
virales produitesn vitro. D’'un point de vue morphologique, les particulésales ont été
observées par microscopie électronique, et ellésgptaient un diameétre de 55 nm (Wakita
al., 2005). D’un point de vue biochimique, des analysar gradient de densité ont permis de
montrer que ces particules virales du VHC dérivéesclone cellulaire (nommées VHCcc)
produitesin vitro étaient associées a des lipoprotéines (Gastaminazg 2006; Lindenbach
et al, 2005; Zhonget al, 2005). Cependant, cette association initiale erabte pas étre
optimale puisque les virus récupérés apres un gagsaivo, aussi bien chez le chimpanzé
gue chez des souris humanisées, présentent ur@atissoplus stable avec les lipoprotéines,

conduisant a une meilleure infectiosiévitro (Lindenbach et al. 2006).

Les capacités de réplication et de production dens du réplicon JFH-1 ont été améliorées
par la construction d’'un réplicon chimérique de JdFHui contenait les protéines structurales
d’un autre isolat 2a appelé J6 (Pietschmenal, 2006). Trés récemment, un nouveau clone
infectieux dérivé de culture cellulaire a été géndirest également issu d’'un génome 2a d’un
patient japonais atteint d’'une hépatite fulmingaigpelé JFH-2). Cette fois, des mutations ont
été retrouvees et elles permettent d’augmentegdhcation du clone JFH-2. Ce génome se
réplique dans des lignées hépatiques et produivides infectieux (Datest al, 2012). Dans

le méme temps, Lét al. ont développé un clone infectieux de génotype é&a/é de culture
cellulaire appelé TN, qui réplique efficacement mioduit également des particules
infectieuses (Let al, 2012).
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Les particules VHCcc (Figure 10) ont la capaciiéfdcter les mémes cultures cellulaires que
les pseudoparticules VHCpp. Cependant, peu d’équiperapporté l'infection d’hépatocytes
humains en culture primaire par les particules VeiGZette infection dans les hépatocytes
humains primaires serait dépendante de la présgmdeD81 (Molinaet al, 2008) et les
cellules supporteraient un cycle infectieux complatluant la production de nouvelles
particules infectieuses. Toutefois, ces nouvelladiqules infectieuses ont une densité de
flottaison plus faible et une infectiosité plust&rcaractéristiques similaires aux particules

associées aux VLDL produites durant I'infectiarvivo (Podevinet al, 2010).

Le développement du modéle VHCcc a permis I'étundeitro du cycle de vie complet du
virus, y compris les étapes qui étaient auparavzatcessibles tels que lI'assemblage des
particules virales et la sécrétion des particuiésctieuses.

ARN VHC JFH1

Electroparation de
cellules Huh?

NEER RS

VHCece

Infection de cellule o
Huh?7

Analyse de I'expression de
protéines virales ou de
protéines reportrices

Figure 10 : Représentation schématique du modele \Etc.

Les lignées cellulaires Huh7 sont électroporées &egtranscrits d’ARN du génome JFH1. Deux joymea la
transfection, les virus sont sécrétés dans le geara des cellules répliquant le génome JFH1 du Mbigpres
(Régearctt al, 2007).
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IV. Cycle viral du VHC

Les virus sont des particules inertes qui exploilfanmachinerie de la cellule héte pour
réaliser leur cycle biologique. Ainsi, durant chagttape du cycle viral du VHC, le virus
interagit avec de nombreux partenaires cellulaitespremiere étape constitue I'entrée du
virus dans sa cellule héte suivant un tropismeujlest propre. L'entrée du virus nécessite la
reconnaissance de partenaires cellulaires exprmasnembrane plasmique, permettant son
attachement a la surface de la cellule. Une suiccestévénements permet ensuite la
pénétration du virus dans la cellule et le relaegdg la nucléocapside dans le cytoplasme. La
suite du cycle permet la traduction du génome \aetala maturation des protéines virales
nécessaires au bon déroulement de I'étape suiventegplication virale. A ce stade, le
complexe de réplication se forme, aboutissant &ylsthése de I'ARN viral de polarité
négative et 'amplification de 'ARN de polarité gitive. Le cycle s’achéve par une derniere
étape qui consiste en I'assemblage de nouvelldicylas virales et leur sécrétion dans le
domaine extracellulaire. Nous développerons cefgrdifites étapes dans la suite de cette

section.

A. Tropisme cellulaire

Le tropisme d’'un virus est déterminé non seulenpent la reconnaissance de partenaires
cellulaires présents a la membrane plasmique ngaigment par la susceptibilité des cellules
a supporter l'intégralité du cycle viral. Le tropie du VHC est particulierement restreint
puisqu’il n’est infectieux que sur trois especé&slomme, le chimpanzé et la musaraigne des
arbres. De plus, le tropisme est limité au seiffiddividu infecté et se traduit par un faible
nombre de types cellulaires permissifs.

Bien que le foie soit le site principal de la réption du VHC, des études récentes ont
suggéré gu’il ne serait pas le seul site de réuicadu virus et que des sites extra-hépatiques
existeraient. En effet, de 'ARN viral a été dééedans les cellules mononucléées du sang
périphérique, dans le cerveau et dans le systemewe central (Fishmamet al, 2008;
Murray et al, 2008). Cependant, la détection d’ARN viral denlpositif en I'absence de tout
brin négatif dans le tissu n’indique pas une répic du VHC. Plusieurs études ont détecté
'ARN du VHC dans les tissus du systéme nerveuxraemt dans le fluide cérébrospinal
(Fishmanet al, 2008; Fortonet al, 2004; Murrayet al, 2008; Wilkinsonet al, 2010).
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Toutefois, une variation génétique a été obsenads des séquences virales du cerveau par
rapport a celles du foie, chez un méme patienh(fanet al, 2008; Murrayet al, 2008).
Pour le moment, il existe peu d’étudesvitro ayant identifié les cellules du systeme nerveux
central comme étant permissives a linfection par MHC. Récemment, des lignées
endothéliales de la barriere hémato-encéphalique étd identifiées comme supportant
I'entrée et la réplication du VHC (Fletchetral, 2012). Ces lignées endothéliales exprimaient
tous les récepteurs requis pour I'entrée du VHGs f@sultats démontrent que I'entrée du
VHC ne se limite pas aux hépatocytes et suggenamtle) systéeme nerveux central pourrait

étre une cible pour 'infectiom vivo du virus.

Ces différents sites extra-hépatiques pourraienstdoer des « réservoirs du virus », et
seraient notamment responsables des ré-infectiépetiques apres une greffe de foie.

B. Mécanismes d’entrée

1. Interaction avec des partenaires cellulaires deurface

De par leur exposition a la surface des particuledes, les glycoprotéines d’enveloppe E1 et
E2 sont tres probablement impliquées dans I'erdtéerus dans la cellule. En effet, E1 et E2
participent a la plupart des étapes de I'entréalevir attachement a la membrane des cellules,
endocytose et fusion aux endosomes précoces dagrsvironnement a faible pH (Blanchard
et al, 2006; Hsuet al, 2003; Meertengt al, 2006; Tschernet al, 2006). L’infection est
initiée par linteraction de la particule virale esv des protéines spécifiques, a la surface
cellulaire. Ces protéines appartiennent a deux goats, classées en fonction des
conséquences fonctionnelles de leur interacties facteurs d’attachement et les récepteurs.
Les facteurs d’attachement servent a lier et caneeres particules virales a la surface
cellulaire, avec toutefois une spécificité assédzdaD’autre part, les récepteurs ont pour role
de promouvoir activement I'entrée du virus en isdni des changements conformationnels
des glycoprotéines virales et/ou en activant lesesvade signalisation requises pour
I'internalisation du virion. L'entrée du VHC estmbun processus complexe et multi-étapes,
impliquant des facteurs d’attachement (glycosamiyuames, récepteur des LDL, lectines de
type C) et des récepteurs (SRBI, CD81, Claudine€celudine).
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a) Les facteurs d’attachement

» Glycosaminoglycanes

Les Glycosaminoglycanes (GAGS) sont présents arface des cellules et semblent étre le
site initial pour la fixation du VHC et d’autresrus de la famille des Flaviviridae (Baréh

al., 2003). Les GAGs sont des polysaccharides a lango@ines non ramifiées, exprimés a la
surface de toutes les cellules mais dont la cortiposiarie en fonction du type cellulaire. II
existe plusieurs types de GAGs, incluant les kéegtssulfates et les héparanes-sulfates. Dans
le cas du VHC, l'intervention des GAGs dans lexpssus d’entrée a été initialement mise en
évidence a l'aide de particules virus-likerovenant de l'auto-assemblage des protéines
structurales du VHC. Dans ce modéle, seuls cert@f&s, dérivés de I'héparine, étaient
susceptibles d’intervenir dans I'attachement desiqudes virales aux cellules de la lignée
HepG2 (Barthet al, 2003, 2006). Des résultats similaires ont étérm a I'aide du modéle
VHCcc, alors qu’aucune interaction avec I'hépaniree pu étre démontrée avec les VHCpp
(Callenset al, 2005; Koutsoudakist al, 2006; Morikaweet al,, 2007).

> Lectines de type C

DC-SIGN et L-SIGN appartiennent a la famille destilees de type C, connues pour
fonctionner en tant que facteurs d’attachement ptusieurs virus dans leur étape d’entrée, y
compris le VIH de type | (Geijtenbedt al, 2000). DC-SIGN est exprimée a la surface des
cellules dendritiques, des cellules de Kupffer es dymphocytes, tandis que L-SIGN est
exprimée dans les cellules endothéliales sinusesdadi foie. DC-SIGN et L-SIGN se lient
spécifiguement a la forme soluble de la glycopratét2 du VHC (Gardnest al, 2003). Ces
molécules seraient capables de transmettre le wirdss cellules permissives et pourraient

eégalement jouer un role dans le tropisme tissu{@eedneret al, 2003).
» Récepteur des LDL

Le récepteur des LDL (LDL-R) (Figure 11) est ungcglprotéine membranaire qui controle la
voie principale par laquelle le cholestérol péneétas les cellules. Son ligand physiologique,
le LDL, contient I'apolipoprotéine B et transpo® a 70% du cholestérol plasmatique. Le
LDL-R se lie également a des lipoprotéines contehapolipoprotéine E, tels que les VLDL
(Molina et al, 2007).
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Figure 11 : Représentation schématique du LDL-R.

LDL-R posséde un domaine transmembranaire. Son idem&aterminal, dirigé vers le milieu extracellukaiest
fortement glycosylé. Les O-glycosylations et leglfeosylations sont représentées en vert claireet foncé,
respectivement.

Etant donné que les virions circulants sont associédes lipoprotéines enrichies en
triglycérides incluant les VLDL et les LDL (Anded al, 2002; Kantcet al, 1995), le LDL-R

a été proposé comme un potentiel facteur d’entte&/IldC. De plus, plusieurs études ont
montré que d’autres membres de la famille des Viladae utilisaient également le LDL-R
pour I'entrée virale (Beglova & Blacklow, 2005). lmise en évidence de l'importance du
LDL-R dans l'infection par le VHC a été apportée pame étude réalisée sur des cultures
primaires d’hépatocytes humains. Pour cela, desclioins ont été réalisées sur les cellules,
avec du VHC sérique. En combinaison avec I'utiiat’anticorps dirigés contre le LDL-R,
I'équipe a observé une inhibition de I'infectionrp@a VHC. Elle a alors suggéré que le LDL-

R jouait un réle dans les étapes précoces de dlioie (Molinaet al, 2007).

Le réle de LDL-R dans linfection virale a été confé plus récemment, grace a la
lipoprotéine lipase. Cette enzyme posseéde la pdatice de pouvoir hydrolyser les
lipoprotéines riches en triglycérides associéespuiicules virales infectieuses, en VLDL et

en chylomicrons. Mais indépendamment de cette igetbatalytique, la lipoprotéine lipase a
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également une activité de pontage, en participéabsaorption hépatique des chylomicrons et
des VLDL. L'ajout exogene de cette enzyme a pemfiighiber de plus de 90% l'infection
dans les cellules de la lignée hépatique Huh7.5iligMa et al, 2011). Cette inhibition
passerait par I'action de la lipoprotéine lipaselsa lipoprotéines enrichies en triglycérides
associées aux particules virales, a travers deamsiaes impliquant son activité lipolytique,
mais aussi sa fonction de pontage (Maillatdal, 2011; Sunet al, 2012). Récemment,
Albeckaet al. ont mis en lumiere 'importance du LDL-R pour umglication optimale du
VHC. L'utilisation de I'ARN interférence en ciblantt LDL-R a permis de réduire
I'infectivité du VHCcc dans les cellules Huh7, ciomfant ainsi un role de ce récepteur dans
le cycle de vie du VHC. De plus, l'utilisation d’uanticorps spécifique contre le LDL-R a
conduit a une baisse de la réplication de 'ARNaViPar contre, lors de cette étude, I'équipe
n'a pas observé un réel impact sur I'entrée viegees l'inhibition du LDL-R. Elle a donc
proposé que le LDL-R n’était pas essentiel a unigéerdes particules infectieuses du VHC,
mais que sa fonction physiologique était importgrtter une réplication optimale du génome
(Albeckaet al, 2012).

b) Les récepteurs
» CD81

CD8L1 est une tétraspanine de 25 kDa exprimée dasdds tissus, a I'exception des hématies
et des plaquettes. Elle est impliguée dans diversamismes dont I'adhérence cellulaire, la
motilité et la signalisation (Figure 12). Au niveade la membrane plasmique, les
tétraspanines interagissent entre elles et avadrd&aprotéines cellulaires pour former des
domaines riches en tétraspanines (TEM : tetraspamiohed microdomains). La composition
de ces TEM semble dépendante du type cellulairengtéant ainsi I'accomplissement de
fonctions spécifiques a chaque type cellulaire. CB&té le premier facteur identifié comme
nécessaire a I'entrée du VHC dans la cellule. Gea@té suggeére apres la démonstration que
CD8L1 interagit avec une forme soluble de la glyotgine E2 (Pileriet al, 1998), ce qui
impliqgue que CD81 pourrait étre un facteur de dinisPar la suite, ce role a été largement
confirmé grace aux modéles VHCpp, VHCcc, de VHQéislu patient et au modéle de souris
humanisées (Bartos@t al, 2003b; Lavilletteet al, 2005; Lindenbacket al, 2005; Wakitaet

al., 2005; Zhanget al, 2004). L'étape d’entrée du VHC pendant laquel®3C intervient
demeure incertaine. Plusieurs équipes ont monte2 dps anticorps anti-CD81 pouvaient
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inhiber l'infection de facon similaire, qu'ils saie ajoutés avant, pendant ou aprés
I'incubation des cellules avec le VHC. Cela suggmig, que le rble primaire de CD81 n’est
pas de participer a la liaison du virus a la swfeellulaire (Koutsoudakist al, 2006; Zeisel

et al, 2007), soit que son role s’étend au-dela. Unsiplesimplication de CD81 au cours de

la réplication a méme été suggérée apreés obsamnvatie la réplication du VHC était efficace

dans des cellules présentant des niveaux élevé®8lg (Zhanget al, 2010).
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Figure 12 : Représentation schématique de CD81.

La tétraspanine CD81 est composée de quatre dosnamesmembranaires, de deux boucles extracedslair
(SEL et LEL) et d’'une courte boucle cytosolique. #ain de LEL se situent quatre résidus cystéinasergés,
impliqués dans la formation de ponts disulfuremdiqués en violet sur le schéma. En orange s@résentés
les résidus cystéines localisés dans le cytogmbstédant potentiellement un groupement palmytoyl.

» SRBI

SRBI est une glycoprotéine de 82 kDa, fortementriexge dans les tissus hépatiques et
stéroidogéniques (Figure 13), particulierement desmségions adjacentes au flux sanguin, ou
elle participe a I'absorption sélective du choledté partir des lipoprotéines de haute densité
(HDL). Elle agit également comme un récepteur egtigue, pour maintenir I’homeéostasie
lipidique dans les cellules hépatiques (Actnal, 1996; Connellyet al, 1999). Cette
protéine est exprimée dans la majorité des cellmlammaliennes, mais son expression est
particulierement forte dans le foie (Bartosthal, 2003b). SRBI a été initialement identifiée
comme un facteur putatif de liaison a E2 via somaioe hypervariable 1 (HVR1) (Bartosch

et al, 2005). L'implication de SRBI dans I'entrée du VHté suggérée par sa capacité a se
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lier a une forme soluble de E2 (Scarsetlial, 2002). Ce rdle a été confirmé plus tard par
I'inhibition de I'infection par le VHC avec des a&rrps anti-SRBI et en inhibant I'expression
de la protéine dans des lignées cellulaires oucd#ares primaires d’hépatocytes humains
(Bartosch & Dubuisson, 2010; Dubuisseinal, 2008; Helle & Dubuisson, 2008; Régeaitd
al., 2008). Les résidus de SRBI potentiellement im@&) dans la liaison avec E2 ont
récemment été identifiés dans son ectodomaine ri€s¢at al, 2010). En effet, les acides
aminés 70-87 et le résidu E210 sont requis poredannaissance de E2. L’épissage alternatif
du transcrit conduit a la production de SRBII quffédle de SRBI seulement dans son
domaine C-terminal. Le domaine C-terminal de SRHiliticiperait a l'internalisation rapide
et a la localisation intracellulaire de la protéinéextrémité C-terminale de SRBI a été
montrée comme jouant un role dans I'entrée du VB&\x et al, 2009a). En plus de la
liaison directe de la forme soluble de E2 avec SREI également été suggéré que le virus
pouvait se lier a SRBI via sa composition lipopigeé (Maillard et al, 2006). De plus,
I'effet activateur des HDL sur l'infection du VH@t I'observation que des mutations dans
SBRI (conduisant a l'inhibition de la fixation de¥OL et du transfert lipidique) perturbaient
eégalement l'infection par le VHCpp (Drewet al, 2009a), confortent ce réle fonctionnel de

SRBI lié aux lipoprotéines, dans l'infection paMeiC.

Figure 13 : Représentation schématique de SBRI.

SBRI est une protéine membranaire contenant demaih@s transmembranaires et une boucle extradediula
Elle présente 6 cystéines au sein de la bouclaaeltulaire et 2 autres localisées au niveau dgukue C-
terminale, pouvant étre palmytoylées ou myristyléass résidus cystéines sont indiqués en violet. dades
aminés pouvant étre modifiés par N-glycosylationt seprésentés en vert. D'aprés (Cocqueteall, 2006).

Bien qu'il ait été suggéré que E2 puisse se li@DB1 et SRBI (Heet al, 2006), la nature

de cette interaction tripartite n’est pas claire,les expériences sont compliquées par la
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présence d'agrégats de ponts di-sulfures au nidmuE2. Une hypothése serait que
I'association du virus avec SRBI pourrait déclemcha réarrangement membranaire ou
cytoplasmique qui apporterait le complexe VHC-SRBIproximité des autres facteurs

cellulaires.
» Claudine-1

La Claudine-1 est une protéine de 23 kDa (Figudeel4ppartient a la famille des claudines,
qui compte 24 membres. Les claudines jouent un e8kentiel dans la formation et le
maintien des jonctions serrées dans les cellulébédiples et endothéliales. La premiere
étude a faire cas de lI'implication de la Claudingahs I'entrée du VHC a été réalisée en 2007
par Evans et ses collaborateurs. Grace a une dmprbexpression de genes par clonage
itératif et a l'utilisation d’'un anticorps anti-Qldine-1, I'équipe a montré que la Claudine-1
était importante pour I'entrée virale, probablemeéans les étapes tardives de I'entrée, apres
I'attachement du virus et l'interaction avec CD&Vvdnset al, 2007). Par la suite, plusieurs
équipes ont également mis en évidence des intenactiirectes entre les tétraspanines et les
claudines, soutenant ainsi un modeéle ou les coraple@D81-Claudine-1 participent a
I'internalisation du VHC (Brazzolet al, 2008; Cukiermaret al, 2009; Harriset al, 2010).
Cette implication dans [linternalisation semble foonée car ['utilisation d’anticorps
spécifiqgues anti-Claudine-1 permet de neutraligdape de post-attachement de l'infection
virale (Fofanaet al, 2010; Kriegeet al, 2010).

Les Claudines-6 et -9 ont également été impliguses I'entrée du VHC (Meerters al,
2008; Zhenget al, 2007); cependant, leurs niveaux d’expression dans ke éidans des
hépatocytes humains primaires sont faibles et peudtinence physiologique pour I'entrége

vivodu VHC n’est pas encore clairement établie.
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Figure 14 : Représentation schématique de la Clauai-1.

La Claudine-1 possede 4 domaines transmembranaines,courte séquence N-terminale cytosolique, deux
boucles extracellulaires, une boucle intracellelagt un domaine C-terminal cytosolique. Les sites d
palmytoylation sont représentés en orange. D'afMas Itallie & Anderson, 2006).

» Occludine

L’Occludine est une protéine transmembranaire dekB& et un constituant majeur des
jonctions serrées hépatiques (Figure 15). Bienlapeésence de SRBI, CD81 et la Claudine-
1 soit essentielle pour l'infection, ces protéiseat insuffisantes pour permettre une infection
par le VHC dans des cellules non permissives. BX® 200ccludine a été identifiee comme la
quatrieme molécule de la cellule hote requise featrée du VHC (Benedictet al, 2009;
Liu et al, 2009; Plosst al, 2009). Plus récemment, Dorner et ses colleguesapporté que
I'expression de I'Occludine, de SRBI, de la Clagdinet de CD81 humaines dans du foie
murin conférent la susceptibilité a I'entrée du VH&hs les hépatocytes (Dormtral, 2011).
Michta et al ont identifié la seconde moitié du domaine exlataire 2 de I'Occludine

comme étant importante pour l'infectivité du VHCi¢ttaet al, 2010).
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Figure 15 : Représentation schématique de I'Occlude.
L'Occludine posséde 4 domaines transmembranaiees; Houcles extracellulaires et une boucle intfakeste.
Ses régions en N- et C-terminale sont cytoplasmnsigize: acide aminé. D'aprés (Feldnedml, 2005).

L’Occludine est essentiellement exprimée a la membapicale des hépatocytes dans un foie
normal, et contrairement a la Claudine-1, I'expi@s®st minimale a la surface basolatérale
(Mee et al, 2008). L'expression de I'Occludine dans les hépges, de méme que I'entrée
du VHC sont augmentées lors d’'un traitement auxaglarticoides (Ciesekt al, 2010) ;
tandis que I'expression de I'Occludine est régudlda baisse lors de linfection par le VHC,

afin de prévenir une surinfection (Lat al, 2009).
> D'autres récepteurs candidats : EGF-R EphA2 et NPC1 L1

En 2011, I'équipe dirigée par Thomas Baumert a emsévidence le role de récepteurs a
activité tyrosine kinase (RTKs) dans I'entrée duG/H.e récepteur au facteur de croissance
épidermique (EGF-R : Epidermal Growth Factor Remgpt celui de 'Ephrine A2 (EphA2 :
Ephrin receptor A2) sont des RTKs fortement expsind@ns le foie. Leur inhibition par
'ARN interférence ou par des inhibiteurs de pno#Si kinases cliniguement approuvées
(Erlotinib et Dasatinib, respectivement) induit udieninution de I'entrée et de l'infection
virales. Ces deux récepteurs réguleraient la faomatles complexes CD81-Claudine-1,
complexes nécessaires a l'entrée virale (Lupbergat, 2011). Plus récemment, Diat al.
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ont proposé que CD81 co-internalise avec 'EGF-Buet ce soit cette étape qui soit bloquée
par les inhibiteurs d’EGF-R. La liaison directe ldeparticule virale avec CD81 induirait
I'activation et I'internalisation de 'EGF-R, samaplication apparente de la Claudine-1. Cette
internalisation serait critique pour I'entrée v@gDiaoet al, 2012). Plus réecemment, Kigt

al. ont suggéré que la MAP kinase MKNK1 agirait enlaleaEGF-R, pour faciliter I'entrée
virale (Kim et al, 2013). Une autre étude a identifé la GTPase Hieasne étant nécessaire
a lI'entrée du VHC. Elle serait activée en aval designalisation dEGF-R et serait un
transducteur de signal clé chez I'h6te dans I'entiéale induite par 'TEGF-R. Cette protéine
HRas s’associerait avec CD81 et la Claudine-1,aesignalisation serait requise pour la
diffusion latérale de CD81 a la membrane, ce quingétrait 'assemblage de cette derniére
avec la Claudine-1 (Zoret al, 2013).

En 2012, Sainet al. ont identifié le récepteur d’absorption du chatest, Niemann-Pick C1-
like 1 (NPC1L1) comme un nouveau facteur impliqaédsil'entrée du VHC (Sainet al,
2012). NPC1L1 est un recepteur du cholestérol,ieéa la surface des cellules intestinales
et des hépatocytes humains. Il est responsabl@alasoiption cellulaire du cholestérol et de
I’'homéostasie du cholestérol dans tout I'organigdkémann et al, 2004). Sainzt al. ont
démontré que I'expression de NPC1L1 était nécesgaiur I'initiation de I'infection. Ils ont
également montré le réle de ce récepteur dansetiin in vivo du VHC. En utilisant
I'ézétimibe, un inhibiteur de la fonction de NPC1Isir des souris immunodéficientes dont le
foie a été repeuplé avec des hépatocytes humbmmticonstaté que cette molécule retardait
I'établissement de I'infection par le VHC. L'impation de NPC1L1 dans I'entrée du VHC

pourrait intervenir dans une étape de post-fixafiainzet al, 2012).

En résumé, les protéines denveloppe du VHC peuvetdragir avec de nombreux
partenaires cellulaires a la surface de la celdke. Les particules virales sont sous la forme
de lipoviroparticules, issues de la liaison ené® ¢lycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du
VHC et les lipoprotéines cellulaires enrichies eiglycérides, cholestérol, et plusieurs
apolipoprotéines (Aizalet al, 2008; Andreet al, 2002). La circulation des lipoviroparticules
et leur capacité a servir de médiateur a l'infectimplique que les voies de transport des
lipides peuvent étre engagées dans le ciblageidyéo le VHC.

En conclusion, dans un procédé coordonné compagstasieurs étapes, le VHC s’attacherait
d'abord aux GAGs. Ensuite, il se lierait au LDL-BRB1 et CD81 a la surface des

hépatocytes, puis il interagirait avec la Claudinet I'Occludine dans les jonctions serrées,
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avant d'étre endocyté. EGF-R et EphA2 favorisetasdors I'association CD81-Claudine-1,
ainsi que la fusion membranaire. NPC1L1 pourraérgu lui favoriser I'entrée du VHC, soit
directement par l'interaction avec le cholestérmes tipoviroparticules, soit indirectement par
modulation de 'homéostasie du cholestérol (Figle Avec une telle diversité de facteurs
cellulaires impliqués, la poursuite du décryptagel’dntrée virale est donc nécessaire, afin
d’étudier avec plus de précisions I'implication deacun des récepteurs candidats et de

déterminer les cascades d’évenements permettarf@acton productive.
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Membrane
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Figure 16 :Potentiels réles fonctionnels de NPC1L1, de 'EGF-Rt de 'EphA2 dans I'entrée du VHC.

La majorité des NPC1L1 est localisée a la surfaoeabe (canalicules biliaires). Le VHC se lieraiixa
glycosaminoglycanes, et I'entrée virale serait itelpar SRBI, CD81, la Claudine-1, I'Occludine, siique les
récepteurs a activité tyrosine kinase (EGF-R etA2phgui favorisent I'association CD8XLlaudine-1 et la
fusion membranaire. NPC1L1 pourrait favoriser Iféet du VHC, soit directement par l'interaction avec
cholestérol des lipoviroparticules, soit indireceatnpar modulation de I’homéostasie du cholestddoldifiée

de (Lupbergeet al, 2012).
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2. Internalisation du virus et fusion entre membrares virales et cellulaires

L'utilisation d’inhibiteurs de l'acidification degndosomes tels que la bafilomycine Al, la
concanamycine A ou le chlorure d’ammonium, a pemhaisnontrer que I'entrée des VHCpp
(Bartoschet al, 2003b; Hstet al, 2003) et des VHCcc (Blanchaetlal, 2006; Koutsoudakis
et al, 2006) était dépendante du pH. Ceci suggere gW@i@ entre dans ses cellules cibles
par endocytose. L'utilisation d’inhibiteurs chimi&giou de 'ARN interférence a permis de
montrer que I'entrée du VHC se déroule via une dx@adocytose dépendante de la clathrine
(Blanchardet al, 2006; Meertengt al, 2006). Plus récemment, il a été montré un réke de
microtubules dans le trafic intracellulaire du VHsTjjite a son internalisation par endocytose
(Roohvandet al, 2009).Un systéme de fusion entre les VHCpp et des lipesoapermis de
montrer que la fusion est dépendante de la tempérdtavillette et al, 2006). Elle ne
nécessite pas la présence de protéines a la suléaciposomes mais pourrait étre facilitée
par la présence de cholestérol (Heicl, 2009). Ce modele de fusion a permis de montrer la
participation d’une région de E1 correspondant @sdus 270 a 284 et deux régions de E2
correspondant aux résidus 416 a 430 et 600 a 62¢€ ldamécanisme de fusion du VHC
(Lavillette et al, 2007). D’autre part, il a été montré que la matatle certains résidus des
domaines transmembranaires de E1 et E2 altéreofai@reé de fusion de ces glycoprotéines

d’enveloppe (Ciczorat al, 2007).

C. Traduction du génome viral et clivage de la polyrotéine

Comme d’autres virus a ARN simple brin positifgénome du VHC est directement traduit
lors de la libération du génome viral dans le cidsme. La machinerie ribosomale de la
cellule héte est utilisée a cet effet. Contrairen@ePARNmM cellulaire, la traduction de 'ARN
du VHC n’est pas dépendante de la coiffe. Au lieucdla, la traduction se produit aprés la
liaison de la sous-unité ribosomique 40S au domiide I'IRES, permettant le recrutement
du facteur d’initiation eucaryote elF3 et l'asseag@ ultérieur d’'un complexe ribosomal
complet qui traduit alors le génome viral en pobgpme (Figure 17) (Tsukiyama-Kohash

al., 1992). La polyprotéine, ancrée dans le RE estienslivée en au moins 10 protéines
virales par une peptidase cellulaire et deux pssteairales. La plupart de ces clivages ont
lieu de maniére concomitante a la traduction, xckbption des clivages entre E2 et p7 et entre
p7 et NS2 qui sont retardés, conduisant parfoigsadivages incomplets (Santoliei al,
1994).
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Figure 17 : Représentation schématique du réle deIRES du VHC dans l'assemblage des complexes
ribosomiques et l'initiation de la traduction. Adaptée de (Fraser & Doudna, 2007).

D. Réplication de 'ARN viral, assemblage et sécri@n des néovirions

La traduction du génome du VHC et le clivage dedé/protéine entraine la libération des
protéines virales et l'initiation de la formation domplexe de réplication virale. Ce complexe
de réplication serait formé dans les structures bmanaires modifiees du RE, appelé réseau
membranaire (Gosesdt al, 2003; Shiet al, 2003). La formation de ce réseau membranaire
pourrait étre médiée par la protéine NS4B (Eggeal, 2002). Le complexe de réplication
contient la machinerie cellulaire compléete nécessaia réplication de I'ARN viral (Egget

al., 2002; WARISet al, 2004). De facon similaire a d’autres virus a ABMple brin positif,

le génome du VHC est transcrit en un ARN intermiéglide polarité négative qui servira de
matrice pour la synthese d’ARN de polarité positfFeng et al, 1991; Lohmanret al,
1999). Récemment, il a été démontré que les ARMtifeéget positifs formaient un ARN
double brin intermédiaire qui subit un déplacendmbrin pour produire des brins naissants
(Targett-Adamset al, 2008). La synthese de '’'ARN de polarité négatiresi que 'ARN de

polarité positive est catalysée par la polymérasaler ARN dépendante NS5B, qui a le



Le virus de Ihépatite C

potentiel de synthétiser de longues molécules d’AgMs qu’il n'y ait besoin d’autres
facteurs cellulaires ou viraux (Lohmaehal, 1997).

Plusieurs études ont rapporté que le VHC pouvaitugeer la voie autophagique afin
d’induire I'accumulation d’autophagosomes dansdeltules hépatiques. En effet, plusieurs
laboratoires indépendants ont rapporté que leipex d’'autophagie comme Atg4, Atg5,
Atg7 et Atgl2, sont nécessaires pour une infectioale productive (Drewet al, 2009b;
Guevinet al, 2010; Ke & Chen, 2011; Shrivastaghal, 2011). L'étude de chaque étape du
cycle de vie du VHC suggére que ces protéines reatldpécifiquement ['initiation de la
traduction de I'ARN du VHC et par conséquent, laenen place de la réplication du VHC
(Dreux et al, 2009b). Cette observation a été confirmée plud tmr d'autres études
indépendantes (Gueviet al, 2010; Ke & Chen, 2011). Une autre étude sugge lg
réplication de 'ARN viral prendrait initialementgee dans les membranes autophagosomales

de cellules contenant un réplicon VHC de génotypéSiret al, 2012).

Les mécanismes entourant les étapes ultérieurela gwoduction des particules virales
demeurent mal connus. Il a été démontré que |iptle capside était présente a la surface
des gouttelettes lipidiques qui colocalisent awscdomplexes de réplication (Miyanatial,
2007). La perturbation de linteraction entre lesutgelettes lipidiques et la protéine de
capside réduit la production de particules virahisctieuses (Boulargt al, 2007). Les ARN
viraux nouvellement synthétisés et destinés a rsatgi génomes aux nouveaux virions
interagissent avec la protéine de capside assaciégouttelettes lipidiques, induisant ainsi
son oligomérisation et conduisant a la formation ndeléocapsides. Ces nucléocapsides
acquierent alors une enveloppe dérivee de membiiedaires portant les glycoprotéines
virales (Nakaket al, 2006; Suzuki, 2011; Tanak#& al, 2000) (Figure 18). Outre les protéines
structurales, les protéines non structurales jouegélement un réle important dans
'assemblage viral. Il a été démontré que certaimesations dans NS5A, abolissant son
interaction avec les gouttelettes lipidiques réaleist la production de particules infectieuses
(Miyanari et al, 2007). D’autres études ont démontré d’'importaimtggactions entre NS5A
et la protéine de capside, interactions esserttigiteur I'assemblage (Appet al, 2008;
Masakiet al, 2008; Tellinghuisert al, 2008). De méme, plusieurs publications ont rajgpor
I'implication de NS2 et NS3 dans I'assemblage (Rergt al, 2009; Maet al, 2008).
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VLDL pathway

Replication complex

Figure 18 : Assemblage des particules virales.

Les ARN génomiques nouvellement synthétisés engantontact avec la protéine de capside associée au
gouttelettes lipidiques, probablement par l'intediaée d’une interaction entre la protéine de cd@st NS5A.
Cette interaction de I'ARN génomique avec la progéile capside conduit a son encapsidation etiaafion de

la nucléocapside. Puis, par des mécanismes entooanus, E1 et E2 sont ajoutés a la nucléocapsitks e
virions sont ensuite exportés vers la surface leétki

Les virions nouvellement synthétisés sont ensuifoeés vers la surface cellulaire via un
mécanisme encore inconnu et libérés dans le méiduacellulaire. Peu de choses sont
connues sur la maturation et I'export des viriopgea I'assemblage de la nucléocapside et
I'acquisition de leur enveloppe. Certaines étudessaggeéré que le VHC pourrait exploiter la
voie de synthese et de sécrétion des LDL/VLDL dentransporter les virions dans le milieu

extracellulaire (Changt al, 2007).
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Le rapport 2010 de 'OMS a établi qu’environ 2,7d#'ensemble des décés dans le monde
sont imputables a des cirrhoses et des hépatooares) ce qui représente environ 1,4
millions de personnes. Les infections par les vihépatotropes du VHB et du VHC
contribuent pour une large part a ces pathologigmtiques. Plus particulierement, 27% des
cirrhoses et 25% des hépatocarcinomes se sontopgésl & la suite d’une infection par le
VHC (Perz et al, 2006). Ces données alarmantes, ainsi que l'absetwan vaccin
thérapeutique expliquent les efforts fournis polettne au point des traitements efficaces

contre I'Hépatite C.

I. Traitements actuels

Le traitement standard contre l'infection par le @ldst basé sur I'association de I'interféron
a (IFN-0) avec la ribavirine. C’est en 1991 que l'utiligatien monothérapie de I'lFi-a été
approuvée pour le traitement de I'hépatite C. Cdpnt) le taux de réponse virologique
soutenue (RVS) était inférieur a 20%. En 1998pligjde la ribavirine a permis d’améliorer
ce taux, qui passe alors a 34-42%. La ribavirine ugs analogue nucléosidique de la
guanosine et possede des propriétés antiviralegeswirus a ARN et ADN. En 2001, le
développement d’'une forme stabilisée de I'IFN (IpBgylé) a augmenté le taux de RVS a
50%. Bien que la thérapie combinée permette d’abtkrs taux de RVS d’environ 80% chez
les patients infectés avec du VHC de génotype 3 etide 40-50% chez ceux infectés avec
du génotype 1 ou 4 (Frieet al, 2002; Mannset al, 2001), ces chiffres sont en deca des
attentes, et sont affectés entre autres par ledmuomx effets secondaires, qui contraignent

souvent a 'arrét du traitement.

Les récents progres dans la compréhension du ogelevie du VHC, couplés au
développement de systemes de culture ont radicatechangé le paysage du traitement de
I'hnépatite chronique C. En effet, en Mai 2011, Zepremiers antiviraux a action directe, le
télaprévir et le bocépreévir ont été approuvés aaxseJnis et en Europe. lIs sont alors utilisés
en combinaison avec I'lFN-pégylé et la ribavirine pour le traitement de fiiction par le
VHC de génotype 1, génotype le plus répandu engeued en Ameérique du Nord, mais aussi
le moins répondeur au traitement standard. Ces datixiraux sont des inhibiteurs de la

protéase virale NS3/4A, une protéine clé dansdéeayu VHC. Leur association au précédent
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traitement standard permet d’augmenter signifiestient le taux de RVS. Cependant, ils ne
sont pas appropriés pour la monothérapie en ralsoia sélection rapide de variants viraux
résistantgFlint et al, 2009; Reesinlkt al, 2006; Sussest al, 2009). Par conséquent, 'effet
antiviral de la thérapie standard (IFfeNpégylé et ribavirine) demeure essentiel pour
I'obtention d’'une RVS. De plus, ces deux molécydessentent aussi des effets secondaires :
le télaprévir est associé au développement d’'uoptién cutanée, et le bocéprévir a une
agueusie. Les deux antiviraux conduisent chacunedamémie prononceée et ce, en plus des
effets indésirables couramment associés a I'IlFNndsyme pseudo-grippal, dépression,

leucopénie et thrombopénie, dysthyroidie) et lavibine (anémie hémolytique).

II. Développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques

Les avancées les plus intéressantes dans le chaltigdatite virale sont sans doute liées au
développement des médicaments anti-VHC. En e#stjrfections par le VHC sont les seuls
exemples d’infections virales chroniques qui puisgdre totalement éliminées par traitement
chez un patient. Depuis quelques années donc, ditams efforts sont déployés afin de
fournir des thérapies efficaces, complémentairedraitement actuellement proposé. Les
prototypes antiviraux sont alors testés pour leypacité a contréler la réplication virale, pour

leur biodisponibilité et enfin pour leur non-toxei

A. Les nouveaux interférons

De nouvelles molécules d’IFN-sont aujourd’hui en cours de développement praegle et
clinique. La molécule la plus prometteuse semhie BEN-a lié a I'albumine : I'albuféron.
Administré toutes les deux semaines en associavec la ribavirine, I'albuféron fait au
moins aussi bien et peut-étre mieux que I'lkNdégylé, a 12 ou 24 semaines de traitement
(Nelsonet al, 2010; Zeuzenet al, 2010)chez des patients infectés par du VHC de génotype
1, 2, ou 3 (patients VHC-1, VHC-2 ou VHC-3). Il estpendant nécessaire d’attendre les
résultats en termes de réponse virologigue promgs études de phase Il en cours et des
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études de phase Ill en projet pour identifier quebira la place de cette molécule en pratique

clinique.

B. Les alternatives a la ribavirine

Nombreuses il y a quelques années, les alternaivasibavirine se sont réduites a la seule
viramidine (ou taribavirine), pro-drogue de la rilvane, transformée en ribavirine
préférentiellement dans les hépatocytes du falederichesse en désaminases. En phase li
d’étude clinique, elle a montré une efficacité figativement supérieure a celle de la
ribavirine en termes de réponse virologique prof@ngn association avec I'lFiNpégylé.
L’incidence de 'anémie hémolytique était signitivzament inférieure a celle observée avec
la ribavirine. En effet, la drogue se concentresdienfoie et cible les hépatocytes, tout en
minimisant sa distribution dans les globules rougfgsar conséquent le développement d’'une
anémie hémolytique (Benhametial, 2009; Deming & Arora, 2011; Marcelligt al, 2010).

Il sera indispensable d’évaluer l'efficacité de ymamidine a de plus fortes doses, en
combinaison avec I'lFNt pégylé. Une tolérance eéquivalente a celle deblavitine, c’est-a-
dire une méme incidence d’anémie hémolytique, seeieptable si I'utilisation de plus
fortes doses de viramidine permettait d'augmernggrificativement les taux de guérison.

C. Les inhibiteurs spécifiques du VHC

Ces molécules inhibent une des étapes du cycleetimnpéchent la production de particules
virales par les hépatocytes infectés. En princgigque étape du cycle de vie du VHC
incluant l'attachement aux récepteurs, I'endocytoke traduction, le clivage de la
polyprotéine, la réplication virale, ou encore latoration et le relargage des particules
virales peut étre une cible pour de nouvelles mubésc antivirales. Jusque-la, seules des
molécules ciblant les deux étapes majeures du oyuleVHC ont atteint la phase de
développement clinique. Il s’agit des inhibiteurs ld protéase virale NS3/4A et ceux de
réplication virale. Ces derniers comprennent lekibiteurs nucléot(s)idigues et non
nucléot(s)idiques de la polymérase NS5B, ainsilgaenhibiteurs de NS5A, protéine jouant
un role régulateur dans la réplication. A ce jdes molécules les plus puissantes chez

I’'Homme sont les inhibiteurs de la protéase NS3/4A.
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1. Les inhibiteurs de la protéase virale NS3/4A

NS3, associée a son cofacteur NS4A, présente dividéasérine-protéase dans son tiers N-
terminal qui va cliver la polyprotéine virale enpfotéines non structurales. Bloquer ce
clivage inhibe par conséquent la réplication virdllexiste deux catégories d’inhibiteurs de la
protéase : les alpha-cétoamines comme le télapedvile bocéprévir, et les composeés
macrocycligues comme le danoprévir, le vaniprévieeiméprévir. Tous ces composeés sont
actifs contre le VHC de génotype 1. lls ont unécaffité similaire contre les génotypes 2a, 5a

et 6a, mais ont comparativement une faible efftéamontre les isolats de génotype 3a.

Parmi les molécules dirigées contre NS3/4A, BILNGR@ été le premier inhibiteur évalué
dans des essais cliniques. Ce tripeptide a étéctedleé pour ses caractéristiques
pharmaceutiques (administration par voie oralesrmphaocinétique) et son efficacité sur un
systeme de réplicatioim vitro (le réplicon) de génotype 1b (Llinas-Brumgtal, 2004). Une
étude pilote trés encourageante a montré une iiédudé 2 a 3 log du titre viral chez des
patients apres 2 jours de traitement (Lamatral, 2003). Cependant, cet antiviral s’est avéere
avoir une toxicité cardiaque apres administratioezcdes animaux et son développement n’a

pas été poursuivi.

Le vaniprévir est actif contre les génotypes 1 @fl2Cauleyet al, 2010) et a été sélectionné
pour un développement clinique chez les patientge(ton et al, 2010). En phase Il d’essai
clinique, sa combinaison avec le traitement stahdpendant 4 semaines a permis

d’augmenter le taux de réponse virologique rapMannset al, 2012).

Le danoprévir est un inhibiteur puissant et sdledé NS3/4A du VHC. Les données
précliniques ont montré que cette drogue se liagicaune forte affinité a NS3 et ne s’en
dissociait que lentement, permettant ainsi une gtasde exposition au foie. Dans un essai
clinique de phase Il, la combinaison pendant 1l4sjolu danoprévir avec I'lFN-pégylé et la
ribavirine chez des sujets VHC-1 et n’ayant recouautraitement préalable a conduit a une

activité antivirale accrue, sans effets secondairggurs (Forestiest al, 2011).

Le siméprévir a quant a lui une puissante activit@itro contre les génotypes la et 1b et
I'effet additif et synergique qu’il dispense avéaudres agents anti-VHC (Leret al, 2010)

ouvre des perspectives pour de futures stratégesothbinaison. En association avec le
traitement standard chez des patients VHC-1, uneitacantivirale puissante et dose-

dépendante est observée apres 28 jours de traitgiamns et al, 2011) et une étude
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clinique en phase Il a démontré qu’'une monothérapex cette molécule était efficace sur

tous les génotypes du VHC, excepté le génotypeddibet al, 2012).

Le narlaprévir est une molécule structurellemerngaagntée au bocéprévir et au télaprévir,
mais est intrinsequement plus puissant dans litibib de la protéase virale NS3/4A. I
conduit a une forte réduction de I'ARN viral et a fort taux RVS quand il est associé au
traitement standard chez des patients VHC-1 (dgrigrat al, 2010).

2. Les inhibiteurs de la phosphoprotéine NS5A

Le daclatasvir est le premier parmi les inhibited@SNS5A a avoir été testé. Il a une efficacité
de l'ordre du picomolaire au nanomolaire contregésotypes 1 a 5 du VHC et présente des
effets additifs et synergiques avec des inhibiteleda protéase et de la polymérase virale
(Gaoet al, 2010). En combinaison avec le traitement standgpgrmet d’atteindre une RVS
aprés 12 semaines de traitement @all, 2011). Tres récemment, Guedjal. ont élucidé le
mode d’action de cette molécule : a I'aide d’'un glednathématique, les auteurs ont montré
qgue le daclatasvir bloque la synthése du viruoetassemblage hors de la cellule (Guad)
al., 2013)

Le GS-5885, un autre inhibiteur de NS5A a montré efficacité en phase | chez des patients
infectés avec le génotype la et 1b, au cours der8 ge monothérapie (Lawi&t al, 2012).

La période de traitement a été étendue a 12 ee@vines dans une étude de phase Il, en
cours (Sulkowsket al, 2012b).

3. Les inhibiteurs de la polymérase virale NS5B

Les données actuelles indiquent que les inhibitderta polymérase ont une efficacité plus
faible durant les monothérapies, comparés aux itebits de NS3/4A, mais montrent une
efficacité plus large contre plusieurs génotypeprésentent une forte barriere de résistance
virale. Les inhibiteurs nucléos(t)idiques cibleat région catalytique hautement conservée.
Apres maturation par la machinerie cellulaire, Besalogues de nucléosides entrent en
compétition avec les nucléotides cellulaires et sacorporés par la polymérase virale dans
I’ARN en cours de synthese. L'incorporation de nasléotides « terminateurs» induit I'arrét
de la synthése de ’'ARN viral. Ce systeme s’avemcglus puissant et a des plus faibles taux
de résistances que les inhibiteurs non nucléog(tied. Ces derniers quant a eux interagissent
avec la polymérase en dehors de son site catadytionduisant ainsi des changements
allostériques qui compromettent alors la formatiarcomplexe NS5B, ainsi que sa fonction.
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L'inhibiteur nucléos(t)idique le plus remarquabk & sofosbuvir. C’est l'inhibiteur le plus
actif sur la réplication du VHC et a une activi#ngénotypique (Murakaneat al, 2010). En
2012, un essai clinique de phase Il a été réalisé B sofosbuvir en combinaison avec la
ribavirine chez des patients VHC-2 ou VHC-3, n’adypréalablement recu aucun traitement.
Vingt quatre semaines apres la fin du traitementaux de RVS était de 100%. Utilisé en
monothérapie, ce taux passait a 60%. Le méme rraite a été réalisé chez des patients
VHC-1 et conduit & des taux de RVS de 84%, 12 seesaseulement apres l'arrét du
traitement (Ganet al, 2013). Cette molécule présente donc un esporr lpdwaitement futur
contre le VHC-1, 2, et 3.

Deux autres inhibiteurs nucléos(t)idiques sont easp de développement clinique : il s’agit
de la méricitabine et de I''DX184. En combinaisore@ I'INF-a pegylé et la ribavirine, la
méricitabine permet une réduction significative IdRRN viral par rapport au traitement
standard seul, résultant en une réponse virologigpiele d’environ 88% (Rodriguez-Torres
et al, 2008). Une étude tres récente a confirmé cedtaésen montrant que, combiné au
traitement standard, la méricitabine permettaitteiadre des RVS de 56,8% au bout de 24
semaines de traitement chez des patients VHC-1 1dC-¥, n’ayant préalablement recu
aucun traitement. Cette étude a aussi montré qtraitement de 24 semaines avec la
méricitabine et le traitement standard était mital&ré et plus efficace que 48 semaines de

traitement standard seul (Pockeisal, 2013).

La pharmacocinétique et la sécurité de I'IDX184 zxles sujets sains ont été récemment
décrites : la bonne tolérance de la molécule, ajusides effets secondaires mineurs militent
en faveur de la poursuite de futures évaluatioimggcies sur des patients atteints d’hépatite C
(Zhou et al, 2011). Un an aprés ces premiers tests, la mémipeq évalué l'innocuite,
I'activité antivirale et la pharmacocinétique deXiT84 en monothérapie pendant 3 jours chez
des patients VHC-1 ; elle a observé une baisséfisigive de 'ARN viral (Lalezariet al,
2012).

Plusieurs inhibiteurs non nucléos(t)idiques ont l&gant entamé leur phase Il de
développement clinique. Le VX-222 a été le prenméibiteur non nucléos(t)idique reporté.
Au 4™ jour de traitement, cette molécule était bienrtméet conduisait & une réduction de
I'ordre de 3 log de I'ARN viral, encourageant aisai future évaluation en combinaison avec
le traitement standard (Rodriguez-Toredsal, 2010). Le filibuvir, un autre inhibiteur non

nucléos(t)idique permet une réduction de 'ARN Wide I'ordre de 4 log, en combinaison
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avec le traitement standard pendant 28 jours. Lergemtage de patients arrivant & une

réponse virologique rapide est de 75% environ (@smoet al, 2009). Le tégobuvir montre

un effet inhibiteur plus élevé sur les répliconggdaotype 1 que sur ceux de génotype 2 (Shih

et al, 2007). L’association de cette molécule avec I4éNu d’autres inhibiteurs de NS3/4A

ou NS5B conduit a une activité antivirale additfvéiegenet al, 2007).
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III. Les combinaisons thérapeutiques

Le mode d’administration de I'lFN (injection) etssaombreux effets secondaires associés
font de I'élimination de I'lFNe la prochaine étape majeure dans la thérapeutiapis/BEC.

Cela pourrait passer par l'utilisation par voieleral’'un ou plusieurs antiviraux a action
directe (AAD). Les patients non répondeurs au drmaént standard ou intolérants a
I'interféron seraient les premiers bénéficiairess Istratégies dans les essais cliniques actuels
se focalisent sur I'évaluation de différentes camtsions d’AAD, avec ou sans ribavirine, car

il devient de plus en plus clair qu’'une monothéealiiAAD ne pourrait pas suffire & éliminer

le virus. La disponibilité de nombreuses drogueasvifen 50) appartenant a des classes
différentes stimulent ces différents essais, avesaul espoir : une thérapie orale anti-VHC,
et sans interféron! Le développement de multi-thiésa basées sur I'action synergique de

divers antiviraux serait alors nécessaire, comme [gtraitement du VIH.

Cet objectif ambitieux semble réalisable car plursieessais cliniques en phase Il et lll,
combinant plusieurs classes d’AAD sont actuellenemtiéveloppement (Pawlotsky, 2011).
La 1°® étude de validation de ce concept de combinaisdARl a été réalisée en 2010.
L’association de la méricitabine (inhibiteur nudégidigue de NS5B) avec le danopreévir
(inhibiteur de NS3/4A) réduisait efficacement leveau d’ARN viral chez une large
proportion de sujets VHC-1 sans traitement préalable plus, 25% des patients VHC-1
précédemment non-répondeurs présentaient des riiredétectables de 'ARN viral au 1%
jour de traitement. En outre, aucune rechute né& daiservée au cours du traitement,
suggérant que la méricitabine, qui possede une foatriere de résistance pourrait avoir
empéché I'émergence d’une résistance au danogteaireet al, 2010).

Les premiers articles a rapporter des RVS suiteeacombinaison d’AAD sans interferon ont
associé le daclatasvir (inhibiteur de NS5A) etdi@apreévir (inhibiteur de NS3/4A) (Chayama
et al, 2012; Loket al, 2012). Ces deux études incluaient des patientS-¥Hhréecédemment
non répondeurs au traitement standard. La preréguge a comparé pendant 24 semaines
un régime bithérapie (daclatasvir + asunaprévignarégime quadrithérapie (daclatasvir +
asunapreévir + IFNt pégylé + ribavirine). Le taux de RVS a 24 sema#test de 90% dans le
cas de la quadrithérapie. Le taux de RVS de 36%noldians le cadre de la bithérapie marque
la validation de concept qu’une thérapie combirdag AAD pouvait effectivement traiter
I'hépatite C, sans interféron, ni ribavirine (Lekt al, 2012). Dans la % gtude, seule la
bithérapie a été utilisée chez des patients VHCallec 100% de RVS 24 semaines apres
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I'arrét du traitement (Chayarnet al, 2012). Les données préliminaires d’'une autreesgua
cette bithérapie chez des sujets VHC-1b ont condudes taux de RVS de 90% a 12

semaines, chez des patients précédemment non etpsri®uzuket al, 2012).

Contrairement a I'lFNx pégylé et a la ribavirine, la sélection de vasantaux résistants aux
AAD reste un probleme majeur. En effet, bien que m®lécules permettent d’améliorer les
taux de RVS et de diminuer la durée des traitemdats utilisation souléve aussi des
préoccupations au regard du développement de @raaux résistants. La nature hautement
réplicative du VHC avec environ ¥onouvelles particules virales produites chaque §hez

un patient, couplé au manque d’activité correctdeela polymérase virale résulte en la
génération de tous les variants possibles, chamueAinsi, chaque patient est infecté par un
« nuage » de quasi-especes virales, composé degénaraux génétiquement distincts, mais
étroitement lies (Pawlotsky, 2011). Des variantsnaracidiques associés a une résistance
existent donc a des fréquences détectables chezmimarité de patients, avant méme
l'initiation d’'un traitement avec les AAD. Toutefjices variants sont généralement moins
performants en termes de réplication et/ou de mtimtu de particules virales infectieuses et
sont par conséquent présents en plus faibles ¢ésuaiie le virus sauvage (Shimakatal,
2011).

En absence d’'un traitement concomitant avec I'tFit la ribavirine, ces variants viraux
résistants aux drogues pourraient rapidement éteetionnés et causer I'échec du traitement.
D’ailleurs, l'apparition de ces variants résistantsrele avec de faibles taux de réponse
antivirale rapide, mettant une fois de plus en &mil'importance de I'IFNx et de la
ribavirine pour prévenir 'émergence de résistaneed’apparition de rechutes dans les
thérapies combinant les AAD. Récemment, &hal. ont en effet remarqué le développement
d’une forte prévalence de variants résistants aaguwks dans des sera de souris traitées avec
le BMS-605339 (inhibiteur de NS3/4A) et le BMS-7283inhibiteur de NS5A). Les auteurs
ont également noté un enrichissement en variagtexistants chez les souris traitées avec le
BMS-821095 (inhibiteur non nucléos(t)idique de N$5B8es observations ont été faites 4
semaines apres le début du traitement. En combi@®3iWS-788329 et le BMS-605339 ou le
BMS-821095, I'équipe a réussi a éradiquer le valusz les souris infectées avec du génotype

1b, 8 et 7 semaines apreés I'arrét du traitemespeetivement (Shet al, 2013).
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Tableau 1 : Principales combinaisons thérapeutiquesctuellement en cours

Combinaisons | Génome | Traitement a Nombrede | RVS4 | RVS 12 | RVS 24 aaa
thérapeutiques |  viral préalable B patients (%) (%) (%) RESTEEES
Sofosbuvir + (Sulkowski
Daclatasvir 1a/1b Non 24 15 100 et al, 2012a)
Sofosbuvir + (Sulkowski
Daclatasvir 213 Non 24 16 88 88 et al, 2012a)
Sofosbuvir + (Ganeet al,
Ribavirine ! Non 12 25 88 2012)
Daclatasvir + (Eversonet
Asunaprévir + 1 Non 12 16 94 al., 2012)
BMS-791325 N
Non (Suzukiet
. la répondeurs 24 21 91 91 91 al., 2012)
Daclatasvir +
Asunaprévir . .
Intolérants/ (Suzukiet
1b inéligibles | 2 22 86 64 64 1 a1, 2012)
(Field J,et
al., 2012;
la Non 24 43 26 Gane Egt
al., 2012)
Méricitabine + Non 24 21 71 idem
Danopreévir +
Ribavirine Répondeurs
pon 24 23 44 idem
1b partiels
_ Non 24 29 72 idem
répondeurs

RVS 4, 12, 24 : Réponse Virologique Soutenue 24uUl24 semaines.

La principale lecon a tirer de toutes les donnéepartées dans les différents essais utilisant
les AAD est la suivante : la haute efficacité angile et une forte barriere de résistance sont
des conditions indispensables pour tout éventaégktnent oral sans interféron, afin d’éviter
I'échec thérapeutique précoce. Un obstacle majaulasvoie d’'une thérapie orale anti-VHC
est l'activité antivirale génotype-dépendant des DAAa I'exception des inhibiteurs
nucléos(t)idiques de NS5B). La plupart de ces AAldenit le VHC de génotype 1, avec des
implications pour les combinaisons d’AAD chez lesignts infectés par les autres génotypes.
Une fagon de contourner ce probleme serait d'efildes inhibiteurs ciblant des constituants

de la cellule héte, pertinents pour la réplicationVHC dans les hépatocytes.
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Parmi les antiviraux ciblant I'héte, le plus avaretprometteur pour un traitement sans
interféron et en association avec les AAD estdjadrivir, molécule se liant a la cyclophiline
A, une isomérase cellulaire requise pour la répboset probablement 'assemblage du VHC
(Watashiet al, 2005; Yanget al, 2008). L’alisporivir posséde un mécanisme d’act&vec
une couverture large des génotypes 1 a 4 et urssgnie activité anti-VHC. De plus, la
sélection des variants résistants a l'alisporivéingl des réplicons de génotype 1b serait
difficile : en moyenne 20 semaines nécessairesir&eomoins de 2 semaines pour les
inhibiteurs de la protéase NS3/4A et de la polysendS5B (Coelmonet al, 2010). Une
trithérapie constituée d’IFN-pégylé, de ribavirine et de l'alisporivir penda@& semaines
conduit a une RVS chez 76% des patients, contre 8384 ceux ayant recu le traitement
standard(von Hahnet al, 2011). Tous les patients étaient VHC-1 et n’avajamais éte
préalablement traités. Méme si un essai de phasie [I'alisporivir combiné avec I'lFNt
pégylé et la ribavirine est actuellement en courezcdes patients VHC-1, il serait plus
intéressant de se demander si cette molécule ppoddaire les taux de résistance virale aux
AAD en I'absence d’IFNx et de ribavirine. Si c’est le cas, ce serait wanaée significative
vers I'objectif d’'un schéma thérapeutique sansriéten, pour le traitement du VHC. Une
autre question clinique importante est de savoltaBsporivir, en association avec I'lFN-
pégylé et la ribavirine peut améliorer les tauxRMS chez les patients VHC-2 ou VHC-3
précédemment non répondeurs a la thérapie staffedldrd pégylé-ribavirine. La question se
pose en effet, étant donné que les inhibiteursagedtéase NS3/4A actuellement utilisés ne

sont pas appropriés pour le traitement de I'inetpar d’autres génotypes que le génotype 1.

Un autre antiviral prometteur ciblant I'hnéte estnigravirsen, un oligonucléotide ciblant le
miR-122, un microARN spécifique du foie et indispable a la réplication de 'ARN du
VHC (Esauet al, 2006). Cette molécule reconnait spécifiquementiR-122, qui est ensuite
séquestré et donc indisponible pour le VHC, entrdiminsi une suppression de longue durée
de la virémie VHC (Janssat al, 2011).In vitro, la molécule est active contre les génotypes
1 a 6 (Liet al, 2011). Le miravirsen semble fournir une extraoatie haute barriére de
résistance, avec aucune preuve faite de I'apparit®variants amino-acidiques résistants ou
d’effets secondaires dans les études animalesdasechimpanzé@.anford et al, 2010) et

dans les premiéres études menées chez 'Homme.

L’entrée virale est également une alternative ydimge pour d’autres cibles thérapeutiques.
Cependant, les mécanismes complexes et la vagétéadteurs impliqués dans ce processus
ne sont que partiellement élucidés. ITX-5061 egtr&amiere molécule inhibitrice de I'entrée
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ciblant SRBI, qui soit en phase cliniqgue de dévedpent. Ce composé présente une forte
activité a des doses de l'ordre du picomolairejndribant a la fois les génotypes 1 et 2 du
VHC. Elle bloquerait probablement l'interaction enSRBI et la glycoprotéine E2 du VHC
(Syderet al, 2011). A I'heure actuelle, la biosécurité de KI5061 est en cours d'évaluation
dans le traitement de patients VHC-1 n’ayant ragrug traitement préalable. Les inhibiteurs
de I'entrée virale seront particulierement intéaess dans le cadre d’'une greffe de foie, ou un
blocage efficace de I'entrée pourrait aider a pmévéa réinfection du greffon apres une

transplantation hépatique.

En résumé, une thérapie orale anti-VHC, sans IRNuesobjectif ambitieux pour le futur
traitement des patients atteints d’hépatite chromi@. Les données récentes apportent la
preuve que cet objectif est réalisable et quedifiégron a seulement une fonction de transition
et n'est pas une solution ultime. S’il y a un basde I'lFN dans le traitement futur des
hépatites chroniques C, I'étude « EMERGE » a moqtré |'utilisation de I'lFNA pégylé
conduit & une réponse anti-virale supérieure cdesegénotypes 1 a 4 et a une meilleure
tolérance, par rapport a I'lFd<(Zeuzemet al, 2011). L'IFN-u et la ribavirine devront étre
remplacés par un autre schéma standard, avec $efgille risque de développement de
résistance. De plus, les thérapies devront étrécapfes a tous les génotypes, étant donné

que jusqu’a présent, la plupart des AAD sont rédait genotype 1 du VHC.

IV. Vers des composés naturels anti-VHC ?

Bien que les tentatives de combinaisons thérapergigsoient encourageantes pour le
traitement futur de 'Hépatite C, cette thérapistedrés couteuse et ne sera probablement pas
accessible a la majeure partie du monde, ou les paywoie de développement comptent le
plus grand nombre de patients. Pour cette raisem efforts constants ont été fournis dans le
but d’'identifier de nouvelles molécules antiviralptus abordables. De récents rapports sur
des composés naturels ont mis en lumiére leurigctantivirale contre le VHC. Plusieurs
molécules modernes ont d’ailleurs été initialemeatées a partir d’'une source naturelle. La
plus populaire est sans doute I'aspirine, extraitadsaliciline, composé naturel issu du saule

Salix alba.De plus, les plantes sont utilisées depuis dedesiepar les hommes, dans le



Les stratégies thérapeutiques

traitement de diverses maladies. Les moléculesreibts contre le VHC peuvent étre
répertoriées en 2 classes principales : les flaid@msoet les lignanes.

A. Les flavonoides

Quatre principales molécules anti-VHC sont issueseatte famille. La premiére d’entre elles
est la silibinine ou silymarine, extraite du chardoarie Silybum marianumL’extrait de
pépins de chardon-marie est un ancien remedeéutiisnme un hépatoprotecteur et pour
traiter les maladies du foie. L'inhibition de Igph&ation du VHC a été attribuée a I'action de
la silibinine sur la polymérase NS5B (Ahmed-Belkacet al, 2010; Wagoneet al, 2011).
Des IGo de l'ordre de 75-100 uM et 40-85 uM ont été rapges dans ces études, avec une
forme de la silibinine conjuguée au succinate, glisible en milieu aqueux. Une inhibition
de I'entrée a également été rapportée (Wagenat, 2010). La faible biodisponibilité de la
silymarine a rendu infructueuses les études clasgportant sur I'administration par voie
orale de la silymarine chez des patients atteitigpatite C (Friecet al, 2012; Gordoret al,
2006; Hawkeet al, 2010). Des essais cliniques par injection intireegse de la forme
conjuguée de la silibinine (plus soluble) a montnéeffet antiviral puissant chez les patients
atteints d’hépatite C chronique et précédemmentrépondeurs au traitement standard d-N-
pégylé-ribavirine (Ferencet al, 2008; Rutteret al, 2011). La formulation intraveineuse

silibinine peut donc représenter une option tharagee potentielle.

Un deuxieme composé de la famille des flavonoidss I'&pigallocatéchine-3-gallate
(EGCG), présente dans le thé vert. Tres récemntimis, équipes ont identifié 'TEGCG
comme un nouvel inhibiteur de I'entrée du VHC. D€s, de I'ordre de 5 a 21 pM ont été
obtenues. Cette molécule inhiberait I'entrée du ViIH@2pendamment du génotype dans les
lignées hépatiques (Callard al, 2012a; Chert al, 2012; Cieselet al, 2011), mais aussi
dans les cultures primaires d’hépatocytes humaBies€k et al, 2011).Le mécanisme
d’action de 'EGCG sur I'entrée du VHC est encoréédude, mais il serait trés probable
gu’elle agisse directement sur la particule viraa, inhibant I'attachement du virus a la
surface cellulaire, ainsi que la transmission éeléucellule (Callanét al, 2012a; Chewet al,
2012; Cieseket al, 2011). L'EGCG est donc une molécule anti-VHC ades propriétés
intéressantes : elle inactive de facon directe dadicules virales, indépendamment du
génotype et empéche la transmission cellule aleellles futurs essais cliniques devront

examiner si cette molécule peut empécher la réinfechez des patients ayant subi une
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transplantation hépatique, et si elle peut étrkséd en combinaison avec des AAD pour
traiter les patients souffrant d’hépatite chronique

La ladanéine, extraite du Marrube voyag®larrubium peregrinumnhibe I'entrée du VHC a
des IGode 2,5 uM et indépendamment du génotype. Contrainei 'lEGCG, la ladanéine
ne semble pas inhiber la liaison de la particutalgia la cellule, mais inhiberait plutét une
étape ultérieure de l'entrée virale, non encoreactérisée. Lorsqu’elle est utilisée en
combinaison avec la cyclosporine A, un inhibiteara réplication du VHC, la ladanéine agit
en synergie sur l'infection par le VHC. Elle mon&galement une activité antivirale sur les
hépatocytes humains primaires, mais avec ugg plds forte de 10 uM. De plus, la bonne
biodisponibilit¢ de la molécule, observée chez degris conforte I'idée d’une possible
utilisation de la ladanéine comme une molécule ¥HiC (Haid et al, 2012).

La quercétine est une flavone ubiquitaire présdates les fruits, les Iégumes, et les feuilles.
Cette molécule a été décrite comme ayant une tcaniti-VHC. La quercétine a un fort effet
inhibiteur a 50 UM sur la production des particulgales en culture cellulaire (Bachmetet

al., 2012; Gonzalezt al, 2009). Cependant, les autres résultats de ces éedes sont
contradictoires : tandis que 1&™ne note pas d'inhibition de la réplication viralans un
systéme de réplicon subgénomique de génotype lazéBzet al, 2009), la 2™ quant a
elle, a observé une inhibition de la réplicatiorald dans des réplicons de génotype 1b, en
plus d’'un effet inhibiteur direct sur la protéin&8l(Bachmetoet al, 2012). Par conséquent,

I'activité anti-VHC de la quercétine reste a précis

B. Les lignanes

Les lignanes sont un groupe de composés chimiqésems dans les plantes. Ce sont une
des principales classes de phytoestrogenes. Dates faenille de composés se trouve
I’'honokiol, molécule présente dans I'écorce etftaslles duMagniolia officinalis En 2011,
Lan et al. ont montré qu’elle inhibait l'infection par le VHQ 'effet de I'honokiol sur
I'infection, I'entrée, la traduction et la répligat du VHC a été évalué dans des cellules Huh7
en utilisant du VHCcc, VHCpp et des réplicons séhnamiques. Elle inhibe fortement
I'infection par le VHCcc a des Egde 4,5 uM. Combiné avec I'lFN- son effet inhibiteur
sur le VHCcc est plus fort que celle de la ribangricombinée a I'lFN. L’inhibition de

I'infection du VHC médiée par I'honokiol résultetrai’effets multiples sur le cycle du VHC.
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L’honokiol inhibe I'entrée de VHCpp de génotype 1h,et 2a ; elle inhibe aussi les niveaux
d’expression de NS3, NS5A et NS5B. De plus, elié aig la réplication de génotypes 1a et
2a dans des réplicons sub-génomiques. Le fait eite molécule inhibe a la fois I'entrée et la
réplication du VHC fournit des arguments pour erglopleinement ['utilité clinique de

I’'hnonokiol comme un complément potentiel au trakenstandard (Laat al, 2012).
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Figure 20 : Cycle biologique du VHC et cibles deslps puissants inhibiteurs naturels
Epigallocatéchine-3-gallate (EGCG), 3-hydroxy Chgnane C (3-HCL-C). Adaptée d€allandet al, 2012b).

En 2012, Wet al.signalent I'effet anti-VHC du 3-hydroxy-caruiligna C (3-HCL-C) isolé a
partir des tiges ddwietenia macrophyllaconnu sous le nom d’Acajou des Antilles. Cette
molécule réduit a la fois le niveau de la protéig&s3 et les taux d’ARN du VHC a des &C
de 37,5 uM dans le systeme de réplicon. De pluscdmbinaisons du 3-HCL-C avec I'lFN-
a, ou le télaprévir ont augmenté l'inhibition derégplication de I'ARN du VHC. Le 3-HCL-C
interfére avec la réplication du VHC en induisad €léments de réponse stimulés par I'IFN
et I'expression des genes antiviraux dépendantslfeld. Par conséquent, cette molécule
pourrait étre développée en tant qu'adjuvant paisdans les thérapies anti-VHC (Wtal,
2012).
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D’autres composés naturels, méme s'’ils ne ciblast girectement le virus, pourraient étre
utilisés pour améliorer la thérapie du VHC. La giybizine par exemple, un composant de la
réglisse empéche le développement du carcinometdugalaire chez les patients atteints
d’hépatite chronique (Kumada, 2002). Bien qu’urtaiarnombre de composés naturels ayant
des activités anti-VHC aient été identifiés cesndges années, de nombreux aspects
concernant leurs mécanismes d’action restent inn8ouvent, la réplication est la seule
étape du cycle du virus qui a été étudiée et damsahciens rapports, les conclusions ne

reposent que sur des modédlesitro.

Il faut aussi garder a I'esprit que l'inhibition vitro de 'activité enzymatique d’'une protéine
virale par un composé naturel, ne démontre pasateeme définitive que cette protéine virale
est la cible du composé. Des études supplémentdérexistallisation devront prouver ce
point. Comme illustré par la silymarine, la biodigbilité est également un point important a
considérer, méme pour les molécules extraites oBanes plantes meédicinales. En
conclusion, méme s’il n'est pas prévu que les midscnaturelles remplacent le traitement
actuel anti-VHC, les traitements pourraient étrenplétés et peut-étre allégés par un régime

alimentaire adapté, limitant ainsi leur codt.



Chapitre 3 :

Le métabolisme des

phosphoinositides
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Le métabolisme des phosphoinositides

Les phosphoinositides (PIs) représentent moinsbée des phospholipides cellulaires totaux,
mais contrélent des fonctions cellulaires fondamlest Les Pls sont notamment impliqués
dans la régulation de processus cellulaires telsrddifération, la survie, I'organisation du
cytosquelette, le trafic vésiculaire, le transmatglucose, ou encore la fonction plaquettaire
(Frumanet al, 1998; Martin, 1997; Paolo & Camilli, 2006; Vicmzaet al, 2008).

Les Pls sont des dérivés du phosphatidylinositadi{B), dans lequel un ou plusieurs des
groupements hydroxyl en position 3, 4, et 5 sotdrd@s avec un groupement phosphate,
dans toutes les combinaisons possibles. Ils ssgtés dans les membranes, et le groupement
inositol est exposé a la surface du feuillet cyligge des membranes cellulaires. Les
réactions de phosphorylation du groupement hydroxsgnt réalisées par des
Phosphatidylinositol kinases (Pl kinases) et legctiéns inverses sont réalisées par des
Phosphatidylinositol phosphatases (Pl phosphatage®)ifiques de ces Pls. Sept espéces
différentes de PIs, aux fonctions uniques ont ésdtifiees et nommeées selon leurs sites de
phosphorylation. Il s’agit du : PI-3 Phosphate @®I3PI-4 Phosphate (PI4P), PI-5 Phosphate
(PI5P), PI1 (3,4) biphosphate (PI(3,4FP1 (3,5) biphosphate (PI(3,3)PPI (4,5) biphosphate
(P1(4,5)R), et enfin du PI (3,4,5) triphosphate (PI(3,4H)#igure 21) (Balla & Balla, 2006;
D’Angelo et al, 2008; Frumaret al, 1998).
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Figure 21 : Voies métaboliques de la production dgshosphoinositides.

Les phosphoinositides peuvent étre phosphoryléfé&eahtes positions de I'anneau inositol du Ptdles voie
classique conduisant a la formation de DiAcylGlptgDAG) et d'inositol 1,4,5 tri-phosphate est idiéige
grace aux fonds bleu et rose. PLC : Phospholipag@dpres (Balla & Balla, 2006).

Les fonctions cellulaires spécifiques de chacuncele Pls ont fait I'objet de nombreuses
études (Divecha & Irvine, 1995; Frumahal, 1998; Toker & Cantley, 1997). Toutefois, trois
fonctions générales de ces lipides phosphorylésqueiétre supposées : (i) servir de substrat
aux phospholipases dans la génération d’inositosphates solubles jouant le réle de seconds
messagers, (ii) interagir directement avec desépres intracellulaires, affectant ainsi leur
activité et/ou leur localisation, et (iii) modifiémcalement la topologie membranaire grace a
des interactions électrostatiques (Balla & Bal@Q& D’Angeloet al, 2008; Frumaret al,
1998).

Une des caractéristigues du métabolisme des Plsaestgulation précise dans le temps et
dans l'espace, grace au strict contrdle de laibligton subcellulaire, de I'association a la

membrane et de l'état d'activité de chacune de$éréifites kinases et phosphatases.
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L’équilibre entre l'activité des Pl kinases et desphosphatases peut alors étre différente
dans les compartiments cellulaires, générant aiesidistributions hétérogenes des diverses
especes phosphorylées de Pls dans les organitelsices (D’Angeloet al, 2008). En effet,

le métabolisme des Pls est fortement compartimeaus les cellules, et chague organite est
caractérisé par la présence de Pl kinases et @dd3phatases spécifiques qui génerent et
maintiennent leurs pools de Pls caractéristiques Natteis & Godi, 2004)Les Pl kinases

sont relativement bien décrites dans la littératarecomparaison aux Pl phosphatases. Dans

la suite de notre exposé, nous nous focaliserons slar les Pl kinases.

I. Les phosphatidylinositol kinases

mammaliennes

Les PI kinases ont été initialement décrites peurd activités enzymatiques, capables de
transférer un groupement phosphate a une positonét de I'anneau inositol du Ptdins. La
purification de ces enzymes a ensuite permis deldsser en trois familles différentes : les Pl
3-kinases (PI3Ks), les Pl 4-kinases (PI4Ks) ePleghosphate kinases (PIPKs). Les membres
de chacune de ces familles ont été identifiés nbmvure et d’autres eucaryotes inférieurs, et
chaque membre partage une forte homologie aveémaimalent chez les mammiféres. Ainsi,
cette conservation au cours de I'évolution souligimportance de ces enzymes dans la

physiologie des cellules eucaryotes (Fruratal., 1998).

A. Les Pl 3-kinases

Les PI3Ks sont sans doute les Pl Kinases les miawactérisées. Différents travaux ont
confirmé le role des PI3Ks et de leurs produitsp seulement dans la régulation de la
prolifération cellulaire, mais aussi dans de normbes autres réponses cellulaires. La voie des
PI3Ks est ainsi impliquée dans de nombreuses pajiesl humaines comme le cancer et le
diabéteg(Cantley, 2002; Vivanco & Sawyers, 2002). Il exi8telasses de PI3Ks distinguables

par la spécificité vis-a-vis de leurs substratsitro, et leur mode de régulation.
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1. Les PI3Ks de la classe |
Les PI3Ks de la classe | sont des hétérodimerestiaods d’'une sous-unité catalytique de
110-120 kDa et d’'une sous-unité régulatrizevitro, tous les membres de la classe | sont
capables de phosphoryler le Ptdins, le P14P, &l [@,5) B en position 3-OH ; mais Vvivo,
ils utilisent préférentiellement le PI (4,5). Eependant, 'utilisation d’agonistes stimulans ce
enzymesn vivo conduit a des augmentations du niveau cellulaar®d(3,4) R et PI (3,4,5)
Ps. De plus, des études cinétiques avec Histygeérent que le PI (3,4) Peut étre produit en
partie par I'action d'une Pl 5-phosphatase sur l§34,5) R. Les PI3Ks de la classe |
possedent une activité protéine kinase intrinsequieest indissociable de leur activité lipide
kinase. Les principaux substrats de l'activité @im¢ kinase des PI3Ks de la classe | sont les
résidus sérines contenus dans le domaine catayfigigméme et/ou dans sa sous-unité

régulatrice associée (Frumanal, 1998; Tolias & Cantley, 1999).

2. Les PI3Ks de la classe I

Les enzymes de la classe Il sont des grandes mestéhonomériques de 170-210 kDa,
contenant un domaine catalytique similaire de 46% a celui des enzymes de la clas$e |.
vitro, les PI3Ks de la classe Il phosphorylent préfée#ament le Ptdins et le PI4P.
Cependant, il n'a pas encore été déterminé qualde sont produitén vivo, et comment
l'activité de ces enzymes y est régulée. Baséesurdctivité enzymatique obtenimevitro, les
PI3Ks de la classe Il produiraient probablementRI8P in vivo. Elles pourraient aussi
contribuer a 'accumulation de PI (3,4) ébservée dans des cellules stimulées (Fruzhan,
1998; Tolias & Cantley, 1999).

3. Les PI3Ks de la classe Il

Contrairement aux enzymes de la classe | et Il,PIBKs de la classe Ill phosphorylent
uniquement le Ptdins. Ces enzymes pourraient dotgire des augmentations locales de
PI3P qui pourraient servir pour le recrutement degines requises dans le trafic vésiculaire

intracellulaire (Frumaset al, 1998).
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B. Les PIP kinases

Deux enzymes distinctes ont été purifiées, dudileur capacité a phosphoryler le PIP en PI
(4,5) RB. Ces deux enzymes ont préalablement été nommdédesFkinases de type | et Il,

mais des études ultérieures ont révélé que les tleuties d’enzymes phosphorylaient de
facon sélective différentes positions sur I'anngasitol. Pour distinguer ces différents sites

de phosphorylation, ces enzymes ont été renommBd&® et PIP5Ks.
1. Les PIP 4-kinases

Les PIP4Ks phosphorylent le PI3P et le PISP entipos#-OH. Peu de choses sont connues
sur la régulation de leur activité. Etant donné el (3,4) R est un second messager qui
participe a l'activation de la protéine kinase Aktde certaines Protéines Kinases C (PKC),
les PIP4Ks pourraient jouer un role en amont dekoesses (Frumaet al, 1998; Tolias &

Cantley, 1999). Akt joue un role dans la croissagtda survie cellulaire, tandis que les PKC
sont impliquées dans différentes fonctions physjiojoes cellulaires comme les phénomenes
d’apoptose, l'activation des plaquettes, le remagkeldu cytosquelette d’actine, la modulation

de I'activité des canaux ioniques, ou encore ldifpration cellulaire (Toker, 1998).
2. Les PIP 5-kinases

La réaction la mieux étudiée, catalysée par leSIR$Rest la conversion du PI4P en PI (4,5)
P,. Les PIP5Ks ont été montrées comme pouvant phogeha’autres Plsn vitro. Certaines
isoformes de ces enzymes convertissent le Pl B3,éh Pl (3,4,5) B D’autres utilisent aussi
le PI3P comme substrat vitro (Frumanet al, 1998; Tolias & Cantley, 1999).

C. Les PI 4-kinases

Les Pl4Ks catalysent la production de PI4P a paltir Ptdins, premiere étape dans la
formation de PI (4,5) Pet de PI (3,4,5) £ deux lipides dont les fonctions de molécules

régulatrices sont bien établigsumanet al, 1998).

Les PI4Ks sont d’'une importance majeure dans lwisgdion des cellules eucaryotes. En
effet : elles contrdlent les évenements de sigat@dis en régulant la synthese de Pl (4 53
niveau de la membrane plasmique et du noyau avigehération de P14P, elles régulent aussi

le trafic vésiculaire et la sécrétion de protéimes 'appareil de Golgi. Elles organisent
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egalement le transfert lipidique entre les memlsaa#ectant ainsi la composition lipidique
membranaire. Par conséquent, les Pl4Ks apparaissent plus comme de simples
fournisseurs du précurseur de la synthése de B) B}, mais aussi comme les enzymes
générant du PI14P, en tant que molécule signakediBalla & Balla, 2006; D’Angelcet al,
2008).Dans les cellules, toutes les réactions biochinsqueanues pour étre influencées par
le P14P requierent I'action des Pl4Ks. Au départrtdcherche sur les Pl4Ks a été nourrie par
la notion que ces enzymes étaient nécessairedgproduction de pools de Pl (4,5), Bt par
conséquent de DiAcyl Glycérol et Pl (1,4,%)(Balla, 1998).

Quatre PI4Ks ont été identifiees chez les mamnsféf@ependant, malgré leur position
centrale dans la synthése de phospholipides, égudation est faiblement comprise (Balla &
Balla, 2006; D’Angeloet al, 2008; Frumaret al, 1998). A l'origine, les Pl4Ks ont été
classées en type Il et lll (le type | s’étant avétee une PI3K) sur la base de leur poids
moléculaire, et de leur sensibilité a des inhibdecomme l'adénosine et la Wortmannine
ainsi qu'a des détergents non ioniques (ex: tit(Balla & Balla, 2006; Balla, 1998;
Endemanret al, 1987; Graham & Burd, 2011).

1. Les PI 4-kinases de type |l

Ces enzymes sont liées de facon étroite a la mempdu fait de leur palmitoylation sur un
motif riche en sérine localisé dans le domainelyidae (Barylkoet al, 2001). Il a été
montré que cette palmitoylation était essentielladressage des Pl4Ks de type Il au réseau

trans-golgien (Barylket al, 2009).

Les Pl4Ks de type Il ont un poids moléculaire dieow 55 kDa (Carpenter & Cantley, 1990).
Deux formes de ces enzymesy Bt I sont exprimées chez les vertébrés. Les premiéres
études ont identifié I'activité des P14Ks de typa niveau de la membrane plasmique. Il a
été supposé que ces kinases participaient a lafammdu pool membranaire de Pl (4,5) P

était donc surprenant de constater que la majdagPI14K de type dl et IIp était localisée
dans les membranes intracellulaires, en particui@ens le réseau trans-golgien et les
endosomes. En accord avec leur localisation endalsprdes données suggerent que les
Pl4Ks de type Il régulent le trafic intracellulai(Balla & Balla, 2006). De plus, d’'autres
études proposent que ces enzymes ont un réle éarafit du réseau trans-golgien (Wagtg

al., 2007, 2003) et dans le processus d’endocyto$E@€E-R (Minogueet al, 2006).
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La phosphorylation des Pl4Ks de type Il par la ¢ira kinase D a été rapportée ; toutefois,
les conséquences en termes d'activité de ces eszyimesont pas encore élucidées. La
régulation des Pl4Ks de type Il n’est pas tres bmmue (Balla & Balla, 2006).

2. Les Pl 4-kinases de type lli

Moins abondantes que les P14Ks de type Il dansdbsles, les P14Ks de type Il (P14KIllls)
sont structurellement apparentées aux PI3Ks, avefont degré de conservation de leurs
domaines catalytiques ; cela explique aussi lailséités des PI4KllIs a la Wortmannine, un
des inhibiteurs les plus puissants des PI3Ks (Wynadral, 1996). De plus, les Pl4Kllls et
les PI3Ks contiennent un domaine « Lipid Kinaseduei» (LKU) prédit comme ayant une
structure hélicoidale (Balla & Balla, 2006; Heilneeyet al, 2003). Ce domaine serait
nécessaire pour I'activité kinase des Pl4KIlIsjrgaragissant avec, et en activant le domaine
C-terminal de ces kinases (Minogue & Waugh, 201&gHbet al, 2007).

Comme pour les PI4KIls, il existe deux formes déKRlls, a et f. Les PI4KIlIs ont été
clonées apreés purification de ces enzymes a pirtia glande surrénale et de cerveau bovins.
L’'analyse de la distribution des PI4KIlls mammaltier a révélé qu’elles sont exprimées de
facon ubiquitaire dans les tissus, bien que P14K3dbit exprimée de fagcon prédominante dans
le cerveau, et que Pl4Kf@Isoit répartie de maniére plus large (Balla, 1998). niveau
cellulaire, Pl4Kll est principalement localisée dans le RE (Weh@l, 1997), mais aussi
dans I'espace péricentriolaire qui contient probatent le compartiment golgien (Nakagawa
et al, 1996), ainsi que dans le nucléole (Kaketkal, 2006). PI4KIIp quant a elle est
principalement associée aux membranes golgief\Wesg et al, 1997),mais est également
retrouvée dans le noyau (Balla & Balla, 2006; daabet al, 2002) (Figure 22).
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Figure 22 : Distribution cellulaire des Pl4Ks.
EE, Endosome précoce ; PM, membrane plasmique ; lyggsome ; MVB, corps multivésiculaire ; ER,
réticulum endoplasmique ; TGN, réseau trans-goldiéapres (Balla & Balla, 2006).

En plus de I'expression ubiquitaire de Pl4kllét B, le fort degré de conservation de ces
kinases, aussi bien chez la levure que chez lesnmfares porte a croire qu'elles exercent
des fonctions spécifiques et jouent un role esslerdans les cellulegGehrmann &
Heilmeyer, 1998).

a) Pl4Kllla.

Deux isoformes de PI14Kldl ont été décrites chez les mammiféres et annot#esld base de
données NCBI : une grande isoforme de 230 kDadjisté 1) et une variante plus courte
d’environ 97 kDa, comprenant seulement la partieer@inale qui contient le domaine
catalytique (isoforme 2) (Figure 23). C’est l'isafee 2 qui a été clonée la premiére chez les
mammiféres mais a été d’abord classée par errenmeoétant une Pl4K de type(Wong &
Cantley, 1994)Des études ultérieures ont permis de conclure gtte ¢soforme était en
réalité un variant épissé de I'enzyme de 230 kBalla, 1998; Nakagawat al, 1996).Mais
récemment, I'équipe de Tamas Balla a montré quedtite isoforme, en plus d'étre
faiblement représentée dans les cellules, seradi @atalytiquement inactiy&zentpeteryet

al., 2011).

En 2010, I'équipe de Lefrancois a proposé une cascéévenements impliquant Pl4Kdll
dans la formation des vésicules de transport aganivde I'appareil de Golgi (Dumaresg-
Doiron et al, 2010). Le recrutement de diverses protéines gessmembranes cellulaires
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incluant le Golgi, les endosomes et la membranenue nécessite I'activation de la petite
GTPase Arfl (Coheret al, 2007; DellAngelicaet al, 2000; Ooiet al, 1998). Cette
activation est conditionnée par le recrutemenaéiaison au Golgi de GBF1, un membre de
la famille des Guanidine nucleotide Exchange Fa@BEF) (Jackson & Casanova, 2000).
Lefrancois et ses collaborateurs ont donc montré Bl4KIlla recrutait GBF1, vers les
membranes de I'appareil de Golgi (Dumaresq-Dog&bal, 2010). En formulant I'hnypothése
de départ que le recrutement de GBF1 vers le Géiggssitait la présence du PI4P, I'équipe a
alors démontré que c’est Pl4Kdllet non PI4KIIIB qui était responsable de la production des
P14Ps impliqués dans le recrutement de GBIELschéma de la cascade est le suivant : la
protéine Rabl active PI4Kil| ce qui conduit a une production accrue de Pl43 BRI4Ps
permettent a GBF1 de se lier d’abord aux membrdee&ppareil de Golgi, puis d'activer
Arfl, ce qui a alors pour conséquence la formatles vésicules de transport (Dumaresg-
Doironet al, 2010).
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Figure 23 : Représentation schématique des deux isoformes dedRllIl a.

La relation structurale entre les deux isoformesiaaau protéique est montrée en indiquant la isatbn des
domaines fonctionnels. L'organisation exon-intrangkne est également figurée. En plus du géfidIla, la
région chromosomique comprend deux pseudog@uiéklliapl et pidkillap2, localisés de part et d’autre de
pidkllla. D'aprés(Szentpetergt al, 2011).
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b) PI4KIIIB

P14KIII B est une enzyme d’environ 92 kDa. Elle contientdamaine de liaison a la protéine
Rabll, situé entre le site catalytique et le domdiKU. L’association PI4KIB-Rabll
pourrait réguler le transport membranaire du Gehlgis la membrane plasmique. En effet,
P14KIIIB se lie a Rabll, et il apparait que cette intavactist nécessaire pour recruter Rab11
au Golgi, et permettre la régulation du transpartroranaire (de Graaf, 2004).

Le recrutement dBI4KIIIB au Golgi est facilité par Arfl (Godit al, 1999, 2004). L’activité
enzymatique de PI4KIpl peut aussi étre modulée par la phosphorylation dwplusieurs de
ses sites de phosphorylation. Par exemple, la pioogiation de PI4KIIB a la position
Ser268 par la Protéine kinase D (PKD) est essenfpelur son activité kinase et pour sa
capacité a soutenir le transport post-golgien, mast pas nécessaire au recrutement vers le
Golgi (Hausseret al, 2005). Cette phosphorylation par la PKD interviapres que cette
derniére ait été dirigée vers le Golgi, suite iadaon avec Arfl(Graham & Burd, 2011).a
phosphorylation des sérines Ser258 et Ser266 anétérée comme importante pour le
recrutement de PI4KIplvers le Golgi (Balla & Balla, 2006; Heilmeyet al, 2003).

Des 1999, le role de Pl4Kflau niveau de I'appareil de Golgi a été mis en &rmiEn effet,
Godi et al. ont montré que PI4KI@ contrdlait I'intégrité structurelle de cet orgamnitEn
présence d'un dominant négatif de PI4KIllavec une mutation permettant d’inactiver
l'activité kinase de I'enzyme, I'équipe a obsenre wésorganisation totale de la structure de
'appareil de Golgi(Godi et al, 1999).En 2006, Bth et al. ont établi que PI4KIp est une
enzyme clé qui contribue a la régulation du trarnsge céramides entre le RE et le Golgi.
Ces céramides sont des molécules lipidiques redesien abondance dans les membranes
cellulaires, ou elles entrent notamment dans Iatitotion des sphingomyélines, constituants
fondamentaux de la myéline des nerfs. Les céranmeegent également revétir des fonctions
de signalisation lipidique. Leurs actions les miezomprises vont de la différenciation
cellulaire a I'apoptose, en passant par la pratfén cellulaire Le réle de PI4KIIp dans le
maintien de la structure du Golgi et dans le trartsgies céramides conforte I'hypothése d’'un
réle central de cette enzyme dans la régulatiofa®sgions golgiennes, notamment le trafic

vésiculaire du Golgi vers la membrane plasmi@it@h et al, 2006).
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Tableau 2 : Principales caractéristiques des PIl4KlIb

Propriétés PI4KI1l PI4KIIIB
Autres noms PI4KI, PI4KCA, P14K230| PI4KB, PI4KCB, P14K92
Homologue chez la levure Sttdp Piklp
Poids moléculaire apparent 210 kDa 110 kDa
Poids moléculaire calculé 230 kDa 92 kDa
Localisation chromosomique 22q11.2 1921.3
Wortmannine G, 50-300 nM IG. 50-300 nM
LY-294002 I1G 50-100 uM IGc 100 pM
K1 (Adenosine) Millimolaires Millimolaires
Triton X-100 Active Active

Pendant longtemps, la question s’est posée dersamoiment PI14Kllh et PI4KIIIB avaient
acces au PtdIns, leur substrat localisé a la memhplasmique, étant donné que ces enzymes
sont solubles et qu’elles ne présentent aucun dmmiaydrophobe apparent (Balla, 1998).
Pour PI4KIIB, la réponse pourrait venir de son interaction aeeprotéine Arfl, qui est
insérée dans la bicouche lipidiquze plus, il navait pas été possible de détermiaguelle

de ces PI4KlIlIs était responsable de la génératiopool a la membrane plasmique de PI4P,
précurseur de Pl (4,5%,PCela était principalement di au manque d’outiiprapriés. Cette
guestion était d’autant plus pertinente qu’aucuee RI4KIlls n'avait pu étre trouvée dans des
proportions détectables au niveau de la membraa@mpfue. Jusqu’alors, il avait juste éte
montré que les PI4KIllls étaient requises pour léntren d’un pool de Pls, et par conséquent
pour un équilibre des concentrations intracellekid’Ins (1,4,5) Pet de C&" (Nakanishiet

al., 1995; Willarset al, 1998). La récente découverte de PIK93, un inkibides PI3Ks qui
permet de discriminer parmi les deux formes de RIdKs’est avérée étre un outil utile pour
répondre a cette question (Ba#laal, 2008; Knightet al, 2006; Tothet al, 2006). Balla et
ses collaborateurs ont ainsi pu montrer que Pl4Kékait indispensable a la production de
pools a la membrane plasmique de PI4P et de Pl P4,ainsi qu'a la signalisation calcique
(Ballaet al, 2008).

En outre, a la fin de I'année 2012, Natalual. ont prouvé la présence de Pl4Klla la

membrane. Ils ont ainsi montré qu’elle co-locatisaiec deux protéines, EFR3B et TTC7B.
La premiere a une localisation plasmique, tandie ¢ seconde est cytosolique. La
palmitoylation en N-terminal de EFR3B est une ctiadi essentielle a sa localisation au
niveau de la membrane plasmique, ce qui lui peremsuite de recruter TTC7B ; leur

association étant nécessaire au recrutement an@drane de PI4KIH. Une fois le lien a la
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membrane de P14Kldl établi, I'équipe a précisé le role de Pl4lglA la membrane, ainsi que
son implication dans le métabolisme et la physi@ocgllulaire. En réalisant des souris
« knockout » (KO) pour PHKIH, les auteurs ont fait plusieurs observations : pade
sélective de PI4P au niveau de la membrane plagmigoe baisse modérée du niveau
plasmique de Pl (4,5),PIl n'y a pas de modification de la structure atfbnction de
'appareil de Golgi, mais une rupture de l'actinerticale, ainsi qu’'une modification de
'organisation de la clathrine (taille et distribt anormale). De plus, les niveaux
membranaires de cholestérol étaient 20% plus basdams les controles, alors que les
niveaux intracellulaires augmentaient. Pl4kKIdpparait alors comme un déterminant critique
de lidentité de la membrane plasmique. En son radgseles cellules régulent a la hausse
'expression des PIP5Ks, qui convertissent Pl4PPéeri4,5) B, ce qui explique la baisse
modérée de Pl (4,5),Ppar rapport a celle de PI4P (Naka&fwal, 2012). Cette étude est la
premiere a rapporter un recrutement direct de RI4Kd la membrane plasmique ; de plus,

elle apporte un éclairage sur le réle de Pl4K#u niveau de la membrane plasmique.

II. Le Phosphatidylinositol 4-phosphate

Le phosphatidylinositol 4-phosphai@14P), produit des Pl4Ks représente 60% des Pls

monophosphorylés dans les cellules de mammiféresgtemps considéré comme servant
uniquement de précurseur au Pl(45)E Pl4P apparait depuis quelques années comme un
régulateur direct de fonctions cellulaires impottan La localisation subcellulaire des
effecteurs du PI4P a initialement porté a croire lguplus grande partie du PI14P résidait dans
les membranes du complexe de Golgi (D’Angetal, 2008). Cependant, I'existence d’un
pool non golgien physiologiquement relevant commeeacétre mis a jour. Du fait de la
localisation de certaines des enzymes responsdbles synthése, le PI4P est retrouvé a la
membrane plasmique. A ce niveau, il peut étre noditab en Pl (4,5) Pqui servira de
substrat pour la production de PI (1,4,5) B mobilisation du C3, et la transduction du
signal (D’Angeloet al, 2008; Graham & Burd, 2011).

Le PI4P est également le Pl préedominant dans leplex@a de Golgi (des quantités moins
importantes étant retrouvées dans le RE et lessenues) (Godet al, 2004; Graham &
Burd, 2011). Une carence de ce lipide affecterlzctiire et la fonction de I'appareil de Golgi
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(Godiet al, 1999).La restriction spatiale du PI4P au niveau du corgbtie Golgi est assurée
par des phosphatases, dont I'une est probablemarit. Sette protéine est associée au
complexe golgien et au RE, et pourrait déphospborgd PI4P quand un trafic rétrograde
intervient du Golgi vers le RE (Graham & Burd, 2p0P&olo & Camilli, 2006).

Dans certains cas, il est raisonnable de suppaser’gnportance du PI4P repose sur sa
conversion ultérieure en Pl (4,5). Pour d’autres processus cellulaires par contnee le

trafic membranaire ou le métabolisme des sphingt@gpau niveau du complexe de Golgi, il
a été spécifiguement montré que cette nécessitBl4lR est également due a son action
directe sur ses effecteurs (Figure 24) (D’Angeloal, 2008). Deux principales classes
d’effecteurs des PI4Ps ont été caractérisées aowe jles protéines adaptatrices et les

protéines de transfert de lipides.

Endosomes RIGKRIEN AP-1

| AP-1 Pl4KIlac | GGA

L PlaKlla GGA i EpsinR
PlaKIIB = 3 |

PlaKIlIp

PI4KIIIR

Figure 24 : Distribution intracellulaire des Pl4Ks et des effecteurs de PI4P dans les cellules de
mammiféres.

La localisation intracellulaire des Pl4Ks et defee@furs de PI4P suggerent un role central du cexeptie
Golgi dans la synthése et dans la fonction biologigles PI4P. N, noyau; GC, complexe de Golgi; PM,
membrane plasmique ; ER, Réticulum Endoplasmiquap({®s D’'Angeloet al, 2008).
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A. Les Protéines adaptatrices

Le premier exemple décrit de régulation spatialed’protéine adaptatrice par les P14Ps a été
celui de AP-1 (Adaptor Protein-1). Cette derniezdis directement au PI4P présent dans le
réseau trans-golgien, de maniére Pld4kdEpendante. AP-1 se lie également a Arfl, et la
liaison concomittante a PI4P et a Arfl, combinédéa aeconnaissance directe du cargo

(contenu soluble ou transmembranaire de moléculgsiésente une stratégie efficace pour la
régulation spatio-temporelle du recrutement de ARHldes domaines spécifiques du réseau

trans-golgien (D’Angelet al, 2008).

Une stratégie similaire est adoptée par une aatralle de protéines adaptatrices, les GGAs
(Golgi-localised, y-ear-containing, Arf-binding proteins). Ces GGAsnisales protéines
monomériques localisées au niveau du réseau tagen et dans les endosomes, et

participent au trafic membranaire entre ces conmmparits (D’Angeloet al, 2008).

EpsinR est un membre de la famille des Epsinesfaméle de protéines se liant aux Pls et
dans laquelle les membres interagissent avec laienxoreille» des Adaptor Proteins et de
la clathrine et peuvent induire une courbure mendira (Fordet al, 2002). Contrairement
aux autres membres de la famille qui interagisagat AP-2 et Pl (4,5),PEpsinR montre
également une affinité pour AP-1 et PI4P. De fagorprenante, I'association de I'EpsinR
avec les membranes est indépendante de AP-1, iaéndante de Arfl, ajoutant ainsi cette
protéine a la liste des « clathrin adaptor » gilisent un code a double clé pour se localiser

dans le compartiment « réseau trans-golgien-endesom

B. Les protéines de transfert de lipides de la farte COF (Cert Osbp Fapp)

Cette famille inclut : la protéine de transfert déramides « ceramide-transfert protein »
CERT, I' « OxySterol/cholesterol Binding ProteitOSBP, et les « phosphatidylinositol Four-
phosphate-AdaPtor Proteins » FAPP 1 et 2. Cesréliffés protéines seront par la suite
regroupées sous le nom de famille COF. Les pratéilectransfert de lipides de cette famille
contiennent un domaine distinct de liaison auxdiysi ou domaine de transfert localisé dans la
région C-terminale de la protéine, ainsi qu’'un dovaal’homologie a la plekstrine (Plekstrin
Homology : PH) conserve, en N-terminal (D’Ange&d al, 2008). Le terme Plekstrin

Homology vient de l'identification d’'une région deiron 100 acides aminés dans ces
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domaines ; cette région apparait deux fois danspuntéine plaquettaire : la pleckstrine. Les
domaines PH sont capables de se lier spécifiqueanantlipide donné. lls se fixent au PI4P
mais aussi a Arfl (dans le cas de FAPP et OSBR{e Capacité des COFs a se lier au PI4P et
a Arfl les dote de la propriété de « détecteur-oomi@mnt» de domaines membranaires
enrichis en PI14P et en forme active de Arfl. Defagncore plus importante, la survenue de
cette combinaison n’est pas due au hasard, caéi€ anontré que Arfl interagit avec, et
recrute PI4KIIB au Golgi (Godiet al, 1999; De Matteiset al, 2007). Les COFs sont
localisées au niveau des membranes golgiennes grite domaine PH conservé. Chacune

des protéines de cette famille interagit avec Rldis un but précis.
1. CERT

Les céramides provenant du RE et transportées ldgsareil de Golgi grace au CERT
servent a la production de sphingomyéline par largmmyéline synthase 1 (SGMS1). CERT
assure le transport non vésiculaire de céramideEluson lieu de synthese vers le Golgi, ou il
est converti en sphingomyéline (Hanagfaal, 2003; Vicinanzaet al, 2008). Bien que
localisée au GolgiCERT peut s’associer avec des protéines liées raelmbrane du RE,
comme VAP-A. Ces interactions peuvent définir umecjion de transport entre le RE et les
membranes de Golgi, ou permettre a CERT de fairmlette entre les deux compartiments
(D’Angelo et al, 2008). La localisation et I'activité de CERT saontrélées par un cycle de
phosphorylation-déphosphorylation. La phosphorgtatie CERT, médiée par la PKD réduit
sa liaison avec PI4P, son association a la mempeansi que son activité de transfert de
céramide (Fugmanret al, 2007). Toth et al. ont d'ailleurs montré que PI4KpI était
I'enzyme clé responsable de la régulation du trarigte céramide effectuée par CERT, entre
le RE et le Golgi (Totket al, 2006).Une fonction majeure de PI4P dans les cellules aleisn
est donc de contrler la synthese de sphingolipadieavers le recrutement de protéines liant
le PI4P a I'appareil de Golgi (Graham & Burd, 2011)

2. OSBP

OSBP a été initialement isolé comme un réceptetosolique des oxystérols, dérivés de
'oxydation enzymatique ou non du cholestérol. OS&#® localisé au niveau du RE et de
'appareil de Golgi, grace a son domaine PH quiiesau PI4P et a Arfl, avec un cycle de
phosphorylation-déphosphorylation qui régule awssidistribution subcellulaire. Plusieurs
études ont établi des connections bi-directionseiatre OSBP et les stérols cellulaires,

montrant ainsi des effets des stérols sur OSBRsetfets de OSBP sur le métabolisme des
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stérols. Entre autres, la localisation de OSBP ta@olgi est controlée par les oxystérols, et
les niveaux cellulaires de cholestérol peuvent &igrlés par I'association de OSBP et de
phosphatases. OSBP prolonge aussi la synthésehdwemyéline dépendante de CERT et
stimulée par les oxystérols, méme si le mécanisxaetaeste a définir (D’Angelet al,
2008).

3. FAPP2

FAPP2 a été initialement décrit comme un effecrirArfl et de PI4P, impliqué dans le
trafic réseau trans-golgien-membrane plasmiqueeuth réle prédominant dans le transport de
molécules vers la membrane apicale des cellulearipéks. A la différence de FAPP1,
FAPP2 posséde en C-terminal un domaine putatifatestert de glycolipides (Godit al,
2004; Lenoiret al, 2010; Linet al, 2000). Il a été recemment montré que FAPP2 kdqitis
dans la synthese de glycosphingolipides, synthasel@pend de la production de PI4P au
niveau du Golgi et de la GTPase Arfl. FAPP2 a égatd été montré comme nécessaire dans
la voie de transport rétrograde des glucosylcéresmidu complexe de Golgi vers le RE
(D’Angelo et al, 2007).

Aux deux principales classes d’effecteurs des PEIB®ute la protéine GOLPH3 (Golgi
Phosphoprotein 3) : elle a réecemment été identdo@eme protéine de liaison aux PI4P. C’est
une protéine abondante, dontdaalisation dans le Golgi nécessite le P14P.dt@aégalement
montré que GOLPHS3 interagit avec une myosine, MY®I1Qli relie les membranes
golgiennes au cytosquelette d’actine (Figure 2BtteCinteraction procurerait une force de
traction requise pour le trafic vésiculaire etdlatecture du Golgi, démontrant alors un réle
supplémentaire des PI4P dans le Golgi (Dipgbldl, 2009).
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Figure 25 : Diagramme de I'appareil de Golgi

GOLPHS3 se fixe sur PI4P et se lie a MYO18A, tradnfsune force de traction nécessaire pour la viesion
du Golgi, contribuant a sa forme aplatie. D’api@ppold et al, 2009).

Les protéines ciblées par le PI4P fonctionnent péguler la composition des membranes
golgiennes et sont de ce fait supposées régulerigsiétés mécaniques de ces membranes.
Ainsi, le P14P a des cibles qui régulent simultaagima force de traction sur les membranes
et leurs propriétés mécaniques, incluant probabierteur élasticité, déterminant alors le
comportement de ces membranes lorsqu’elles somises a une tension. Il est donc tentant
de spéculer que la régulation coordonnée d’uneefade traction, ainsi les propriétés
mécaniques de la membrane procurent un arrangeit@alt pour contrbler la sortie de
vésicules provenant de I'appareil de Golgi, etqarséquent pour générer cette morphologie

unique caractéristique du Golgi (Dippadal, 2009).

En résumé, grace au travail de nombreux laborat@te cours de la derniere décennie, le
Pl4P est apparu comme un régulateur importantrettdde plusieurs processus cellulaires,
dont la plupart sont conservés, des levures auxmitmes. Il a été montré aussi bien dans
les cellules de levures que de mammiféres, quectannaissance du PI14P est cruciale pour au
moins deux aspects distincts de la biogénése digswes au niveau du réseau trans-golgien :
le tri des chargements dans les vésicules, eelsangements membranaires qui dirigent le
bourgeonnement vésiculaire (D’Angeadbal, 2008; Graham & Burd, 2011). De plus, le réle

central du PI4P dans le trafic antérograde du cerapGolgien a la membrane plasmique, et
dans le métabolisme des sphingomyélines et deogphingolipides fait de lui un agent

majeur dans le contréle du flux de protéines etigides vers la surface cellulaire, et par

conséquent dans la composition de la membrane jgjasralle-méme.
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La liste des protéines et domaines protéiques ayan@affinité pour le PI4P est en constante
expansion. Toutefois, notre connaissance actueadhulateurs et des effecteurs de ce lipide
est encore réduite, et des recherches suppléments@ront nécessaires pour fournir un

tableau plus complet.

Dans la cellule, les enzymes responsables de laodpporylation de ce PI4P en Ptdins sont
des Pl Phosphatases. Dans la partie suivante, mows intéresserons a l'une d’elles, la

phosphatase Sacl.

III. La phosphatase mammalienne Sacl

Chez les mammiféres, Sacl est une protéine memiwaimdéegrale qui réside de facon
primaire dans le RE. Cette rétention dans le RE@#trolée par I'interaction entre Sacl et la
protéine COP-I, qui capture I'enzyme dans le Gelgia recycle en retour vers le RE, en
veésicules COP-I (Rohdst al, 2003).

Sacl déphosphoryle le PI4P en Ptdins. La fonctiimcipale de Sacl serait de prévenir la
dispersion arbitraire de PI4P dans les membrantsceilulaires, maintenant ainsi la
compartimentalisation du pool (Roy & Levine, 200fes études chez la levure et les
mammiféres ont montré que Sacl était responsabtertvellement de P14P au niveau du
RE et du Golgi (Rohdet al, 2003). En revanche, on ne sait toujours pas corriee

transport de Sacl entre le RE et I'appareil de iGedy effectué. La fonction de Sacl au

niveau du Golgi n’est pas bien définie.

En 2008, I'équipe de Mayinger a émis I'hypothése lgurégulation du niveau de PI4P dans le
Golgi pouvait étre dépendante de la croissancailagl, couplant ainsi la signalisation
lipidique et la prolifération cellulaire. Elle acas analysé le réle de Sacl dans le contrble de
la sécrétion stimulée par des mitogenes (Figure R@ns les cellules quiescentes, Sacl
s’accumule dans 'appareil de Golgi, ou elle « consie » le pool de PI4P, et ce faisant, elle
inhibe le trafic antérograde. La relocalisationS#1 du RE vers I'appareil de Golgi nécessite
son oligomérisation et le recrutement du complex@Pdl. Apres stimulation par des
mitogenes, Sacl est phosphorylée et passe adétatonomere. Elle est alors relocalisée au

RE grace a COP-I, ce qui entraine une augmentdtiariveau de PI4P a I'appareil de Golgi,



Le métabolisme des phosphoinositides

et par conséquent une stimulation de la sécrétiafio antérograde du Golgi vers la

membrane plasmique) (Blagoveshchensletyal., 2008).

Cette méme équipe a aussi identifié la voie de p®®, Protéine Kinase Activée par les

Mitogénes (MAPK) comme impliqguée dans la dissooratiles oligoméres de Sacl apres la
stimulation par les mitogénes (Figure 26). L'inkidom de la voie MAPK p38 abolit le passage

de Sacl du Golgi vers le RE et ralentit la sécnétidela suggere des réles directs de la
MAPK p38 et de Sacl dans la transmission des sigmkucroissance a la machinerie

sécrétriceCela indique aussi que la voie p38 joue un rélesdamodulation des Pls du RE et

du Golgi lors d’'une stimulation par des mitoger®acl ne serait donc plus seulement une
enzyme impliquée dans la restriction spatiale aedspde Pls, mais jouerait un réle important

dans les voies de transduction du signal induiteslgs mitogene¢Blagoveshchenskayet

al., 2008).

Growth factors

Stimulated
= Secrelion

2 Golgi

Quiescent _ Proliferating

Figure 26 : Régulation-Mitogene dépendante de Saet signalisation de PI4P a I'appareil de Golgi

Dans les cellules quiescentes, Sac 1 s'oligométisgaccumule dans I'appareil de Golgi, qui a smr régule
négativement le PI4P et la sécrétion constitutiygres stimulation par un facteur de croissancetiVaé de p38
MAPK est nécessaire pour la dissociation des caregléSacl, ce qui déclenche le trafic rétrogradéa et
redistribution de Sacl au RE. La réduction desanixeSacl au niveau du Golgi permet d’accumuler Fliiis
cet organite, induisant une sécrétion constitutislagoveshchenskayat al, 2008).

Au cours de I'année 2008, Leet al. ont également mis en évidence des rbles importnts
Sacl. Les auteurs ont en effet démontré que lacti@dudu niveau de Sacl dans les cellules
était associée a une désorganisation du compleigie@cet du fuseau mitotique dans des

cellules humaines. lls ont alors pointé du doigt gatte phosphatase jouait probablement un
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réle essentiel de gene de ménage, nécessaire pewrganisation adéquate de I'appareil de
Golgi et du fuseau mitotigugiu et al, 2008).

IV. PI4KIIIB et virus pathogénes

Ces dernieres années, le role important des PEIKiins le cycle biologique de plusieurs
pathogenes a été mis en lumiére. En 2003, un nawaanavirus a été décrit comme l'agent
étiologique responsable du Syndrome Respiratoireer®é Aigu (SARS, Severe Acute
Respiratory Syndrome) (Drostehal, 2003). En 2012, Yang et ses colléegues ont majuieé
I'activité kinase de PI4KIp était nécessaire a I'étape d’entrée du SARS-CaoRagcontre, la
maniere dont PI4KIP contrble I'entrée de ce virus n'a pas été élucidéesemblerait
cependant que cette kinase ne contréle, ni le nidsaxpression membranaire du récepteur
Angiotensin-1 Converting Enzyme 2 (ACE2), ni I'att@ment du virus a la cellule, ni son

internalisation, ni I'étape de fusion (Yaergal, 2012).

Récemment, I'importance de Pl4Kilpour la réplication de plusieurs Picornaviruséaen
documentée. Les Picornavirus sont des virus noeleppés, simple brin de polarité positive.
lls incluent de nombreux pathogénes humains etamincomme les Entérovirus (rhinovirus,

poliovirus, coxackievirus) et les Kobovirus (Aichiys).

En 2010, Hsuet al. ont montré comment les Entérovirus (notamment oRiolis et
Coxackievirus, respectivement responsables de lmnpgelite et de la fievre aphteuse)
remodelent la voie sécrétoire de I'hdte pour génées organelles de réplication (Hstal,
2010). Les Entérovirus stimulent la synthése dd’Rid niveau de leurs sites de réplication.
Une fraction significative de ce PI4P est prodpiée I'activité de PI4KIIB, qui est aussi un
effecteur majeur de la protéine Arfl et co-localigeec celle-ci lors de [Iinfection
entérovirale. Cette co-localisation est dépendatdela localisation et de I'activité de
GBF1/Arfl. De facon étonnante, 'ARN polymérase éeatvirale 30° se lierait
préférentiellement au Pl4P, malgré I'absence demnégrédite pour I'attachement au PI4P.
En se basant sur ces différentes observations,adels a été propose, sur la réorganisation
de la voie sécrétoire au cours de l'infection degmvirus (Figure 27). En se liant au module

GBF1/Arfl, la protéine virale 3A amplifie le recament de PI4KIB au niveau de la
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membrane, ou la synthése de PI4P s’effectue (Dadaaly 2012; Hswet al, 2010). GBF1 et
Arfl sont des facteurs de I'hdte, connus comme seies a la réplication entérovirale
(Belov et al, 2007; Lankeet al, 2009). Par contre, aucune interaction physique &ié
retrouvée entre 3A et PI4KpBI(Teterinaet al, 2011). La synthese accrue de PI4P aboutit a
un enrichissement du microenvironnement membran&ieemicroenvironnement va a son
tour augmenter le recrutement de la polyméras® i, en tant que membre du complexe
de réplication, va initier la synthese de 'ARN {aret al, 2011; Hswet al, 2010).

Golgi '3 ™\
g HCV P @ a
PI4KB a1 ioges oD 2 {\ Viral/host factor

Arf1 C::‘
GBF1 |NSSA PlKa 2
: / Enteroviruses \\
GBFY @“) /
0 Y
% Viral :
ER : replication
complexes \ /

Aichi virus

o,
/ Y/

© Pl4Ka 3A @ean:a@
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Pl4P . Host protein
PI(4,5)P, - PI4K

Figure 27 : Vue d’ensemble des différents modes decrutement des PI4KIlIs au niveau des complexes de
réplication du VHC, des entérovirus et du Virus Aidi.
Pl: Phosphatidyl inositol, ERGIC, compartiment imtédiaire RE-Golgi. D'aprés (Delargg al, 2012).
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Plus récemment, il a été montré que le virus Aighiautre Picornavirus appartenant au genre
des Kobuvirus nécessitait aussi Pl4RIpour la réplication de son ARN (Greninggral,
2012; Sasaket al, 2012). Etonnamment, le virus Aichi adopte unatétfie différente des
entérovirus pour recruter Pl4KBllau niveau des sites de réplication. En effeteteutement
de PI4KIIIB aux complexes de réplication du virus Aichi esséaur son interaction avec
ACBD3 (Acyl-Coenzyme A Binding Domain protein 3)neai protéine du Golgi impliquée
dans le maintien de sa structure (Figure 27). kemes non structurales 2B, 2BC, 2C, 3A
et 3AB du virus Aichi interagissent également a&x&BD3, maisaucune liaison directe entre
P14KIIIB et les protéines virales n'a été observée (Sataiti, 2012). Comme pour le cas des
entérovirus, il y a une accumulation de P14P aeaivdes sites de réplication du virus Aichi.
Cependant, il reste & élucider si le PI4P est dapddb se lier & la polymérase Ddu virus
Aichi. Greningeret al. aussi ont démontré que la protéine 3A de plusi®icernavirus
s’associait avec Pl4KIpl et ACBD3 (Rhinovirus humain 14, Kobuvirus bovimxSakievirus

B3 et Poliovirus) (Greningeat al, 2012).

Au final, deux stratégies de recrutement de PI4Xall cours de l'infection des Picornavirus
ont été rapportées : (i) liaison et modulation d&&Arfl pour amplifier le recrutement de
P14KIIIB, et (ii) interaction avec ACBD3 pour le recruternda PI4KIIIB. Il sera intéressant
d’explorer si tous les Picornavirus requierent RIK pour leur réplication et si oui,

comment PI4KIIB est recrutée dans les complexes de réplication.

V. PI4KIlls, PI4Ps et VHC

La récente découverte de systemes de culture mevessa I'infection par le VHC a permis
d’élucider le lien étroit entre les lipides de Ellale héte et le virus, & chaque étape de son
cycle. L'entrée du VHC est déclenchée par l'intecaiccoordonnée dans le temps, entre les
particules virales et des récepteurs de surfackilaiet, y compris le récepteur des
lipoprotéines de faible densité (LDL-R). La réptioa de 'ARN viral dépend des acides gras
et de la biosynthése du cholestérol (Huangl, 2007; Kapadiat al, 2007). Ce processus de
réplication se produit sur des membranes intraegles modifiées, formant un «réseau
membranaire ». Leur biogenese est induite parre®ipes virales non structurales NS4B et

NS5A et exige I'activité des lipides kinases celitds appartenant a la famille des P14Kllls.
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Une caractéristique des membranes induites parHE st donc la présence de PI4P,
synthétisé par ces kinases. Curieusement, cerfadsurs cellulaires récemment identifiés
comme indispensables au VHC se lient sélectivemetds dérivés de Pls, ce qui suggere un
réle crucial des PIPs dans la réplication viralBastsemblage. Cet assemblage se produit a la
surface des gouttelettes lipidiques et est rattdehiacon étroite a la voie de lipoprotéines de
trés faible densité conduisant & la formation geviroparticules. Ainsi, le VHC exploite le
métabolisme lipidique a bien des égards et peutc degrvir de modéle pour mieux
comprendre la biogenese des membranes, la formdéagouttelettes lipidiques et le trafic
des lipides (Alviseet al, 2011; Syeckt al, 2010).

Dans ce présent chapitre, nous nous intéressotisutiarement au réle des PI4KIlIs et de

leur produit dans le cycle viral du VHC.

Depuis 2009, plusieurs études ont été menées isylitation des PI4Kllls dans le cycle
biologique du VHC. L'importance de Pl4Kdldans la réplication du VHC est bien établie.
En effet, cette kinase a été identifiée dans plusieriblages de siRNA, indépendamment du
génotype viral et des outils biologiques utilisBergeret al, 2009; Borawsket al, 2009; Li

et al, 2009; Taiet al, 2009; Trotarcet al, 2009; Vaillancouret al, 2009). En revanche, le
réle de PI4KIIB est encore controversé ; elle semble contribdarréplication de réplicons
de génotype 1, mais pas a celle de l'isolat JFH@é&mtype 2a (Borawskit al, 2009; Reiss

et al, 2011; Trotarcet al, 2009).Tai et al. ont aussi démontré que l'inhibition de PI4KlII
inhibait la réplication du génotype JFH1, mais ge n’entrainait pas de modifications au
niveau de la morphologie du réseau membranaire &T8&alloum, 2011) Néanmoins, ces
deux kinases sont supposées effectuer des tachmegléroentaires, non redondantes car
l'inhibition de chacun des genes entraine une dition de PI4P (Hswet al, 2010), mais
aussi parce que l'effet inhibiteur résultant dextilection partielle de PI4KIH sur la

réplication du VHC ne peut étre restauré par laxquression de P14KIpl (Tai et al, 2009).

Depuis, plusieurs équipes ont proposé un modeliepael P14Kllk interagirait avec le VHC
lors de sa réplication. Ainsi, lors de linfecti@tu VHC, la phosphoprotéine virale NS5A
recrute PI4KIlk au « réseau membranaire », pour y augmenter éanide Pl4P nécessaire a
lintégrité de ce réseau et par conséquent a lhcadijpn virale (Reisset al, 2011). Cette
hypothése est principalement basée sur trois ofseng. Tout d’abord, PI4KId co-localise

a la fois avec NS5A et avec ’ARN viral double-ban cours de I'infection du génotype 2a
JFH1 (Bergeret al, 2009; Lim & Hwang, 2011)Figure 28)et du génotype 1lLim &
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Hwang, 2011). Ce recrutement est tributaire du doen®! de NS5A (Reiset al, 2011).
Deuxiemement, NS5A peut stimulervitro I'activité kinase de P14KIH, sans augmenter son
expression, conduisant a la production accrue 4 Bergeet al, 2011; Reis®t al, 2011).
Cela est cohérent avec une étude récente qui edime NS5A régule I'expression de
certains genes cellulaires requis pour la répbeatdu VHC, mais pas celle de Pl4Kil] ni
P14KIIIB (Magbool et al, 2013). Troisiemement, l'inhibition de Pl4Kdllpar le biais de
'ARN interférence, modifie & la fois la localisati subcellulaire de NS5A, et I'architecture
du « réseau membranaire » (Rettsal, 2011; Tai & Salloum, 2011; Tat al, 2009) et
eventuellement aussi sa formation, de méme quablissement de complexes de réplication
du VHC (Bergetet al, 2009; Reiset al, 2011).

K
{
NSSA PI4KIIIct-Flag
Huh7.5-VHCcc
NSSA PI4KIIIe-Flag
Huh7.5 non infectées

Figure 28 : PI14KIIl a est un composant du complexe de réplication de IRN du VHC.

Colocalisation de PI4KIl avec NS5A ou de I'ARN double brin. Des cellules ldelignée Huh7.5 ont été
infectées avec du VHCcc, puis transfectées aveplasmide contenant PI4Ktll Les cellules ont ensuite été
marquées avec un anticorps anti-NS5A ou anti-PMKILes noyaux sont marqués au DAPI (Lim & Hwang,
2011).

Cependant, lidentité de lI'enzyme responsable depidaduction de PI4P est encore
controversée. Alors que certaines equipes metteavant P14KIlb. (Bergeret al, 2011; Lim
& Hwang, 2011; Reisgt al, 2011; Tai & Salloum, 2011), d’autres au contrg@ntent
P14KIIIB (Hsu et al, 2010; Zhanget al, 2012), en montrant qu’elle co-localise avec les
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protéines Arfl et GBF1 au niveau du Golgi, poumyiehir la concentration locale en PI4P.
D’ailleurs, Goueslairet al. ont démontré en 2010 que GBFL1 était un factedulagk requis
pour la réplication du VHC (Goueslaét al, 2010). Mais Biancet al. ont émis I'hypothése
de l'existence d'un « cross-talk » entre Pl4KlIkt PI4KIIIB pour le maintien d'un niveau
physiologique de PI4P dans le Golgi. En effet, dans modéle, ils ont observé que la baisse
d’expression de PIl4KIH# s’accompagnait d’'une augmentation inattendue dl golgien de
P14P (Bianccet al, 2012).

Reisset al. ont montré que I'activité kinase de Pl4Kilétait indispensable a la réplication du
VHC (Reisset al, 2011). Mais une question se pose : comment PotRribue-t-il a la
réplication du VHC ? La raison pour laquelle le Vid€tourne PI4Kllk pour sa réplication
reste a clarifier. Une hypothése serait que le VHCrute PI4KIlkk pour générer un
microenvironnement riche en PI4P au niveau du cexaplde réplication. Cependant, la
fonction de PI4P dans ce complexe de réplicati@strpas claire. En 2005, il a été démontre
gue PI4P pouvait changer localement la courbure br@maire (McMahon & Gallop, 2005).
Les membranes enrichies en PI4P pourraient aimgirgé des poches membranaires de haute
courbure, afin de protéger les ARN et les protéitesvirus du mécanisme de défense de
I'hote (Stapleford & Miller, 2010)D’un autre cété, PI14P pourrait fournir des sitedidison
pour concentrer des protéines virales et/ou célegdaau niveau du réseau membranaire, pour
une synthese efficace de I'ARN viral. Pour conforbet argument, plusieurs protéines
cellulaires se liant au PI14P, en 'occurrence OSBPCERT ont déja été identifiées comme
nécessaires a la réplication du VHC (Amakal, 2009, 2011).

Une autre hypothese serait que Pl4Klihflue sur la modulation de la phosphorylation de
NS5A, en favorisant la synthese de la forme hypsphorylée p56 et stimulant ainsi la
réplication de I'ARN. Il est supposé que les forméypophosphorylée p56 et
hyperphosphorylée p58 sont impliquées dans la aégul du cycle de réplication virale en
favorisant la réplication de 'ARN ou I'assemblage la particule virale, respectivement. La
baisse de l'interaction entre Pl4Kdllet NS5A, ainsi que l'inhibition de la réplicatiate
'ARN du VHC correlent avec des niveaux accrus 88,psuggérant que Pl4KdIpourrait
étre impliquée dans la régulation de la phosphtioylade NS5A (Reisst al, 2012). Il reste
alors a élucider si la phosphorylation de NS5Adestctement ou indirectement modulée par
Pl4KIll a.



Le métabolisme des phosphoinositides

Toujours pour tenter de comprendre la contributienP14P dans la réplication du VHC, un
autre de ses effecteurs, GOLPH3, a été trés récatruderit comme impliqué dans le cycle
du VHC. Cependant, l'inhibition de GOLPH3 n’affexdi pas la réplication du VHC, mais
réduirait plutét significativement la quantité d’ARviral sécrété dans le milieu de culture,
suggérant ainsi que GOLPHS3 participe ou facilitpriecessus de sécrétion du virus (Bishé
al., 2012). Toutefois, des expériences supplémentsiest nécessaires pour confirmer cette
hypothése et déterminer si d’autres protéinesase éiu PI4P sont requises pour la réplication
du VHC. Il sera aussi utile de mieux comprendmaportance de I'accumulation du PI4P au

niveau du complexe de réplication du VHC.



Chapitre 4 :

Carcinome hépatocellulaire,

PI4Ks et cancers
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I. Le carcinome hépatocellulaire

Les cancers hépatiques sont de nature variée. Slinglie tout d’abord les cancers primitifs
du foie, qui peuvent naitre des différentes popardat cellulaires du foie (hépatocytes,
cholangiocytes, cellules associées aux sinusoidedinyi, le carcinome hépatocellulaire
(CHC) et le carcinome fibrolamellaire se dévelopgpeans les hépatocytes, tandis que le
cholangiocarcinome trouve son origine dans lesafgbcytes, cellules endothéliales des
canalicules biliaires. L'angiosarcome quant a luneége des cellules des sinusoides
hépatiques. A I'inverse, les cancers secondairdsidune prennent pas naissance dans le foie,
mais correspondent plutét a I'implantation hépatige métastases. De facon générale, toutes
les tumeurs peuvent métastaser dans le foie. Capendn raison de son irrigation, les
cancers secondaires du foie sont principalemeuns ide tumeurs des voies digestives (colon,
pancréas et estomac). Dans ce chapitre, nous texqresr que du CHC, qui représente a lui
seul 85 a 90% des cancers primitifs du foie (Ke®g2).

A. Epidémiologie et manifestations cliniques du CHC

Le CHC est le cinquieme cancer le plus répandu tamsonde, avec environ 750.000 cas
diagnostiqués chaque année, et la troisieme cagseattalité par cancer avec 700.000
déces/an (Jemat al, 2011). Le processus de la carcinogenése hépatiquent dans 90%

des cas sur un foie cirrhotique et les infectioms I8 VHB et le VHC représentent la

principale cause de cirrhose (lkegashal, 2007).

Chez un patient atteint d’'une maladie du foie potv&re d’origine infectieuse (hépatite
virale due au VHB ou au VHC), nutritionnelle (altoobésité), toxique (aflatoxine B1) ou
génétique (hémochromatose), un tissu cicatriciemptace les cellules hépatiques
endommagées : c'est la fibrose hépatique. Lorsgquébtose atteint un degré majeur de
remaniement tissulaire conduisant a un dépot irmpbde matrice extracellulaire avec perte
de l'architecture hépatique normale et des sigmesédénération hépatique, elle est appelée
cirrhose. C’est dans un contexte de fibrose/ciehpse 90% des cancers du foie surviennent
(Fattovichet al, 2004; Okuda, 2007; Parket al, 2005).

Il existe une grande variabilité géographigue damsidence du CHC. Dans les pays en voie
de développement de I'Asie ou de I'Afrique sub-samme, le principal facteur de risque
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reste l'infection par le VHB. Dans ces régionsfléitoxine B1 représente un autre facteur de
risque aggravant. Cette toxine est produite par deampignonsAspergillus flavuset
Aspergillus parasiticuset est majoritairemernetrouvée dans les graines stockées dans de
mauvaises conditions (atmosphére humide) (&aal, 2012). Dans les pays développés ou
des mesures de prophylaxie ont été prises conWélR le principal facteur de risque est le
VHC. Dans ces pays, le développement de la cirrbsségalement étroitement corrélé & une
forte consommation d’alcool (Morgaat al, 2004). De facon inquiétante, 'augmentation de
I'incidence de I'obésité et du diabete dans ces pveloppés représente aussi des facteurs

de risques supplémentaires.

La recherche de thérapies ciblées efficaces dansraleement du CHC a conduit a
I'élaboration d’'une stratégie visant a classertlgseurs, afin de mieux les cibler. Ainsi,
plusieurs études ont permis d’élaborer des classifins standard pour le diagnostic et le
pronostic du CHC. Une des classifications les plilsées en clinique est celle d’Edmonson-
Steiner. Edmonson et Steiner ont défini une classibn basée sur le degré de différenciation
du CHC, en quatres grades (I-1V). Le Tableau 3itlées caractéristiques de chaque grade

défini par Edmonson et Steiner en 1954,

Tableau 3 : Classification d’Edmonson-Steiner

Grade | | CHC bien différencié d’aspect trabéculaire

CHC bien différencié, trabéculaire, avec cytoplasrabondants ; noyaux plus

Grade Il
larges, hyperchromatiques, nucléolés ; rares aspetteux ou glandulaires

atypies nucléaires marquées (>grade Il); cellgéantes multinucléées, bile

Grade Il ) ) _
moins abondante, rares formations acineuses.

Grade IV | CHC peu différencié

La Figure 29 ci-dessous montre les caractéristiqust®logiques de différents grades de
CHC, selon un mode de classification qui se ragprode celui utilisé par Edmonson et

Steiner.
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Figure 29 : Carcinome hépatocellulaire de Grade 1 a frespectivement de gauche a droite).

Grade 1: Les cellules tumorales ont un cytoplasme éosi®pabondant et rond avec un noyau régulier.
Histologiquement, ces cellules ne peuvent pasdstinguées de cellules de foie nornfatade 2: Le rapport
noyau/cytoplasme est important, un noyau irréguliarhyper chromatisme et des nucléoles proéminent.

Grade 3 : Présence d’'un nombre plus important de pléomorphisutiéaire que dans les tumeurs de grade 2.
Grade 4 : Pléomorphisme nucléaire marqué avec des celldastgs. D'aprés I'Atlas of tumor pathology,
Tumors of the Liver and Intrahepatic Bile Ducts.nka G. Ishak; Zachary D. Goldman and J.Thomas $tock
(AFIP).

B. Altérations génétiques dans le CHC

La carcinogénése hépatique est un processus rapes impliguant des modifications de
plusieurs facteurs génétiques qui peuvent étrs&da en au moins 4 groupes :

- les génes suppresseurs de tumeus8,(Rb, PTEN, RUNX3

- les oncogénesr(yc, K-Ras, B-Raf

- les facteurs de croissance et leurs récept@ @&, IGF-2)

- les altérations activant les voies de développemént/-caténine (CTNNB1) et

la voie Hedgehog (Shirale al, 2013).

Nous nous intéresserons a quelques uns de cesirfagénétiqgues dans la suite de cette

section.

> Le genep53joue un rble important dans le contréle du cydButaire, la
régulation transcriptionnelle et I'apoptose (Bourd@007; Vousden &
Lane, 2007). C'est aussi le géne le plus largerérmié dans les tumeurs
solides, et des mutations de ce géne ont été id@stidans une variété de
cancers humains (Hollsteat al, 1991; Nigroet al, 1989).p53 est le géne
suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté lda@siC (20% des

cas). De facon intéressante, les mutationp%izne sont pas retrouvées
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dans les tumeurs hépatocellulaires bénignes. Epiliggiguement, les
mutations dep53 sont fréquemment retrouvées dans le CHC induit par
I'aflatoxine B1 (~ 50%) (Buendia, 2000; Tannapétlal, 2001). En effet,
cette toxine présente la particularité d’induire deutations d@53 ce qui
favoriserait alors une instabilité chromosomiqud’reépatocarcinogenese
(El-Serag & Rudolph, 2007).

Le gene du rétinoblastom®lf) est un autre gene suppresseur de tumeur
largement étudié dans le CHC et dans d’autres trsrsalides. Il contréle

la progression dans le cycle cellulaire en réprimian protéines de la
famille des facteurs de transcription E2F. Il a effet été montré que
'augmentation de I'expression des protéines EZ2Etl E2F-2 était
nécessaire a I'hépatocarcinogenése (Coanal, 2000). Des mutations de
Rbont été retrouvées dans environ 15% des CHC (Kz1909).

La phosphatase PTEN est un gene suppresseur deurtuque régule
négativement la voie de signalisation des PI3Ks/Akte impliquée dans
la régulation de la survie cellulaire (Li & Sun,98). L'absence ou la
réduction de I'expression de PTEN a été retrounades aenviron 40% des
CHC (Huet al, 2003).

Les mutations activatrices de la voie Wnt/CTNNBtstrouvées dans
20 a 40% des CHC (de La Costeal, 1998).Cette voie de signalisation
régule notamment I'expression de facteurs de trgoismn impliqués dans
le contrdle de la prolifération cellulaire (cyclibd par exemple). Dans les
cellules saines, CTNNB1 est hautement régulée marcdmplexe
APC/axine/GSK3 qui stimule continuellement sa ddgtian protéasomale
(Clevers & Nusse, 2012). Dans le cancer du foiea ité montré que
I'inhibition hépato-spécifique deAPC, gene lié a polypose adénomateuse
familiale était suffisante pour induire I'hépatotiangenése chez la souris,
et que ceci était lié a 'accumulation anormaleCI&NNB1 (Colnotet al,
2004).
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» L'expression du facteur de croissance T&€st augmentée dans la plupart
des cas de CHC (81%) (Scheffal, 1994). TGFa stimule la prolifération
des cellules dans le CHC en activant la voie deadigation du récepteur a
'EGF. La surexpression de TGEFpourrait étre associée a l'infection par
le VHB (Hsiaet al, 1992).

» La voie de signalisation du facteur de croissar6é-2 est également
impliquée dans I'hépatocarcinogenese. Des mutatiangcepteur de IGF-
2 sont fréquemment retrouvées dans le CHC (25-5884cds) (De Souza
et al, 1995; Yamadat al, 1997). La modification de ce récepteur entraine
la surexpression de IGF-2, car le récepteur induitegradation de I'lGF-2
en condition normale. Le récepteur de I'lGF-2 aetdgalement le facteur
de croissance TGP un régulateur négatif de la croissance des esllul
(Dennis & Rifkin, 1991). La modification du récepteau TGF lui-méme
a également été constaté dans le CHC (~ 10% d¢gKawateet al,
1999).

II. PI4Ks, PI4P et cancers

Les changements dynamiques dans les concentrati@msbranaires de Pls régulent de
nombreuses fonctions cellulaires comme la proliiéna les réarrangements du cytosquelette
et la motilité cellulaire (Paolo & Camilli, 2006Les modulations sont induites par plusieurs
Pl Kinases, Pl Phosphatases, phospholipases etseaméent dérégulées dans les cancers,
conduisant a une tumorogenese et des métastases (¥uCantley, 2008). Plusieurs
découvertes récentes indiquent que les Pl4Ks péueoerer un rble important dans la
pathogenese de certains cancers. Dans cette sewias nous intéresserons aux Pl4Ks et au
P14P, leur produit.
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A. Pl4P et cancers

Les données actuelles suggérent que des rédudtigpmtantes de la synthése de PI4P
peuvent avoir un impact sur la viabilité ou la gévhtion cellulaire, de facon spécifique aux
types cellulaires et aux isoformes Pl14Ks. En 2@y et al. ont montré qu’une inhibition de
I'expression de PI4KH ou PI4KIIIB conduisait a une réduction de 70-80% de la praaiuct
de PI4P. Cela résultait en une diminution de ldifgration cellulaire et a I'apoptose des
cellules MDA-MB-231, provenant d'une lignée de ocanau sein (Chuet al, 2010).
Cependant, dans les cellules COS-7 de la lignéde@u singe vert d’Afrique, I'apoptose n'a
été observée qu’apres l'extinction de I'expresslerP 4Kl seule, indiquant que les cellules
différeraient dans leurs dépendances par rapparP#Ks, pour la survie cellulaire (Chat
al., 2010). Par ailleurs, dans les cellules COS-suk@xpression d’'une version inactive pour
I'activité kinase de PI14KH entrainerait une diminution de l'activation d’Alirotéine kinase
impliquée dans la croissance et la survie cellelaira forme kinase inactive de PI4Kll
induirait un trafic endosomal défectueux par madifion du recrutement d’AP-3 (Craige
al., 2008), mais n’inhiberait pas la synthése de PaBogene (Wangt al, 2003). La
conclusion serait donc que les fonctions non-ctitplgs des PI4Ks pourraient étre

importantes pour le maintien de la signalisatiamgurvie.

De facon intéressante, Reissal. ont retrouvé des niveaux élévés de PI4P chez ateenps
chroniguement infectés par le VHC, par une analseimmunohistochimie de sections
consécutives d’échantillons de foie congelés. dsles positives au marquage de NS5A ou
de la protéine de capside C ont été trouvées umegnedans les tissus obtenus a partir des
patients infectés par le VHC. Surtout, le marquag®& S5A, de la protéine de capside C et de
P14P (Figure 30) révele que les zones infectéedepdHC sont toujours enrichies en PIl4P,
indiquant ainsi que l'infection par le VHC entraiefiéectivement des niveaux élevés de PI14P.
Par ailleurs, ils ont également montré que Pl4KKtait responsable de cette production
accrue de PI4P dans le cadre d’'une infection pHE. En réalisant des expériences de co-
localisation entre PI4KId, PI4KIIIB et les protéines virales, ils ont constaté qudeseu
Pl4Kllla interagissait avec NS5A. lls ont alors proposé §uéKllla était recrutée au
complexe de réplication par NS5A, ce qui stimudaitsi son activité kinase, conduisant aux
niveaux élevés de PI4P (Reetsal, 2011).
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Figure 30 : Immunohistochimie sur les tissus du fei congelés provenant d’'un patient non infecté pael
VHC et d’'un patient infecté chroniquement par le VHC.

Des sections hépatiques consécutives ont été eslgaur NS5A, PI4P, et la protéine de capside Gedgue
les cellules présentant une coloration positiver pesi protéines virales et PI4P résident dans lmen&gion de
chaque section (Reiss$ al, 2011).

B. PI4KIIl a dans le cancer du pancréas et dans la chimiorésasice

L'implication possible de PI4KIt dans le cancer du pancréas découle d’'une étuda qui
comparé I'expression du gene entre deux lignéeliides de carcinome pancréatique ayant
des caractéristiques différentes. Cette étuderdiigePI4Klllo et la MAPK kinase 2, comme

associées a un phénotype plus invasif et métaséaflghikawaet al, 2003).

Fait intéressant, dans une autre étude chez lsgoigebre, I'inhibition de I'expression de
P14Klll o induisait des anomalies du développement. Ces aliesmont été attribuées a la
perturbation de I'axe de signalisation du réceptaurfacteur de croissance fibroblastique
(Fibroblast Growth Factor: FGF), stimulé par laevdélAPK (Ma et al, 2009). STT4,
I'orthologue de PI4KIlld chez la levure, contrble également la cascade MARKIhya &
Emr, 2002). Ces deux études génétiques ont révneéynergie inattendue entre Pl4lglBt
la signalisation des MAPKs, mais des travaux suppl#aires sont nécessaires pour

comprendre la signification de ces résultats damsihcer (Waugh, 2012).

Deux études distinctes ont également mis en lumiérgportance de PI4KIk dans la

chimiorésistance. Un criblage par ARN interféreaddentifié PI4KIlh comme médiateur de
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la résistance au cisplatine dans des lignées ar#al de médulloblastome (Guerreebal,
2011). Cette isoforme a également été identifiéarnoe étant importante pour la résistance a
la gemcitabine dans des cellules d’adénocarcinoamerpatique (Girouet al, 2006). Ces
résultats suggerent que Pl4Kilpourrait avoir une fonction encore sous-estiméesda

chimiorésistance constitutive de cancers qui ségdlcitrants a I'induction apoptotique.
C. PI4KIII g et cancer du sein

Peu de données existent concernant I'implicatiorP @Il dans les cancers. Néanmoins,
des études sur des lignées cellulaires de canceseitiuont montré que I'expression de
PI14KIIIB était anti-apoptotique pour les cellules MDA-MB12@huet al, 2010) et que la
surexpression de cette isoforme dans les cellules MOA (cellules de glandes mammaires
fibrocystiques) perturbait entre autres la morpnége acinairen vitro (Pinke & Lee, 2011).
Ces deux études pointent donc un réle potenti€ld&lll3 dans le cancer du sein. De plus,
des données indiquent que cette enzyme pourraitibomer en aval du facteur d’élongation
la, une protéine qui est surexprimée dans les tumdursein (Kulkarniet al, 2007,
Tomlinsonet al, 2005) et dans les tumeurs ovariennes (Arerad, 2002).

D. PI4KIl a dans la régulation de récepteurs et dans le cancer

Une étude récente a montré que PIl4Ké#tait surexprimée dans de nombreux cancers
humains, tels que dans le mélanome, le fibrosarcteneancer du sein, le carcinome de la
vessie ou encore le carcinome de la thyroidee(Lal, 2010). Dans cette étude, Li et ses
collaborateurs ont rapporté que la surexpressioRld&llo favorisait I'angiogenese de la
tumeur grace a une production accrue du factewraigsance de I'endothélium vasculaire
(Vascular Endithelial Growth Factor : VEGF) et d'fatteur induit par I'hypoxie, mais aussi
via des modifications des cascades de signalisatiphiquant les PI3Ks et la protéine kinase
ERK (Li et al, 2010). PI4KIb a également été montrée comme étant importante ldan
signalisation de Wnt (Paat al, 2008; Qinet al, 2009), et pour le trafic endosomal activé par
le récepteur a 'EGF (Minoguet al, 2006). Les travaux futurs dans ce domaine desent
concentrer sur la compréhension de la facon danfdections de PI4KH dans le réseau
trans-golgien et dans le trafic endosomal deviendgsfonctionnelles dans le cadre d'un
cancer. Ces travaux devront également détermimamemt cela pourrait avoir un impact sur
la compartimentalisation des récepteurs stimuléslgsacascades de signalisation (Waugh,
2012).
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E. PI14KII B et le carcinome hépatocellulaire

PI4KIIB est fortement exprimée dans le foie et son réteraétastatique dans le CHC a été
proposé (Mazzoccet al, 2008). L’'expression de Pl4Kildans les cellules hépatiques aboutit
a une augmentation du trafic de CD81, de la mengbnalasmique vers les vésicules
intracellulaires qui séquestrent également l'acti® qui conduit & un remodelage du
cytosquelette d’actine et inhibe la migration delie. Inversement, la réduction de
I'expression de PI4Kf[ conduit & une augmentation de la motilité celhel§dMazzoccaet al,
2008), qui représente une étape clé dans le dgatognt d’'un CHC invasif et métastatique.
Des travaux complémentaires seront nécessairesghaeider le mécanisme par lequel cette
isoforme peut potentiellement maintenir les niveadx CD81 a la surface cellulaire.
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Depuis la découverte du VHC en 1989, de nombreawatrx ont été effectués pour étudier les
interactions entre le pathogéne et son hote. Aensgours des étapes d’entrée du virus dans la
cellule héte, plusieurs facteurs cellulaires inditgables ont été identifiés. Lors dlf 2
semestre 2009, cing équipes dont la nétre, ontu&cbque la propagation du VHC dans des
cellules de la lignée hépatique humaine Huh7.5.desstait I'expression de 2 kinases
cellulaires : les phosphatidylinositol 4-kinases tgpe Ill, a et B (Pl4Kllla et PI4KIIIB)
(Bergeret al, 2009; Borawsket al, 2009; Liet al, 2009; Taiet al, 2009; Trotarcet al,
2009; Vaillancourtet al, 2009). Ces différents travaux ont principalemenontré
importance de PI4Kllk au cours de la réplication du VHC. En revanchatreerement aux
données obtenues par une autre équipe (Bexgat, 2009), nos résultats expérimentaux
suggéraient que les PI4Kllls étaient égalementigugkes au cours de I'entrée du VHC, avec

une dépendance plus ou moins marquée selon leypénatal (Trotarcet al, 2009).

Bien que plusieurs équipes de recherche s’accordentle fait que PI4KIH pourrait
représenter une cible thérapeutique potentielletetoles études qui avaient été réalisées
jusque-la ont été faites sur des lignées hépatiquemines. Les interactions entre le virus et
des cellules transformées peuvent ne pas réflereeatement celles survenantvivo dans
des hépatocytes humains. Afin de confirmer I'imgticn des P14Kllls au cours de I'entrée du
VHC, notre principal projet de recherche consistaitexploiter les cultures primaires
d’hépatocytes humains, sachant que ces cellulssment a la fois un état de différenciation

hépatique plus proche dénl'vivo et une polarisation bien établie.
Ainsi, le premier objectif de ma thése se résumraitleux axes principaux :

- Vérifier 'importance de l'activité kinase des PI4IS au cours de I'entrée du
VHC dans les hépatocytes humains primaires, arsauge approche chimique ;

- Valider l'implication de ces kinases et de leuriat® enzymatique au cours de

'entrée virale dans les hépatocytes humains pramagrace a une approche

génetique basée sur 'ARN interférence et la reatann de phénotype.

Sachant que les enzymes du métabolisme des phaosghimies (kinases et phosphatases)
sont souvent dérégulées au cours des cancers (WaQgR), notre second objectif était

d’étudier I'expression de Pl4KHlau cours de pathologies hépatiques.
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« Qui veut du miel doit avoir le courage d’affrankes abeilles. »

Proverbe sénégalais
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I. Culture cellulaire

Toutes les cellules ont été maintenues a 37°C, 38ede CQ et sous atmosphere humide.

A. Les hépatocytes humains primaires

Les hépatocytes humains sont isolés a partir dgnieats de foie, issus de déchets opératoires
obtenus auprés de patients ayant subi une hépaiegbartielle. Les fragments exploités sont
prélevés dans une zone du tissu jugée saine, durt ge vue macroscopique. Toutes les
procédures expérimentales sont conduites en aceed les réglementations et les lois
francaises et ont été approuvées par le Comitéohiltid’Ethique. Les cellules sont isolées
selon une méthode décrite par Guguen-GuillouzoweldBzo (1986), puis ensemencées a
forte densité (0,2.f0cellules/cm?) dans du milieu William’s E (Invitreg) complémenté
avec 3,5.10 M d'hydrocortisone hemisuccinate (Roussel), 2 mM d-glutamine
(Invitrogen), 50 mg/L de gentamicine (Sigma), 1@@tés/mL de penicilline (Invitrogen), 100
pMg/mL de streptomycine (Invitrogen) ,8/mL d’insuline (Sigma) et 10% de sérum de veau
fétal (SVF) (Gibco). Le lendemain de I'ensemenceinpuis tout au long de la culture, le
milieu de culture est renouvelé tous les 2 ou BsjoGe dernier milieu differe de celui utilisé a
I'ensemencement par la présence de 3;5Ma’hydrocortisone hemisuccinate, 5% de SVF,
2% de dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma) et 5% deuserhumain issu de patients
hémochromatosiques ayant subi une phlébotomie,ldaragire de leurs traitements.

B. Les lignées cellulaires

Les cellules de la lignée hépatique Huh7.5.1 sohivées dans du milieu DMEM (4,5 g/L D-
glucose, 4 mM L-glutamine) (Gibco), complémenté cad®0 unités/mL de penicilline
(Invitrogen), 100pg/mL de streptomycine (Invitrogen), 1 mM d’'HEPE®&wWtrogen), 2,24
mM L-Glutamine (Invitrogen), des acides aminés assentiels (Sigma) et 10% SVF (Gibco)

décomplémenté (30 min a 56°C).

Les cellules de la lignée HEK 293T (Human EmbryoKidney) sont cultivées dans du
milieu DMEM (4,5 g/L D-glucose, 4 mM L-glutamingpmplémenté avec 100 unités/mL de
penicilline (Invitrogen), 10Qug/mL de streptomycine (Invitrogen) et 10% de SVRb(B)

décomplémenté.
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II. Constructions plasmidiques

Afin d’'inhiber I'expression des gen&4Klll« et PI4KIII B, nous avons utilisé des plasmides

pLKO.1 contenant les séquences shRNA spécifiquashdgque cible (Openbiosystems). Les

tableaux ci-dessous représentent les difféerentpgeesges shRNA.

Tableau 4 : Séquences des shRNA ciblant P14Kld

Zone
Nom Séquence de 5’ vers 3’ ciblée
shA1 CCGRCGCCATGTTCTCAGATAAGAACTCGAGTTCTTATCTGAGAACATGGCGTTTTTG ORF
shA2 CCGGGCGGGAGTTTGATTTCTTTAACTCGAGTTAAAGAAATCAAACTCCCGCTTTTTG ORF
shA3 CCGQCCACTACATCTGGATCGACTICTCGAGAAGTCGATCCAGATGTAGTGGTTTTTG ORF
shA4 CCGGGCGTGAAGACATAAGCATCATCTCGAGATGATGCTTATGTCTTCACGCITTTTG ORF
shA5 CCGGGCCAGGTTTAAGAACACAGAACTCGAGTTCTGTGTTCTTAAACCTGGOTTTT ORF
shA6 CCGQCGATGTGGTTCCAAATGCAACTCGAGTITGCATTTGGAACCACATCGGITTTTG ORF
ShA7 CCGGGCTGCACAAATACTACATGAACTCGAGTTCATGTAGTATTTGTGCAGCTTTTT ORF
shA8 CCGQCCAGTTCATCTGGAACATGAACTCGAGTTCATGTTCCAGATGAACTGGITTTT ORF
shA9 CCGGGCGTCTCATCACATGGTACAACTCGAGTTGTACCATGTGATGAGACGCITTTT ORF
shA10 CCGGCAAGCTCTTGAAGCACAGGTICTCGAGAACCTGTGCTTCAAGAGCTTGITTTT ORF
shAll | CCGGCCGATGTGGTTCCAAATGCAACTCGAGTTGCATTTGGAACCACATCGGITTTTG ORF
shA12 | CCGGCCTCTGTTTGCACTGGACATACTCGAGTATGTCCAGTGCAAACAGAGGITTTTG 3NC
shA13 | CCGGCGGCAACATTATGCTGGACAACTCGAGTTGTCCAGCATAATGTTGCCGETTTTG ORF
shAl4 | CCGGCGACCTCTTCAAGAACATCTTCTCGAGAAGATGTTCTTGAAGAGGTCGITTTTG ORF
shA15 | CCGGCATCGACCTCTTCAAGAACATCTCGAGATGTTCTTGAAGAGGTCGATGITTTTG ORF

Zone ciblée : NC = Non Codante, ORF = Open Realiagne, cadre ouvert de lecture
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Tableau 5 : Séquences des shRNA ciblant PI4KIgl

Zone

Nom Séquence de 5’ vers 3’ ciblée
shB1 CCGGICTCGGTACTTAGGACTTGATCTCGAGATCAAGTCCTAAGTACCGAGATTTTT 3NC
shB2 CCGQCCATACAAGATTCTTGTGATTCTCGAGAATCACAAGAATCTTGTATGGTTTTT ORF
shB3 CCGRCGAGAGTATTGATAATTCATCTCGAGATGAATTATCAATACTCTCGGTTTTT ORF
shB4 CCGQCGACATGTTCAACTACTATAACTCGAGTITATAGTAGTTGAACATGTCGTTTTT 3'NC
shB5 CCGQCCAGTTGCTTAACATGTACATCTCGAGATGTACATGTTAAGCAACTGGTTTTT ORF

pLKO.1 shRNA contrble (shNT, Non Targeting):
ShNT: CCGECAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTATTTT

Rouge : brin sens ; Vert : boucle ; Bleu : brinisars

Afin de réaliser les expériences de restauratiopltinotype, nous avons utilisé différent

es

constructions plasmidiques contenant les formesagms (WT) et mutées (KD) de nos genes

d’intérét. Les plasmides pWPi-HA-PI4K#1230 kDa (WT) (pWPi-CA WT) et pWPi-HA-
Pl4Kllla-D1957A 230 kDa (KD) (pWPi-CA KD) ont été fournisaple Dr Lohmann
(Allemagne). Les plasmides pLV-HA-PI4KBI1110 kDa (WT) (pLV-CB WT) et pLV-HA-
P14KIIIB 110 kDa D656A (KD) (pLV-CB KD) ont été obtenus a&p du Dr Balla (USA).
Pour exemples, les constructions pWPi-CA WT et fLBWT sont présentées ci-dessous.
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SV40_PA_ferminator

HIV-1_5_LTR

SV40 NLS fruncHIV-1_3_LTR
SV40_3_splice HIV-1_psi_pack
SV40_int RRE

SV40_enhancer
SV40_origin

SV40_promoter
pER322_origin

EF 1a_promater

cPPT

Ampicillin
HA

pWPI-CA-WT
Sequence

17104 bp

AmpR_promoter

tet (300 - 563) -

truncHIV-1_3_LTR
HIv-1_5_LTR

loxP

UPPT RES

e [ o ]

WPRE
blast

Figure 31 : Représentation schématique du plasmidmdant pour le geneP14KIll a WT

SV40_P, i
SVAONLS HIV-1_5_LTR
SV40_3_splice truncHIV-1_3_LTR
SV40_int HIV-1_psi_pack
RRE

SV40pro_F_primer
SV40_enhancer
SV40_origin
SV40_promoter
PBR322_origin
EF1a_promoter

pLV-CB-WT

Sequence

12176 bp

cPPT
HA

Ampicillin
AmpR_promoter

truncHIV-1_3_LTR

loxP
U3PPT
cPRT

WPRE

Figure 32 : Représentation schématique du plasmidmdant pour le géneP14KIIl g WT
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III. Production de particules virales

A. Pseudoparticules VHCpp

Elles ont été produites par co-transfection au phate de calcium des cellules de la lignée
HEK 293T avec trois vecteurs : un vecteur de tremgpLL3.7 Rluc) (Rubinsoet al, 2003)
contenant la séquence deRanilla luciferasedes vecteurs contenant les genes nécessaires a
la formation des particules virales (pMDLg/pRREp&SV/Rev) (Dullet al, 1998) et un
vecteur exprimant les protéines d’enveloppe du (GiCMV E1E2, clone H77) (Bartoset

al., 2003a). Au final, 15 pg de pLL3.7 Rluc, 12,5 |MQLg/pRRE, 4 nug de pRSV/Rev et 8

ng de phCMV E1E2 ont été utilisés pour la transdecte 7.168 cellules.

Les surnageants des cellules productrices ontadtgctés 48 et 72h apres transfection, puis
ont été filtrées (0,45 uM) pour éliminer les celkilen suspension. Les particules ont été alors
concentrées 100 fois par ultracentrifugation (76 @0pendant 2h a 4°C) sur un coussin de
sucrose concentré a 20%. Les culots ont enfinegtiésrdans le milieu d’entretien des cellules

Huh7.5.1, puis conserveés a -80°C.
B. Particules dérivées de clone cellulaire VHCcc

Les particules VHCcc chimériques J6/JFH1 de gémoBgont été générées en électroporant
(choc unique & 900 pF et 270 V) des cellules Hub7(%.16) avec 20 pg d’ARNssu du
plasmide pFL-J6/JFH-5'C19RIuc2AUbi (obtenu aupradi Rice, USA). Le surnageant des
cellules productrices a été collecté 48h et 72h-pansfection puis filtré (0,45 uM) pour

éliminer les cellules en suspension. Les virusenisuite été conservés a -80°C.

C. Particules lentivirales contenant les shRNA ouek genesPl4KIll a et
PI14KIIl g, WT etKD

Les vecteurs lentiviraux comportant les ShRNA aidénes d’intérét ont été produits selon
un protocole similaire a celui dédié a la productil® VHCpp. Les cellules de la lignée HEK

293T ont été co-transfectées au phosphate de calorec :

- le vecteur de transfert, contenant un shRNA deibdée, le shNT ou les genes

d’intérét ;

- le vecteur d’empaquetage psPAX2, et
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- le vecteur pMD2/G contenant la protéine d’envel@pdu virus de la stomatite
vésiculaire (VSV-G).

Au total, 22,5 ug de pLKO.1 shRNA ou de plasmidenportant le géenePl4Kllla et
PI4KIIIB, WT et KD 14,9 pg de psPAX2 et 7,9 ug de pMD2/G ont éthsés pour la

transfection de 7.f0cellules. La suite du protocole reste identiqueebui utilisé pour la
production de VHCpp.

Le protocole de production est schématisé surdargi33 ci-dessous :

PLKO.1 SHRNA U H s >IN [heek >

avIF
pMD2.G oA | GAG ARE ot N
PRO POL
TAT
REV

Transfection
phosphate de

calcium

Récolte du surnageant | Concentration des
2 et 3 jours post- virus par
transfection ultracentrifugation

& .

Titration

des virus
Em— Huh7.5.1

? Détermination du
nombre d’unités

infectieuses par
QPCR

Figure 33 : Principe de production des lentivirus-eRNA.
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IV. Titration des particules virales

Pour la titration des particules VHCpp et VHCcg, ¢ellules Huh7.5.1 ont été ensemencées a
10 000 cellules/cm? dans une plague 96 puits. hddmain, elles ont été infectées avec des
dilutions effectuées en série au dixiéme (dé 200°, dans un volume final de 50 pL. Cing
jours apres, les cellules ont été lysées afin deéleé les puits infectés en analysant la
luminescence a l'aide du kit « Renilla Assay Luge » (Promega), selon le protocole du
fabriquant. La lecture de la luminescence estgéalavec le luminométre Centro XS3 LB960
(Berthold Technologies). La quantité de particulgales infectieuses est déterminée par le
calcul du TCIR¢/mL selon la méthode de Reed & Muench.

Pour la titration des lentivirus contenant les siBRNI les gene®I14Klll o ou PI4KIIIS WTou
KD, les cellules Huh7.5.1 ont été ensemencées a @x@Wules/cm? dans une plaque 24
puits. Le lendemain, elles ont été infectées awx dilutions de virus au 1/125, 1/250 et
1/1000, dans un volume final de 250 pL. Trois joapses, 'ADN génomique total a été
extrait a laide du kit «NucleoSpin Tissue XS » gbhherey Nagel), selon les
recommandations du fournisseur. Une PCR quantta#ivété realisée en utilisant des
oligonucléotides ciblant une région des vecteurs deansfert; A-F:
AGCAACCCTCTATTGTGTGC et AR : GTGCGGTGGTCTTACTTTTG. Le titre viral a
alors été calculé en déterminant le nombre dequdes transduites dans les cellules. Pour
cela, nous disposions d’'une gamme reéalisée a mhuir lentivirus contrdle comportant la
GFP, dont le titre avait été préalablement déteénpar FACS. Le protocole de la PCR
guantitative sera détaillée plus bas, dans une aetttion.

V. Procédures d’infection

A. Protocole d’inhibition de PI4KIIl o et PI14KIIl B

Le lendemain de I'ensemencement, les hépatocytesainge primaires ou les cellules
Huh7.5.1 ont été transduits avec les lentivirus temant les séquences shPI4K]lI
shPI4KIlIB, ou le shNT. Pour cela, les lentivirus ont étéuésl afin d’atteindre les
multiplicités d’infections souhaitées (Multiplicitpf Infection: MOI). Le volume final
d’infection est de 50 pL pour un puits de 0,32*a® diamétre (MW96), dédié au test de
susceptibilité a l'infection par le VHCpp ou le VIAE Il est de 250 pL pour un puits de 2
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cn’ (MW24), dédié a I'extraction d’ARN totaux ou deopfines totales. La durée de la
transduction est de 6 h.

Trois (pour les cellules Huh7.5.1) ou cing joupeyr les hépatocytes humains primaires)
plus tard, les cellules ont été infectées avepsesidoparticules VHCpp. Pour cela, une MOI
de 0,2 TCIBYmML (pour les hépatocytes humains primaires) o 0O,CIDs¢/mL (pour les

cellules Huh7.5.1) a été utilisée dans un volumalfde 50 pL dans une plaque 96 puits.

L’infection se fait sur la nuit (~16h).
B. Protocole de restauration de I'infection par [eVHC

Le lendemain de I'ensemencement, les hépatocytesainge primaires ou les cellules
Huh7.5.1 ont été transduits avec les lentivirus pomant les genes d’intérét, sauvages ou
mutés. Pour cela, les lentivirus ont été dilués BOIl souhaitée, dans un volume final de 50
uL pour un puits de 0,32 énfMW96) et de 250 pL pour un puits de 2%c(VMW?24). La
durée de la transduction est de 6 h. Le lendemaicette premiéere transduction, les cellules
ont été transduites & nouveau, avec les lentivimistenant les séquences shPI4KllI
shPI14KIlIB, ou shNT, a la MOI souhaitée, pendant 6h.

Trois ou cing jours aprés cett8®transduction, les cellules Huh7.5.1 ou les hépyasc
humains primaires ont été infectés avec les paesc\HCcc ou VHCpp, respectivement.
Pour cela, une MOI de 0,005 TGHIML (pour le VHCcc) ou 0,01 TCKEgmL (pour VHCpp)

a été utilisée dans un volume final de 50 pL daresplaque 96 puits. L'infection se fait sur la
nuit (~16h).

C. Analyse de I'infection

Vingt quatre heures apres la fin de l'infection WVHCpp ou le VHCcc, la cytotoxicité est
déterminée (voir section VIl plus bas), puis leflides sont lysées afin de mesurer le niveau
de luminescence, a l'aide du kit « Renilla Assagitarase » (Promega), selon le protocole du
fabriquant, et grace au luminometre Centro XS3 LB@erthold Technologies). Les valeurs
de luminescence sont systématiquement normalis@&escalles obtenues pour la cytotoxicite,

dans le cas des cellules Huh7.5.1.
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VI. Inhibiteurs chimiques et détermination des

IC., sur PI4KIIla

LY-294002 provient de Calbiochem (USA). AL-9 a éfdétenu aupres du Dr De Francesco
(Italie). T-00127-HEV1 provient de la société Eddigcovery Chemistry (Royaume-Uni).

Les différents réactifs utilisés sont :

P14Klllo (MW = 230 kDa) (Millipore)
- Phosphatidylinositol PI-diC8 (Cell Signaling, USA)
- Phosphatidylsérine PS-diC8 (Coger)

- Tampon HTRF contenant entre autres de 'HEPES, dGINt du MgC, des
détergents, et de I'azide de sodium (Millipore).

- Kit « ADP-GIoTM Kinase Assay » (Promega)

Brievement, le protocole expérimental est le sutivaP14Kllla a préalablement été diluée
dans le tampon HTRF, en présence de phosphatiditho(1 mM final) et de
phosphatidylsérine (1 mM final). Ensuite, 3 pL @tte solution réactionnelle ont été incubés
pendant 10 minutes avec les inhibiteurs (AL-9, L8@42, et T-00127-HEV1) préalablement
dilués dans le tampon HTRF. Puis, 1uL d’ATP a 100 jinal a été ajouté, suivie d’'une
incubation de 30 minutes. Ensuite, 5 uL d’ADP-GloR¢agent ont été ajoutés avant une
incubation de 40 minutes. Enfin, 10 uL de KinasdéeDigon Reagent ont été ajoutés, avant
une derniére incubation de 40 minutes. La mesuta leninescence est alors effectuée avec
le luminometre Centro XS3 LB960 (Berthold Techniésy Toute la réaction se fait a

température ambiante. La valeur de §J@ été mesurée grace au logiciel GraphPad.

VII. Traitement des hépatocytes humains

primaires avec les inhibiteurs chimiques

Toutes les drogues (T-00127-HEV1, LY-294002 et AlLeat été reprises dans du DMSO
100%. Le traitement des cellules est intervenyaixs apres I'ensemencement. Les cellules

ont d’abord été pré-incubées pendant 3h a 37°Ccanaentration souhaitée a 2% final de
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DMSO. Puis, elles ont été infectées sur la nuicdee/HCpp, a une MOI de 0,02 toujours en
présence de la drogue, et d’'une concentrationefidal1% DMSO. Vingt quatre heures apres
la fin de l'infection par le VHCpp, la cytotoxicitst déterminée (voir section suivante), puis

les cellules sont lysées afin de mesurer le nidealuminescence.

VIII. Evaluation de la cytotoxicité in vitro

La toxicité liée a une exposition des cellules mimbiteurs chimiques et/ou aux transductions
lentivirales a été déterminée en plaque de 96,14ts apres la fin de I'infection par le VHC,
en utilisant le kit « Cell Proliferation Reagent W% » (Roche), selon les recommandations
du fournisseur. Le principe de ce kit réside danfait que les sels de tétrazolium sont clivés
en molécules de formazan par des déshydrogénagashomndriales. La quantité de formazan
formée est directement corrélée aux nombres deleglmétaboliquement actives dans la
culture. La mesure de I'absorbance du formazag afétctuée a I'aide du spectrophotométre
FLUOstar Optima (BMG Labtech, USA) a une longuetonde de 450 nm contre une
longueur d’onde de référence de 650 nm.

IX. Extraction d’ARN et PCR quantitative

L’ARN total des cellules a été extrait a I'aide kiti « High pure RNA isolation » (Roche),
selon les recommandations du fournisseur. La cdrat@n et la pureté de 'ARN ont été
évaluées au spectrophotomeétre Nanodrop 1000 (Lalfteoce). L'intégrité de 'ARN a été

vérifiée apres migration sur gel d’agarose 1%, ésgnce de Bromure d’Ethidium (BEt).

Pour réaliser la transcription inverse, 0,3 a 1bdJ/ARN ont été utilisés. Aprés un pré-
chauffage de 5 min a 70°C, le mélange réactionn&iéaensuite complété avec le tampon
« RT first strand » 1X (Invitrogen), 36 ng/mL dend@am hexamers (Promega), 0.5 mM de
dNTP, 10 mM de dithiothréitol, 20 de RNasin (Promega) et 200 U de M-MLV transcepta
inverse (Invitrogen). La synthese d’ADNc se déropémdant 1 h a 42°C. La réaction se

termine par un chauffage du milieu réactionnel p@tb& min a 95°C.

La quantification des transcrits de Pl4Kllet PI4KIIIB a été effectuée en utilisant le kit
« gPCR Master Mix Plus for SYBR Green | » (Eurogeht dans un volume final de 25 pL
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contenant 0,4 uM final du couple d'oligonucléotidgsecifiques de la cible a amplifier
(Tableau 6). Les échantillons ainsi préparés antsétimis a une premiére étape d’'activation
de I'enzyme de 10 min a 95°C. Ensuite 40 cycle®GR ont été réalisés. lls consistent en
une étape de dénaturation de 20 secondes a 957 eftape d’hybridation et d’élongation
pendant 1 min a 62°C. Les résultats de 'amplif@asont analysés en temps réel a I'aide de
'ABI 7300 (Applied Biosystems). La quantité de RANm de la cible a été normalisée par
rapport a la quantité de ’TARNm de la GAPDH. Enfanguantité d’ARNm au sein de chaque
échantillon a été exprimée de maniére relativeéahbntillon témoin et est issue d’'une

moyenne de trois quantifications distinctes.

Tableau 6 : Séquences des oligonucléotides utilisés

Nom Séquence des Oligonucléotides (5’ vers 3’)
GAPDH_F TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH_R GGCATGGACTGTGGTCATGAG
Pl4KlIlla_F GGTCGTCTCCCTGGTCACTC

Pl4Kllla _R GTCGTAGGTCCGGCTCCTG

P14KIIB_F TGGAGATCATGCAGCAAGGTTC

P14KIIB_R GGAAGCCGTCATAGAGTTTGG

X. Western-Blot

Les hépatocytes humains primaires ou les cellulds/tb.1 ont été lavés avec du PBS froid et
lysés dans un tampon contenant : 62,5 mM de Trisg#C6.8 ; 2% SDS, 10% glycérol, 50
mM DTT, et 0.01% bleu de bromohénol, complété eximmnément avec un cocktail
d’inhibiteurs de protéases (Roche). Les cellules emsuite été soniquées (Sonics and
Materials, Danbury, USA) pendant 30 secondes, lpgislébris insolubles ont été culotés par
centrifugation a 11 000 rpm pendant 10 minutes@ 4¥s protéines ainsi extraites ont été
dosées suivant le protocole de dosage par colaratimmidoblack (Sigma). Environ 30 ug
d’extrait total ont été soumis a une électrophorése gel d'acrylamide 7,5%. Aprées

migration, les protéines ont été transférées enemiliquide sur une membrane de
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nitrocellulose (Schleicher und Schuell) sur la @u#00 mA pour les protéines de haut poids
moléculaire ou a 100V pendant 2H pour les protédeefaible ou moyen poids moléculaire.
Le tampon utilisé est un tampon phosphate a pHc6mposé de NadPO.H,O et de
NaHPO,.

L’analyse de I'expression de PI14KdIR30 kDa (polyclonal anti-rabbit, Cell Signaling0®),
P14KIlIB 110 kDa (polyclonal anti-rabbit, Upstate 06-578pg-aHA (monoclonal anti-
souris, Covance MM-101P), et de la tubuliné&s0 kDa (monoclonal anti-souris, Sigma
T5168) a été réalisée par incubation avec les@ptcrespectifs, aprés une mise au point des
conditions optimales pour certains dentre eux. Isggnal a été détecté par
chimioluminescence, en conjonction avec un antea@gcondaire anti-rabbit ou anti-mouse

couplé a la péroxydase HRP (Dako). Cette déteetiéte effectuée avec :

- le Super Signal West Femto Chimiolumunescent Saitesi{fThermo Scientific)

pour révéler la protéine P14Kdll;

- ou le «Enhanced Chemio Luminescence » (ECL, Mi) pour révéler
P14KIII B, la tubulinea, ou le Tag-HA.

Les signaux ont été détectés et quantifies ersaiti I'imageur FujiFilm LAS 3000 et le

logiciel MultiGauge.

XI. Analyses statistiques

Les données ont été exprimées et représentées clammmyenne de plusieurs expériences +
écart a la moyenne (SEM, Standard Error of the WMdaes tests t non appariés de Student
ont été utilisés pour comparer la moyenne des @®tgmoins et expérimentaux. La valeur p
ainsi que la taille de I'échantillon de chaque g@expérimental ont été précisées dans les

Iégendes des figures respectives.
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toujours un moment ou I'on a besoin de l'aide diens. »
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I. Impact de I’inhibition de ’activité des PI4KIIIs sur

I’entrée virale

Pour étudier I'implication potentielle des PIl4Kll&u cours de I'entrée du VHC dans les
hépatocytes humains primaires, nous avons utilige approche chimique. Pour cela, nous

disposions de trois inhibiteurs des P14KlIlls :

- Un composé proche de I'enviroxime, T-00127-HEV1 ;
- Un dérivé de la quercétine, LY-294002 ;

- Un dérivé de la 4-anilino quinazoline, AL-9.

Avant de tester ces molécules sur les hépatocytemins primaires, nous avons déterminé
leur 1Csp in vitro, sur la protéine PI4KId (Voir sectionOutils expérimentayx Les valeurs
obtenues étaient de : 21 #¥,6 pour LY294002; 2,3 uM1,1 pour AL-9 et 100 uM pour T-
00127-HEV1 (Figure 34 A, B). Cette derniére moléctit00127-HEV1 précipitait en milieu
agqueux a des concentrations supérieures a 125 @ilyyjia’'a pas permis de faire une courbe
complete. A notre connaissance, la seule équipetaytlisé T-00127-HEV1 comme
molécule inhibitrice des PI4Kllls a testé une coraion maximale de 10 uM lors de la
détermination des Kg. Elle a alors conclu que cette molécule était Sigpée de P14KIIB,
avec une Ig de 60 nM (Aritaet al, 2011). Concernant l'inhibiteur AL-9, I'l§s que nous
avons obtenu était Iégerement supérieure a cetlrndinée par Biancet al, qui était de
'ordre de 0,57 uMt0,08 pour PI4Kll&. De plus, cette équipe a noté que cette molécule
inhibait également PI4KIB, & une IG, un peu plus forte : 3,080,21 uM (Biancoet al,
2012). Enfin, pour ce qui est de LY294002, E4@Que nous avons déterminé était inférieure a
celle trouvée par Ballat al, qui variait entre 50 et 100 uM pour PI4KIIIEn outre, elle
serait d’environ 100 uM pour PI4KfAI(Balla & Balla, 2006). Cette molécule a également
une activité inhibitrice sur d’autres kinases conmegPI3Ks (IGy ~ 1,4 uM) auxquelles les
PI4KIlIs sont structurellement apparentées, avedauhdegré de conservation dans leurs
domaines catalytiques (Wymaret al, 1996). Le Tableau 7 ci-dessous récapitule ces

différentes IGp.
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Tableau 7 : Gamme des IG, issues de différentes études

Pl4KII o Pl4KIIl B PI3Ks
LY294002 21-100 puM 100 uM 1,4 uM
T-00127-HEV1 100 pM 0,06 uM ND
AL-9 0,57-2,3 uM 3,08 uM ND
ND : Non Déterminée
A B
ICso 100 | —I—
1004 o & ® LY294002 21.1%5.6 M ICs ~ 100 uM
o AL9 23%+1.1pM [N
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Figure 34: Détermination des IG;, d'inhibiteurs des PI4KllIs et analyse de leur effet sur la viabilité des hépatocytes
humains primaires et leur susceptibilité a l'infection parle VHCpp.

Courbes d'inhibitions dose-réponse de LY294002, AL-9 (Ahistogramme dose-réponse de T-00127-HEV1 (B) sur P14KIII
purifiée. L'enzyme a été pré-incubée pendant 10 minutes & concentrations indiquées de AL-9, LY294002, T-00127-
HEV1 ou du DMSO, en présence de phosphatidylinositol, stistsat. La réaction a été initiée par I'addition de 100 puMafin
d’ATP, comme décrit dans la sectidutils expérimentaux_'activité, mesurée comme la conversion de 'ATP en ADR, es
exprimée en pourcentage du témoin DMSO. Les panels A et Brepnésentatifs de quatre expériences indépendantes, et le
ICsy indiquées représentent la moyenne de ces quatre expé&rience

Cinq jours aprés I'ensemencement, les cultures d’héptgedyumains primaires ont été prétraitées pendant troieesewec
différentes concentrations de (C) LY294002, (D) T-0012H\H, et (E) AL-9 avant leur infection sur la nuit avec du VHG@p

une Multiplicité d’Infection de 0,02), en présence de lagl®. Les données de viabilité et d’'infection sont exprimées
pourcentage des valeurs obtenues dans les cellules iefectdis sans traitement. Les résultats pour (C) et (D) séseptés
comme la moyenne de quatre expériences indépendanf&sM, et le panel gauche de (E) comme la moyenne de cing
expériences indépendantes, réalisées sur différentsdotellulest SEM. Le panel central de (E) représente la moyenne des
deux premiéres expériences réalisées avec AL-9, et le mnalroite de (E) représente la moyenne des trois dernieres
expériences. * p <0,05; ** p<0,001; *** p <0,0001
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Utilisée a différentes concentrations, LY294002iaue effet dose-dépendant sur la protection
des hépatocytes humains primaires a linfection lea’vVHCpp de génotype la. Cette
protection a atteint 75%, sans effet toxique sigaiff (Figure 34C). De plus fortes
concentrations (100, 150 et 200 uM) ont égalementestées, donnant lieu a une inhibition
plus importante de I'entrée, avec toutefois unecdégtoxicité a 200 pM (données non
présentées). L'absence d’effet inhibiteur du LY282@Qux faibles concentrations (inférieures
a 10 uM) tend a montrer que les PI3Ks ne sontrmpadquées au cours de I'entrée du VHCpp
dans les hépatocytes humains primaires. En efi€294002 a une action inhibitrice sur les
PI3Ks, a une Igy de 1,4 uM. La molécule T-00127-HEV1 a égalementigeune protection
dose-dépendante des cellules (Figure 34D). Ledtaéswbtenus avec ces deux molécules
inhibitrices suggerent que I'inhibition de I'actigikinase des PI4Kllls permet de protéger les
hépatocytes humains primaires de linfection parVidCpp. Par conséquent, l'activité
enzymatique de ces kinases serait importante pentréde du VHCpp dans les hépatocytes
humains primaires. Par contre, I'utilisation d’AL+#¥a pas permis d’avoir des résultats
concluants. En effet, les deux premieres expérgenoéalisées sur deux lots différents
d’hépatocytes humains primaires ont abouti a umm¢eption de l'infection par le VHCpp
d’environ 50%, aux plus faibles doses d’AL-9 (04,5 et 1 uM) (Figure 34E, histogramme
du milieu). Par contre, cet effet a été perdu dus fortes doses, a partir de 2,5 uM. Sur les
trois derniéres expériences, réalisées sur 3 aatiese cellules, AL-9 n'a eu aucun effet sur
I'entrée du VHCpp dans les hépatocytes humains girés (Figure 34E, histogramme de
droite).

II. Discussion des résultats

Des inhibiteurs chimiques ont été testés afin diéral'importance de l'activité kinase des
P14Kllls au cours de I'entrée du VHCpp dans lesatépytes humains primaires. La premiére
molécule utilisée, LY294002 est un dérivé de largéine, initialement décrite pour ses
capacités a inhiber les PI3Ks. En effet, la fortenblogie entre les sites catalytiques des
Pl4KIlIs et des PI3Ks explique leur sensibilité coome a certaines drogues, avec toutefois
des degrés de sensibilité variable. LY294002 n’a gtifecté I'infection des hépatocytes
humains primaires par le VHCpp, jusqu’a une dos&@@e@M. L’infection par le VHCpp ne

semblait donc pas dépendante des PI3Ks puisqug K€ cette drogue sur les PI3Ks a été
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évaluée a 1,4 uM. A partir de doses plus fortesa(Z5 pM), LY294002 a permis de protéger
les hépatocytes humains primaires d’une infectian |p VHCpp, et ce, de facon dose-
dépendante. Cette sensibilité semblait coincidec dinhibition de PI4Kllb pour laquelle
nous avions déterminé unesyCde l'ordre de 20 uM, alors que ligde LY294002 sur
PI14KIIIB avait été évaluée a 100 uM par d’autres équipes.données étaient en cohérence
avec celles obtenues a I'aide d’'une seconde maéouhmée T-00127-HEV1. Cette drogue
a été décrite dans des travaux publiés par Aritaest collaborateurs (Aritat al, 2011)
comme étant une molécule spécifique de PI4Kléivec une Ig faible, définie a 0,06 uM.
Cette équipe a également réalisé des tests biaphémide son spectre d’action, avec une dose
unique de 10 uM : ni la kinase Pl4Kd]Ini les 6 différentes PI3Ks n'ont été inhibéedalit
toutefois noter que les auteurs auraient utilis€ @orme tronquée en N-terminale de
P14Kllla, modification pouvant altérer son activité (Heilaeet al, 2003; Szentpetemst al,
2011). Au cours de nos travaux, nous avons ufidisgrande isoforme compléte de Pl4klll
afin de déterminer I'lgy de T-00127-HEV1, que nous avons évalué procheO@euM. Or,
cette molécule n'a pas eu d’'impact sur l'infectibes hépatocytes humains primaires par le
VHCpp jusqu’a la dose de 10 pM, donc bien au-deléaddose normalement nécessaire pour
inhiber PI4KIIB (ICso ~0,06 uM). Par contre, un effet inhibiteur dose-aéamt a été
observé a partir d'une dose de 25 uM. La dose sporedant a son kg sur P14Kllla (100

HM) permettait de réduire I'infection de 75%.

L'utilisation de ces deux molécules sur le modelmfection des hépatocytes humains
primaires par le VHCpp suggérait donc que l'activite PI4KIIb serait indispensable a
I'entrée virale. Néanmoins, une telle approche éasé des inhibiteurs chimigues présente
des limites. En premier lieu, les drogues ont ramnune spécificité stricte. Ainsi, avant
d’'imputer le phénotype induit par une drogue ahilnition de sa cible principale connue, il
faut confirmer les résultats obtenus a l'aide deusiglurs drogues et d'approches
expérimentales complémentaires. Par ailleurs, tuateé ont été réalisées sur des hépatocytes
humains primaires, or ces cellules sont spéciaisims la prise en charge de xénobiotiques
afin de les transformer et les éliminer. Nos caadg de cultures, qui sont définies pour
maintenir un état de différenciation hépatique peode lin vivo, permettent de conserver ces
propriétes de métabolisation des drogues. Par qaesé méme si les gammes d’inhibition
de l'entrée du VHCpp obtenues avec les drogues HBQ2 et T-00127-HEV1
correspondaient aux gammes d’inhibition de Pl4Kllbn ne peut émettre de conclusion

définitive. En effet, on ne peut pas omettre legues que ces drogues soient en partie
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métabolisées par les hépatocytes humains, dimiraiasitles doses effectives pour retomber
dans des gammes d’inhibition non plus de Pl4iImhais de PI4KIIp, voire de PI3Ks.

Dailleurs, il est probable que nous ayons été monés a une interférence des propriétes de
métabolisation des hépatocytes humains lors daidatton d’'une troisieme drogue, PIK93.
Ce phenylthiazole a été décrit comme un outil ckpde discriminer éventuellement entre
Pl4KIllo et PIKIIIB car I'isoformep est 50 fois plus sensible a cette drogue, queftirme

a (ICsp respectifs de 0,02 uM et 1,1 uM). Cependant, citigue est tout aussi efficace pour
inhiber les PI3Ks (I a partir de 0,02 uM). L'incubation des hépatocytemains primaires

en présence de PIK93 a des concentrations allagtj 50 uM (soit 50 fois supérieures a
son 1Gyo sur Pl4Klll) n'a pas protégé les cellules d'une infection lgaWHCpp (données
non montrées). Pourtant, cette méme drogue étadtbba de diminuer efficacement I'activité
réplicative de réplicons présents dans des lighépatiques humaines, dés une dose de 1 uM

(données non montrées).

Pour tenter de compléter nos données, nous avdis® wine quatrieme drogue, AL-9, trés
récemment caractérisée pour sa capacité a intfebd?1KllIs (Bianceet al, 2012). AL-9 est

un prototype de la classe des 4-anilino quinazsli@ette classe contient des inhibiteurs de la
réplication du VHC, et une portion de 4-anilino mpgoline est souvent retrouvée dans les
inhibiteurs de kinases, incluant des molécules-@itereuses approuvées en clinique (ex :
erlotinib qui inhibe EGF-R). Cette molécule prés@ntin avantage théorique limité, pour
tenter de discriminer l'implication des 2 PI4KIlIBu cours de l'entrée virale. En effet,
Pl4KIllo était seulement Iégérement plus sensible a AL® B4KIIIB (ICso respectifs de
0,6-2,3 uM versus 3,08 uM). Par ailleurs, des tasilcontrastés ont été obtenus sur le
modele d’infection d’hépatocytes humains primajpes le VHCpp. Ainsi, sur deux lots de
cellules, une inhibition de I'ordre de 50% fut d#ée lors de I'utilisation de concentrations
(0,1 a 1 pM) proches de I'lg d’AL-9 sur PIl4Kllla. Cependant, cet effet inhibiteur
disparaissait a des concentrations supérieuresa(2B M) sur ces deux lots de cellules, et
aucune baisse d'efficacité de linfection ne futedéée sur les 3 autres lots distincts de
cellules, et ce, quelque soit la dose (0,1 a 10.udBux hypothéses, qui ne sont pas

exclusives, pourraient expliquer les phénomenesrabs :

(i) AL-9 serait inactivé en étant pris en charge pa #&mzymes du métabolisme
hépatique, de facon plus ou moins efficace selenldés de cellules. En effet,

I'efficacité de métabolisation peut varier d’'un iwvidu a l'autre, d’autant plus que les
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donneurs ont été exposés a des traitements distimant I'hépatectomie qu’ils ont di
subir. Ces thérapies influencent differemment lepacités de métabolisation des
hépatocytes, la plupart du temps en les stimuRat.ailleurs, AL-9 pourrait activer
cette métabolisation a partir d’'une certaine cotraéion expliquant ainsi la perte

d’effet inhibiteur aux doses élevées, supérieurks #/.

(ii) Les PIl4Kllls présenteraient un polymorphisme gépnéti capable de moduler leur
sensibilité a AL-9. Dailleurs, certaines étudest dait état de I'existence de ce
polymorphisme dans le géneldKllla. En effet, le criblage de deux domaines
fonctionnels de PIK4IH et de la région du promoteur a abouti a I'idecdifion de 15
polymorphismes différents dont trois ont été retésuchez des pateints atteints de
désordres bipolaires, et 3 autres atteints de gghiznie (Saitet al, 2003).

Au final, seul l'effet inhibiteur de 2 drogues, LY2002 et T-00127-HEV1 était en accord
avec I'implication de I'activité de PI14KId au cours de I'entrée du VHC dans les hépatocytes
humains primaires. Cependant, les limites de cafiporche, exposées plus haut, ne

permettent pas d’émettre une conclusion définitive.
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Certaines données obtenues avec I'approche chinmgqueermis de suggérer que I'activité
kinase des PI4KlIlls serait requise pour I'entrée \dC dans les hépatocytes humains
primaires. Afin de confirmer ces données, nous avdacidé dutiliser une approche
génetique basée sur I'ARN interférence. Cependees, cellules sont réfractaires aux
meéthodes classiques de transfection telles qupdgettion. Il était donc nécessaire d’utiliser

la vectorolgie lentivirale afin d’introduire lesRNA dans la cellule cible.

Au début de ma these, nous disposions de plasmaidi@stés a la production de lentivirus
(OpenBiosystems, série pLKO.1-shRNA) contenant édifites séquences shRNA pour
chaque cible. En particulier, nous avions 15 shR##lant P14Klllo et 5 shRNA ciblant
P14KIlIB. Ces shRNA ciblent soit le cadre ouvert de lectsod la région 3'NC. Aucune des
séquences ciblées ne se chevauchent. Nous disp@gjalement d’un plasmide contenant un
shRNA contrdle, qui ne cible aucune région du géndrmamain : il s’agit du shNT (Non
Targeting). Toutes ces séquences sont présentées laasectionOutils expérimentaux
(Tableaux 4 et 5).

Nous avons realisé un criblage afin de sélectiorlesrshRNA les plus efficaces pour
'extinction de 'TARNm ciblé. Cette sélection s’esffectuée en 2 étapes principales. Ne
disposant pas systématiquement d’hépatocytes hempsimaires, la %° étape de sélection a
éteé réalisée par transfection transitoire des leslide la lignée hépatique Huh7.5.1. Pour cela,
les différents plasmides-shRNA ont été introdudés Ipofection dans les cellules. Trois jours

apres la transfection, les ARN totaux ont été é@struis analysés par RT-QPCR.

Trois criteres ont été pris en compte pour chdieg séquences shRNA : (i) efficacité
d’extinction de 'ARNm ciblé, (ii) spécificité dedxtinction en vérifiant I'absence d’'impact
sur le niveau d’expression d’ARNm de l'isoforme dd&e en paralléle et (iii) choix d'au
moins une séquence ciblant une région non codant?ARNm ciblé afin de permettre des
expériences ultérieures plus aisées de restaurdtiggphénotype. Sur les 15 shRNA ciblant
Pl4Kllla, seuls 4 shRNA (shA2, shA3, shA9 et shA12) ont tmoane efficacité d’inhibition
d’environ 40% de 'ARNm. Les autres se sont avénéfficaces. Sur les 5 shRNA ciblant
P14KIlI B, 3 shRNA (shB1, shB4 et shB5) ont permis d’'inhib®RNm de I'ordre de 50%.

Au cours de la®*® étape de sélection, des lentivirus comportanséegiences shPl4Kdlet
shPI4KIIIp pré-sélectionnées, ou comportant la séquence simi'E&té produits, puis testés
sur les cellules Huh7.5.1. Les shA2 et shA3 ordlément été retirés de la liste car ufi& 2

expérience de transfection n’a pas permis d’obsamie inhibition efficace de 'ARNm de
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Pl4Klllo avec ces deux shRNA. Nous avons donc produit eesvirus non concentrés
comportant les shRNA suivants : shA9, shA12, sh&@iB4, shB5 ou shNT. Une fois les

lentivirus produits (protocole présenté dans latieecOutils expérimentayx ils ont été

utilisés (purs et non titrés) pour transduire lefutes Huh7.5.1, afin d’évaluer I'efficacité
d’extinction de TARNm.
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Figure 35: Efficacité d’extinction de 'ARNm de PI4KIlIl a et PI4KIIl B dans les Huh7.5.1 par transduction

lentivirale.

Les cellules de la lignée hépatique Huh7.5.1, ensemenaéslle a 50 000 cellules/ctnont été transduites avec
des lentivirus contenant un shRNA contréle (shNT) ou différertRNA indépendants ciblant PI4Kl
(histogrammes du haut) ou Pl4KBI(histogrammes du bas). Trois jours aprés la transduction, R taux ont

été extraits. Les niveaux d’ARNm de Pl4Kdlet P14KIIIB ont été évalués par RT-gPCR, normalisés par rapport &

'ARNmM de la GAPDH et exprimés par rapport au shNT.

Nous avons constaté une diminution de I'expresd®fiARNmM de PI4Kllb d’environ 75%

avec shA12, et d’environ 50% avec shA9 sans imjpduibiteur sur PI14KIIB. Au contraire,

linhibition de TARNmM de PI4Klll a entrainé une augmentation d’environ 50% de I'ARN
de PI4KIIIB (Figure 35, histogrammes du haut). Concernant PIBKshB1, shB4 et shB5

ont permis une inhibition de I'ARNm, d’au moins 50®ar contre, le shB4 n’était pas
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spécifique de PI4KIP car il inhibait aussi ’TARNm de PI4KId, de I'ordre de 50% (Figure
35, histogrammes du bas). Il a donc été 6té distka ICes inhibitions des ARNm cibles ont

été obtenues sans aucun effet toxique sur ledexllu
En définitive, les shRNA retenus pour la suite dgentravail étaient :

- Pour PHKIlk, shA9 qui cible le cadre ouvert de lecture et shAli cible la
région 3'NC. lls seront désormais appelés shPI4KHL et shPI4KIlb #2,

respectivement.

- Pour PI4KIIB, shB1 qui cible la réegion 3'NC et shB5 qui cibéedadre ouvert de
lecture. Ills seront désormais appelés shPIgKIHL et shPI4KIIp #2,

respectivement.
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Avant la présentation des différents résultatgsil important de souligner que nous avons
évalué l'efficacité de transduction des hépatocyesnains primaires en utilisant des
lentivirus comportant le gene codant pour la GFRK®.3G). Cing jours aprées la
transduction, a une MOI de 62,5 (la plus faibldisée lors de nos expériences), nous avons
observé par FACS que 84% des cellules étaient dustes (données non montrées). La

transduction lentivirale est donc efficace dandigsatocytes humains primaires.

I. Effet de ’extinction de PI4KIIIa sur 1’entrée virale

Les lentivirus comportant les séquences shRNA seéletées (shPI14KIl #1 et shP14Kllk
#2) ont été produits, concentrés et titrés selgordédocole se trouvant dans la sect(utils
expérimentauxLes expériences présentées dans la Figure 3éssbds ont été réalisés sur

trois lots différents d’hépatocytes humains prirsir
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Figure 36: Effet de Il'inhibition de PI4KIIl a sur I'entrée du VHCpp de génotype 1la (isolat H77) dans les hépocytes

humains primaires.

A. Protocole expérimental. Cing jours avant leur infectipar le VHCpp, les cellules ont été transduites a différentes
Multiplicités d’'Infection avec des lentivirus contenanh 8hRNA contrdle (shNT, barres noires) ou deux shRNA
indépendants ciblant PI4KHI(shPI14Kllla #1 et shPI14KIlk #2, barres blanches et hachurées, respectivement).

B. Impact de la transduction lentivirale sur la viabilitéllakire, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant aux
cellules non transduites par des lentivirus et non infecpée le VHCpp.

C. Efficacité d'extinction de 'ARNm de PI4KIH. Les niveaux d’ARNm de PI4KIH ont été évalués par RT-gPCR,
normalisés par rapport a 'ARNm de la GAPDH et exprimés pppost au ShNT correspondant.

D. Efficacité d'extinction de la protéine PI4KHI Les lysats cellulaires ont été analysés en utilisant uicampis anti-
P14Kllla ou un anticorps anti-tubuline. Les positions de PI4KIH, de la tubulinen, et des masses moléculaires en kDa
sont indiquées sur chaque cbté de la membrane.

E. Impact de I'extinction partielle de PI4Kdikur I'infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infectin de 0,2). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspoindaistogramme de gauche), soit au NTL c’est-a-dinx cellules
non transduites (histogramme de droite).

B, C et E sont présentés comme la moyenne de trois expériamb&sendantes, réalisées sur différents lots de cellules

SEM. * p <0,05 ** p <0,001, *** p <0,0001.

Le protocole expérimental est schématisé sur laurBig36A. Le lendemain de
'ensemencement, les cellules ont été transduies &es vecteurs lentiviraux-shRNA, a
différentes MOI. Cinq jours apreés la transductixpression de PI14KIk a été analysée par
RT-QPCR et WB. En paralléle, une infection a étisée pendant 16 h avec du VHCpp de
génotype la (isolat H77). Environ 48 heures apedte énfection, la viabilité cellulaire ainsi

gue les niveaux d’infection ont été mesureés.
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Comme présenté sur la Figure 36B, les différemasstuctions n’ont eu aucun effet sur la
viabilité des hépatocytes humains primaires, pgpaoagt aux cellules contrdles, non

transduites et non infectées.

Nous avons aussi vérifié l'efficacité d'extinctioe 'ARNmM de PI4Kllh. De facgon
étonnante, cette inhibition d’environ 50% est resti&able, quelque que soit la MOI utilisée et
ce, pour les 2 shRNA (Figure 36C). Il en est de mérour I'extinction de la protéine, qui
était également stable et de I'ordre de 50% (Fi@@®®). Malgré I'absence d’une inhibition
dose-dépendante des quantités d’ARNm et de protéme protection dose-dépendante de
l'infection par le VHCpp a été observée. Par rapparcontrole shNT de la méme MOI, elle
est de I'ordre de 50% a la MOI de 62,5 et atte@®0gour la MOI 250, la plus élevée (Figure
36E, histogramme de gauche). Cependant, en expgrilteanpourcentages d’infection par
rapport aux cellules non transduites, nous avossreb que l'effet dose-dépendant constaté
pouvait étre biaisé par le fait que les cellulem$duites avec les lentivirus-shNT étaient plus
susceptibles a l'infection par le VHCpp, au fuaenesure que les MOI augmentaient (Figure
36E, histogramme de droite). L’inhibition semblendastable au final et est cohérente avec
les taux stables d’inhibition de la protéine, quelgsoit la MOI utilisée. Ces résultats
montrent I'implication de PI4KIk au cours de I'entrée du VHCpp de génotype la tEmns
hépatocytes humains primaires. En effet, le faitigg protection similaire de l'infection ait
été obtenue avec 2 shRNA distincts suggere quiet’ebservé est spécifique, car il est peu

probable que 2 shRNA distincts présentent le méfeeadverse, s'ils en ont.

En paralléle des hépatocytes humains primairess awans voulu valider I'efficacité de nos
shRNA dans les cellules Huh7.5.1. La Figure 37 edstbus est représentative de quatre
expériences difféerentes. Le protocole expérimeesaltrés similaire a celui utilisé pour les
hépatocytes humains primaires, a I'exception dipgeentre la fin de la transduction et le test
d’infection par le VHCpp, qui a été réduit a 3 jpuiFigure 37A). La densité cellulaire
(prenant en compte la prolifération et la toxicii€s différentes conditions expérimentales a
été comparée a celle mesurée dans les puits deecgkllulaire qui ont été ni transduits, ni
infectés. Un effet dose-dépendant a été observpatculier avec le shPI4Kl#1 (Figure
37B).
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Figure 37: Effet de l'inhibition de PI4KIll a sur I'entrée du VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les deles de la

lignée hépatique Huh7.5.1.

A. Protocole expérimental. Trois jours avant leur infestipar le VHCpp, les cellules ont été transduites a différente
Multiplicités d’Infection avec des lentivirus contenant $hRNA contrdle (shNT, barres noires) ou deux shRNA
indépendants ciblant PI4KHI(shPI4Klllo #1 et shPI4KIIb #2, barres blanches et hachurées, respectivement).

B. Impact de la transduction lentivirale sur la densitéwtalte, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant aulvies
non transduites par des lentivirus et non infectées par IE€MH

C. Efficacité d'extinction de 'ARNm de PI4KIH. Les niveaux d’ARNm de PI4KIl ont été évalués par RT-qPCR,
normalisés par rapport a '’ARNm de la GAPDH et exprimés pppoat au shNT correspondant.

D. Impact de I'extinction partielle de PI4Kd#lisur I'infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infectin de 0,02). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspandaistogramme de gauche), soit au NTL c’est-a-dinx cellules
non transduites (histogramme de droite).

B, C et D sont représentatifs de quatre expériences indépéesl Les écarts-types présentés sur B et D ont été obtenus s

des triplicats pour chaque condition, dans la méme expézidre panel C quant a lui montre des résultats acquis suruin se
puits lysé pour I'extraction d’ARN total.

Quant a I'extinction de 'TARNm de PI4KHl un effet dose-dépendant a été détecté, avec des
inhibitions supérieures a 50% (Figure 37C). Dariteaexpérience de validation, I'extinction
protéigue n’a pas été verifiee. Avec le shPI4&KHL, des la plus faible MOI utilisée (62,5) et
pour laquelle la densité cellulaire n'a pas été ifiee les cellules Huh7.5.1 ont été
efficacement protégées d’'une infection par le VHCpPenviron 75% (Figure 37D,
histogramme de gauche et de droite). Nous avonarggré qu’une diminution de TARNm de
P14Klllo. [égérement plus importante a une MOI de 250 pewshP14KlIlk #1 ne se traduit

pas par une meilleure protection des cellules anfeetion par le VHCpp. Il est possible que

cette différence soit trop faible pour augmentepriatection, ou qu’un seuil de protection ait
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éte atteint. Ainsi, un pourcentage réduit de vijposirrait entrer dans les cellules Huh7.5.1,
indépendamment de PI4Kdll De facon surprenante, malgré une inhibition affec de
'ARNm avec le shPI4Kllk #2, aucun effet significatif sur I'entrée virale nédé observé
avec ce ?' shRNA (Figure 37D). Cette expérience de validatighé réalisée avec les mémes
lots de lentivirus que ceux utilisés sur les hépatss humains primaires, mais il N’y a pas eu
d’augmentation de l'infection par le VHCpp due atdansduction avec les lentivirus-shNT

dans les Huh7.5.1, et ce malgré I'utilisation de INt@ntiques (37D, histogramme de droite).

II. Validation de ’implication de PI4KIIla dans

’entrée virale.

La protection de I'infection, induite par 2 inhigitrs chimiques et par 2 shRNA différents
ciblant Pl4Kllle. suggérait que cette kinase était impliquée daestrée du VHCpp de
génotype la dans les hépatocytes humains primairestefois, au vue des données
partiellement contradictoires obtenues sur lesutsslHuh7.5.1, nous avions choisi de réaliser
des tests de restauration de I'entrée virale eexpumant dans les hépatocytes humains
primaires une PI4KIH active ou inactive, échappant au shPI4KKR qui cible la partie
3'NC du gene. Cette approche devait nous permdireciure de possibles effets adverses
dans l'approche génétique et également statuer’isysortance de lactivité kinase de
P14Kllla au cours de I'entrée virale. Pour cela, nous agémeré des lentivirus contenant la
séquence compléte de Pl4Killsous sa forme sauvage, ou sous sa forme inadfivage
Dead) (mutation D1957A), a partir de constructigmiasmidiques obtenues aupres du Dr

Volker Lohmann et validées au cours de ses traf@aisset al, 2011) :
- Un vecteur transfert plasmidique vide, qui sertdetrole (pWPi-vide) ;

- Un vecteur codant Pl4Kkl sous sa forme sauvage (NM_058004.2) (pWPi-CA
WT) et incluant en N-terminal une séquence nudiémie issue de
’hémaglutinine du virus de la grippe (tag-HA). ®@ecteur exprime la grande
isoforme de 230 kDa. Le géne cloné est uniquemamgtitué de la partie codante
et contrairement a ’ARN endogene, il échappe &i4llla #2 ciblant la région
3'NC;
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- Un vecteur codant PI4Kldl mutée (pWPi-CA KD). Cette forme mutée differe de
la forme sauvage uniguement par la substitutionS329qui est une mutation

ponctuelle inactivatrice de I'activité kinase.

Comme tous les lentivirus produits au cours de Iméad, les lentivirus contenant le vecteur
vide ou le vecteur comprenant le gétdKllla WT ou P14Klllo KD ont été concentrés puis

titrés (Voir sectiorOutils expérimentayx

Les résultats de la Figure 38 ci-dessous sont cBume seule expérience. Le protocole
expérimental utilisé est schématisé sur la FiguBA.3Brievement, le lendemain de
'ensemencement, les hépatocytes humains primainésté transduits avec les lentivirus
contenant le vecteur vide ou le vecteur permettexpression du genBl4Kllla WT ou KD
(notés pWPi-vide, pWPIi-CA WT et pWPI-CA KD, respeement), a une MOI de 1000. Le
lendemain de cette transduction dite « de suregjoes, les cellules ont été transduites avec
des lentivirus comportant soit le shNT, soit le [Pl o #2, a une MOI de 500. Cing jours
aprés cette " transduction, I'expression de Pl4Kllg été analysée par RT-QPCR et WB ;
en parallele, une infection a été réalisée pentiart avec du VHCpp de génotype la (isolat
H77). Environ 48 heures apres cette infection, analyse de la viabilité cellulaire a été
effectuée, et les niveaux d'infections ont été é&al pour ces différentes conditions

expérimentales.
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Figure 38: Test de restauration de l'infection par le VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les hépatocytes humains

primaires partiellement dépourvus de PI14Klll a endogéne.

A. Protocole expérimental. Six jours avant leur infectiar e VHCpp, les cellules ont été transduites avec des vecteu
lentiviraux vides ou contenant Pl4K#Isoit sous sa forme sauvage (WT), soit sous sa forme mutéespouactivité
kinase (KD), a une Multiplicité d’Infection de 1000. Le lesdain, elles ont été transduites a une multiplicité d’Ititec
de 500 avec des lentivirus contenant un shRNA contrdle (shhifres noires) ou un shRNA ciblant uniquement
P14KIll o endogéne, dans sa région 3'NC (shPI14K2, barres hachurées).

B. Impact des transductions lentivirales sur la viabiligldaire exprimée par rapport au NTL/NI, correspondank au
cellules non transduites par des lentivirus et non infecfée le VHCpp.

C. Efficacité de surexpression de 'TARNm de Pl4KilLes niveaux d’ARNm totaux de P14Kll(endogéne et exogene) ont
été évalués par RT-gPCR, normalisés par rapport & 'ARNnad@&@APDH et exprimés par rapport au NTL/NTL, c'est-a-
dire aux cellules non transduites.

D. Efficacité de la surexpression protéique de Pl4KIlles lysats cellulaires ont été analysés en utilisant uic@ps anti-
P14Klllo. pour évaluer la protéine totale (endogéne et exogéne), ticogrs anti-TageHA pour évaluer la protéine
exogéne ou un anticorps anti-tubulimeLes positions de P14KId, de la tubulineu. , et des masses moléculaires en kDa
sont indiquées sur chaque c6té de la membrane.

E. Impact de la surexpression de PI4Kl$ur I'infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infectin de 0,01). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspohdaistogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’esli&@- aux
cellules non transduites (histogramme de droite).

Comme présenté sur la Figure 38B, les doubles dumtions n'ont eu aucun effet sur la
viabilité des hépatocytes humains primaires, pppaet aux cellules non transduites et non
infectées.

L’efficacité d’extinction de TARNm de PI4KIH endogene a été vérifiée. Elle était d’environ

50% dans les cellules transduites avec les vectemtsviraux vides (pWPi-vide) et le
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lentivirus-shP14KlIb #2. Cette extinction est donc similaire a celle abte lors de nos
expériences précedentes de simple inhibition (EBi@&C). L'efficacité de surexpression de
'ARNmM de PIl4Klllo exogéne a été également mesurée. Malgré la fa@ikudlisée (1000),
la surexpression reste modérée, de I'ordre de 5 ®i% pour PI4KIlbk WT, par rapport au
contrdle (pWPi-vide) et de I'ordre de 20 a 30 fodur PI4KlIllo KD (Figure 38C).

Par ailleurs, dans ce lot d’hépatocytes humainmsaires, I'inhibition de la protéine P14Kdl
endogéne était de I'ordre de 26% dans les celttdesduites avec les lentivirus vides (pWPi-
vide) et le lentivirus-shPI4KId #2, par rapport aux cellules contréles corresporegant
transduites avec le lentivirus- shNT (Figure 380Dgtte inhibition est donc plus faible que
celle observée lors des expériences précédentesngee inhibition (Figure 36D;*50%
d’inhibition). Nous avons également vérifié la symeession protéique de la forme exogéne,
grace au tag-HA fusionné au gene (Figure 38D, RIl4Kéxogene). En paralléle, le niveau
d’expression de PIl4KIi totale a été analysé, c’est-a-dire la forme endegsus la forme
exogene (Figure 38D, PI4Kdl totale). Curieusement, nous n’avons pas observé
d’augmentation de la quantité protéique totale HéKM o dans les cellules transduites avec
pWPi-CA WT ou KD, par rapport aux cellules transddsiavec les vecteurs vides, et ce
malgré une expression réelle de la forme exogeigr@ 38D, Pl4KIIkk exogene). Ainsi,
malgré la forte MOI utilisée, nous n'‘avons pas tatds une surexpression protéique de
Pl14Kllla, sauvage ou mutée. Dans les cellules transduress las vecteurs vides, le niveau
d’infection par le VHCpp était d’environ 46% en peéce du shPI4Kld #2 comparé aux
cellules transduites avec le lentivirus-shNT, &% d’inhibition de I'entrée virale (Figure
38E). Elle était donc comparable a la protectiosenbée lorsque les cellules avaient été
uniguement transduites avec des lentivirus compbghPI4Kll #1 ou shPI4KIlb #2, a
différentes MOI (Figure 36E). En analysant ensilg® niveaux d’infection par rapport a
chaque shNT correspondant, I'infection semblag @artiellement restaurée, dans les cellules
transduites avec le vecteur devant permettre lexpuession dé€l4Kllla WT. En effet, le
niveau d’infection est passé de 46% dans les esllobntenant le vecteur vide, & 73% dans
celles comportant pWPi-CA WT (Figure 38E, histognaende gauche). Cette restauration
partielle pouvait s’expliquer par le faible niveda surexpression de Pl4Kdllexogene. En
outre, aucune augmentation de l'infection n'a ébseovée dans les cellules comportant
pWPi-CA KD, faisant ainsi penser que I'activité &ge de PI4KIk serait bien nécessaire a
'entrée du VHCpp dans les hépatocytes humains girés (Figure 38E, histogramme de

gauche).
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Avant d’utiliser la MOI de 1000 pour la surexpresgides MOI plus faibles de 250 et 500 ont
été testés lors de deux expériences différentds,saas effet sur la restauration de I'infection
(données non montrées). A ce stade, il est doricidifde conclure, pour deux raisons

principales : d’'une part, I'expérience n’a été is&d qu’une fois, et d’autre part la restauration
partielle observée pourrait étre surestimée. Eet,effous avons noté une diminution de la
susceptibilité a l'infection par le VHCpp dans tedlules transduites avec pWPi-CA WT et le
lentivirus-shNT, par rapport au contrGle NTL/NTL,orcespondant aux cellules non

transduites (Figure 38E, histogramme de droite).

III. Tentatives d’améliorer la surexpression de

PI4KIIla

Face aux difficultés pour surexprimer Pl4Killlexogene dans les hépatocytes humains
primaires (Figure 38D), nous avons réalisé dautcesistructions plasmidiques dans
lesquelles le promoteur EFeXontrélant I'expression de Pl4Kdldans les vecteurs pWPi a
été remplacé par un autre promoteur fort, celuC\V. Nous avons nommé ces nouveaux
vecteurs pWPC. Aprés production des lentivirus com@mt ces nouvelles constructions, nous
avons observé une baisse drastique du titre \pessant de I UI/mL pour les vecteurs
pWPi-CA WT et PWPi-CA KD, & T0Ul/mL pour les vecteurs pWwPC-CA WT et PWPC-CA
KD, soit une baisse de 100 fois. Du fait de ce tiglativement faible, la MOl maximale qui

pouvait étre utilisée était d’environ 75.

Lors des tests effectués sur les hépatocytes hsmaiimaires, aucune surexpression
protéique de PI4KIH n'a été observée avec les vecteurs lentiviraux GWR WT et
pWPC-CA KD, a la MOI de 75. De plus, 'augmentatis la quantité de transcripts ARNm
n'était que de 2 fois, par rapport aux cellulestd@as contenant les vecteurs vides (données
non montrées). Des productions de ces mémes veatatiete réalisées une seconde fois, et
les mémes titres ont été obtenus. Nous avons déreoétraint d’arréter I'exploitation de ces

vecteurs pWPC car des MOI supérieures a 75 negientrpas étre utilisées.

Suite a cet obstacle, nous avons changé de swatygutilisant un autre vecteur plasmidique.
Le nouveau vecteur alors appelé pLL3.8 contientedgant le promoteur CMV et est dérivé
d'un plasmide déja utilisé au sein de notre équpmir produire de maniéere efficace des

lentivirus (notamment les pseudoparticules VHCek titres de cette nouvelle série étaient
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de l'ordre de 1®UI/mL pour pLL3.8-CA WT et pLL3.8-CA KD, soit unleaisse de 10 fois
par rapport aux titres obtenus pour les vecteuitsaux pWPi. Ainsi, la MOI maximale
exploitable était de I'ordre de 750 pour ces nouxezecteurs. La aussi, nous avons comparé
leurs niveaux de surexpression par rapport auweuespWPi, mais cette fois dans les cellules
Huh7.5.1. Une fois de plus, les niveaux d’exprasgi@ient inférieurs a ceux obtenus avec les
vecteurs initiaux pWPi (Figure 39). Par contre taitla premiére fois que nous observions
une surexpression avec les vecteurs pWPi-CA WT Bt Hans les cellules Huh7.5.1.
Contrairement a ce qui a été observeé dans lesd@pas humains primaires, il y a donc une
réelle surexpression de PI4KIIWT et KD dans les Huh7.5.1 (comparer pWPi-vide, pa
rapport a pWPi-CA WT et CA KD pour Pl4Killtotale).

MM PWPi pLL3.8
(kDa)

vide CAWT CAKD vide CAWT CAKD

- 4 4 Pl4KIlla totale (endogéne + exogéne)
250—

250 — ” WS e € Pl4KIIla exogéne

50— o
W e e ¢ Tubuline- a

Figure 39: Efficacité de la surexpression protéique de PI4KI a par différentes constructions lentivirales

Le lendemain de I'ensemencement, les cellules Huh7.5.1étittransduites avec les différents vecteurs
lentiviraux, a une MOI de 750 chacun. Les lysats cellulaibbtenus 3 jours aprés la transduction ont été
analysés, en utilisant un anticorps anti-Pl4Klpour évaluer la protéine totale (endogéne et exogéne), un
anticorps anti-TagxHA pour évaluer la protéine exogéne ou un anticorps antitm® o. Les positions de
Pl4Kllla, de la tubulinex et des masses moléculaires en kDa sont indiquées sur chatéudeda membrane.

Au final, les vecteurs initiaux pWPi étaient ceuxi gpermettaient la « meilleure »
surexpression de nos genes. Nous avons donc regsisvecteurs pour la suite de nos
expériences, en changeant de stratégie pour tdfdgeréliorer le niveau d’expression de

P14Klllo. exogéne.

132
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IV. Validation de I’implication de PI4KIIla dans le
cycle complet du VHC

Face a la difficulté technique de surexprimer PIKIWT et KD dans les hépatocytes
humains primaires, nous avons néanmoins voulueslas différents outils de surexpression,
au moins dans le modéle de lignées. Mais nous msounsmes heurtés au fait que le
shPI14Klllo #2 s’était avére inefficace pour protéger les ceuHuh7.5.1 de l'infection par le
VHCpp (Figure 37D). Nous ne pouvions donc pas sgilice modéle VHCpp pour des
expériences de restauration de linfection. Nousnavalors choisi d’exploiter le modele
d’infection des cellules Huh7.5.1 par le VHCcc dmatype 2a (construction J6/JFH1) qui
reproduitin vitro le cycle viral complet. Ce modele avait été dédjisé par Reis®t al. pour
démontrer par des expériences de restauration éwopjpe que I'activité kinase de Pl4Kill

était importante pour la réplication du VHC (Rei$sal, 2011).

Avant d’effectuer les tests de restauration dddttion dans le modeéle VHCcc, nous avions
au préalable vérifie dans quatre expériences diftés, qu’une inhibition d’environ 60% de
TARNmM de PIl4Klllo a I'aide des shPI4KId #1 et shPI4Kllb #2 permettait de protéger

efficacement les cellules Huh7.5.1 de I'infecticar e VHCcc, de l'ordre de 90% (données

non montrées).

Notre premiére expérience de restauration a étésééaavec une MOI de 1000 pour les
lentivirus dédiés a la surexpression, selon unogadé expérimental similaire a celui utilisé

sur les hépatocytes humains primaires (Figure 40A).
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Figure 40: Test de restauration de l'infection par le VHCcc ce génotype 2a (J6/JFH1) dans les cellules de la lignée

hépatique Huh7.5.1 partiellement dépourvues de P14KIlb.

A. Protocole expérimental. Le lendemain de I'ensemencenesncellules ont été transduites avec les vecteurs |eautix
vides ou contenant PI4Kid soit sous sa forme sauvage (WT), soit sous sa forme mutéespauactivité kinase (KD),

a une Multiplicité d’Infection de 1000. Vingt quatre heusgwes, elles ont été transduites a une multiplicité d’ltidec
de 125 avec des lentivirus contenant un shRNA contrdle (sHidifres noires) ou un shRNA ciblant uniguement
PI4KIlla endogene, dans sa région 3'NC (shPI4KH2, barres hachurées).

B. Impact des transductions lentivirales sur la densitéulegle, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant aux
cellules non transduites par des lentivirus et non infecpie le VHCcc.

C. Efficacité de surexpression de 'ARNm de Pl4KillLes niveaux d’ARNm totaux de PI4KlI(endogéne et exogéne)
ont été évalués par RT-gPCR, normalisés par rapport a I’ARNra GAPDH et exprimés par rapport au NTL/NTL,
c’est-a-dire aux cellules non transduites.

D. Impact de la surexpression de Pl4kigur I'infection par le VHCcc (Multiplicité d’Infectin de 0,005). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondaistogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’esli@ aux
cellules non transduites (histogramme de droite).

Les écarts-types présentés sur B et D ont été abtm des triplicats pour chaque condition, damsdee expérience. Le

panel C quant a lui montre des résultats acquisisseul puits lysé pour I'extraction d’ARN total.

Les différentes transductions n'ont eu aucun effghificatif sur la densité cellulaire, par
rapport aux cellules non transduites et non inteci@igure 40B). En parallele, I'efficacité
d’extinction de 'ARNm endogene de Pl4kdlla été veérifiee dans les conditions de
transduction avec le vecteur vide (pWPi-vide). €eatihibition est d’environ 60% pour les
cellules transduites avec le lentivirus-shPI14KIH2 & une MOI de 125, par rapport aux
cellules transduites avec le lentivirus-shNT. Quatat surexpression de TARNm de Pl4kill

exogene, elle a été estimée a environ 20 fois dellEARNmM endogéne (Figure 40C). Les

guantités de protéines n'ont pas été analyséesoddiiesexpérience. La surexpression efficace
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de 'ARNmM a permis une restauration partielle dgaféction. Le niveau d’infection, d’environ
35% dans les cellules transduites avec le lenswhPI4KIlbh #2 en absence de
surexpression de Pl4Ktlexogene (Figure 40D, conditions NTL et pWPi-vigasse a 65%
lorsque les cellules surexpriment PI4KINVT exogene échappant au shPI4K2 (Figure
40D). Cette restauration partielle n'a pas étéotstte dans les cellules transduites avec
pWPi-CA KD. Au contraire, de facon tres intéressaiit semble y avoir un effet dominant
négatif du pWPi-CA KD. En effet, nous avons obsamé baisse globale de la susceptibilité
a linfection par le VHCcc dans les cellules casduites avec les lentivirus contenant
Pl4Klllo KD et shNT, par rapport aux cellules co-transdu@®ec les vecteurs lentiviraux
vides et shNT (Figure 40D, histogramme de droiRgr ailleurs, malgré I'effet dominant
négatif induit par le pWPi-CA KD, une protectionpplémentaire est obtenue quand la
guantité de PI4KId endogene est également réduite a I'aide du shRK2. Cela signifie
gue dans les cellules co-transduites avec lesviargi pWPi-CA KD et shNT, linfection
résiduelle est assurée par la protéine Pl4Kdhdogene. Cette observation confirme que
I'activité kinase de PI4KIH est nécessaire a l'infection des cellules Huh7parlle VHCcc,
résultat en accord avec les données publiées pas Re ses collaborateurs (Reessal,
2011).

Afin de confirmer ce résultat d’'une part, et d’'aiodr la restauration de I'infection par le
VHCcc d’autre part, nous avons réalisé 3 nouvedbgseriences. Pour tenter d’améliorer la
surexpression de la forme exogéne, 3 transductiomsécutives sur 3 jours ont été effectuées
avec les lentivirus vides ou contenant pWPi-CA WITKD, toujours a une MOI de 1000 et
avant la transduction dédiée a I'extinction de RIAKendogene. Le protocole expérimental

est schématisé dans la partie A de la Figure 41.

Cette figure présente les données de ces 3 expésiean seéparant parfois I'expérience n°1l
des expériences n°2 et n°3 pour lesquelles lestaesdifferent. Etant donné que les résultats
de surexpression de 'ARNm et d'impact sur la spsbéité des cellules a l'infection par le
VHCcc different selon les expériences, les histognas des Figures 41C et 41E présentent
les données des 3 expériences, mais en seépanrgmgrience n°l des expériences n°2 et n°3.
Les données de I'histogramme de la Figure 41B reantclairement que les quadruples
transductions n’affectent pas la densité cellulaireles 3 expériences. Quant a l'inhibition de
'ARNm de PIl4Kllla endogene, elle atteignait 60% dans les celluleés/Hul co-transduites

avec le vecteur vide et le lentivirus-shPI4lll#2, dans les 3 expériences (Figure 41C,



Résultat 3 ef Discussion

histogrammes du haut et du bas). Concernant I'sspe de 'ARNmM exogene, dans
'expérience n°l, les quantités dARNm étaient 40sfsupérieures dans les cellules ou
Pl4Kllla WT ou KD a été surexprimée, par rapport aux ceflidontenant les vecteurs vides
(Figure 41C, histogramme du haut). Par contre,nigsaux de surexpression de '’ARNm
étaient de 125 fois plus que le niveau basal dem&xpériences n°2 et n°3, pour les mémes

conditions expérimentales (Figure 41C, histogrardméas).
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Figure 41: Test de restauration de I'infection par le VHCcc ¢ génotype 2a (J6/JFH1) dans les cellules de la lignée

hépatique Huh7.5.1 partiellement dépourvues de PI4KIlk endogéne.

A. Protocole expérimental. Le lendemain de I'ensemencgnesicellules ont été transduites 3 fois sur 3 jours conéavec
des vecteurs lentiviraux vides ou contenant PI4&Bbit sous sa forme sauvage (WT), soit sous sa forme mutéespour
activité kinase (KD), a une Multiplicité d’Infection de 100Vingt quatre heures apres, elles ont été transduites a une
multiplicité d’Infection de 125 avec des lentivirus corée un shRNA controle (shNT, barres noires) ou un shRNA nibla
uniquement P14Kllk endogéne, dans sa région 3'NC (shPI4Ki2, barres hachurées).

B. Impact des transductions lentivirales sur la densitéilegle, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant aebutes
non transduites par des lentivirus et non infectées par I€&H

C. Efficacité de surexpression de 'ARNm de Pl4KilllLes niveaux d’ARNm totaux de Pl4Kll(endogéne et exogéne) ont
été évalués par RT-qPCR, normalisés par rapport & 'TARNnadeAPDH et exprimés par rapport au NTL/NTL, c'est-a-
dire aux cellules non transduites.

D. Efficacité de la surexpression protéique de Pl4KllLes lysats cellulaires ont été analysés, en utilisant dic@ps anti-
PI4KIll o pour évaluer la protéine totale (endogéne et exogéne), ticogrs anti-TagrtHA pour évaluer la protéine exogéne
ou un anticorps anti-tubuline. Les positions de PI4KI#, de la tubulinex et des masses moléculaires en kDa sont indiquées
sur chaque c6té de la membrane.

E. Impact de la surexpression de PI4KI$ur I'infection par le VHCcc (Multiplicité d'Infectin de 0,005). Les niveaux

d’infection sont rapportés, soit au shNT correspobhdaistogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’esti& aux cellules
non transduites (histogramme de droite).

Au niveau protéique, nous avons observé une inbibide I'ordre de 40%, dans les cellules
co-transduites avec le vecteur vide et le lentsAstPI4KlIlb #2, comparé aux cellules co-

transduites avec le vecteur vide et le lentivirosFB (Figure 41D, PI4Klld totale). Une

inhibition similaire a également été obtenue dassdxpériences n°2 et n°3 (données non
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montrées). Le western blot a aussi permis de guogafila surexpression de PI4KIIWT ou

KD exogene dans les cellules (Figure 41D, Pl4KBkogéne). Nous avons aussi analysé le
niveau d’expression de Pl4Kdlltotale, c’est-a-dire la forme endogéne et la foeregéne
(Figure 41D, PIl4KIllb totale). Ainsi, dans les cellules ou la protéinék®ll o WT ou KD a

été surexprimée, nous avons noté une quantité4ldIPd totale d’environ 30 fois supérieure

a celle mesurée dans les cellules contenant déswswides. Ce niveau de surexpression est
également similaire dans les expériences n°2 efdti3nées non montrées).

Dans les conditions expérimentales contréles deplsinransduction avec les lentivirus
d’extinction des 3 expériences, les cellules Huli7dmt bien été protégées de I'infection par
le VHCcc, avec le shPI4KKi#2 (Figure 41E, conditions NTL des expériences 2-8). Des
différences de niveaux d’infection surviennent diassconditions contrdles pWPi-vide. En
effet, dans I'expérience n°1, les triples transiunst effectuées a I'aide du lentivirus contréle
pWPi-vide n’affectent pas le niveau d’'infection,igmue I'extinction avec le shPI4KHI#2
protege les cellules a environ 60% d’une infecpanle VHCcc, en comparaison aux cellules
transduites avec le lentivirus-shNT (Figure 41E.pénience 1). A linverse, dans les
expériences n°2 et n°3, ces triples transductioex de vecteur lentiviral pWPi-vide ont
augmenté le niveau d’infection par le VHCcc et dames cas, aucune différence n’est
détectable entre les conditions shNT et shPI4Kk#2 (Figure 41E, Expériences 2 et 3). Ces
incohérences rendent donc impossible linterprétaties résultats de restauration lorsque
pWPi-vide est remplacé par pWPi-CA WT dans ces dexpériences. Cependant, dans
'expérience n°l, la surexpression de PI4KINVT exogéne échappant au shPI4KIH2
permet de rétablir la susceptibilité a I'infectipar le VHCcc. Toutefois, pour une raison
encore indéterminée, le niveau d’infection étaitmmeésupérieur avec le shPI4Killi2,

comparé au shNT.

Notons aussi que I'on retrouve bien un effet pri@ecinduit par les propriétés de dominant
négatif de la protéine inactive (par surexpresslenPl4Klllo. KD exogene) ; effet qui est
toujours amplifié lorsque la quantité de protéindagéne est également réduite en paralléle a
l'aide du shPI4Kllb #2.

Quelques semaines avant la finalisation de ce ncatusne ultime tentative de restauration
de l'infection par le VHCpp a été réalisée suriépatocytes humains primaires, en testant la

triple transduction pour tenter une surexpressiaos efficace.
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Le protocole expérimental est schématisé sur larEig2A. Les quantités disponibles de
lentivirus permettant la surexpression de PIAKIWT et KD étaient insuffisantes pour
réaliser en paralléle les analyses dARNm et ddépmes. En effet, la production des 3
lentivirus de «surexpression » a été réalisee &@mentemps (5 flasques de 175
cn/lentivirus) et permet d’obtenir environ 2,2 mL cleaque lentivirus concentré (100x) avec
des titres proches de YQUI/mL. Sachant qu'une expérience compléte (ARNnotdine et
infection) sur les hépatocytes humains primairesiegt une grande quantité de virud 4
mL), nous avions décidée d’effectuer un simple t#sifection, sans analyser les quantités
d’ARNm et de protéines.

A: Protocole expérimental B: Viabilité cellulaire
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Figure 42: Test de restauration de l'infection par le VHCpp de génotype la (isolat H77) dans les hépatocytes humains

primaires partiellement dépourvus de PI4KIIl o endogéene.

A. Protocole expérimental. Le lendemain de I'ensemencénescellules ont été transduites 3 fois sur 3 jours cortgéavec
les vecteurs lentiviraux vides ou contenant Pl4KI$bus sa forme sauvage (WT) ou sous sa forme mutée pour switéacti
kinase (KD) a une MOI de 1000. Vingt quatre heures apress elte été transduites a une MOI de 500 avec des lentivirus
contenant un shRNA contrdle (shNT, barres noires) ou un ghRiNlant uniquement Pl4KIlt endogéne, dans sa région
3'NC (shPl4Kllla #2, barres hachurées).

B. Impact des transductions lentivirales sur la viabiligfldaire, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant eellules
non transduites par des lentivirus et non infectées par IEMH

C. Impact de la surexpression de PI4KI$ur I'infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infectin de 0,02). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspobhdaistogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’estir@ aux cellules
non transduites (histogramme de droite).
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Les quadruples transductions n’ont pas eu d’effietls viabilité des hépatocytes humains
primaires (Figure 42B). De facon surprenante, ligdes transductions de surexpression ont
augmenté la susceptibilité des cellules a l'infectpar le VHCpp (Figure 42C, histogramme
de droite). Toutefois, les lentivirus-shPI14Kilk2 ont permis de protéger de plus de 50%
l'infection des hépatocytes humains primaires @@ament transduits avec le vecteur vide
(pWPi-vide). Lorsque I'on analyse les résultatsrmgudes valeurs sont rapportées au shNT
correspondant (Figure 42C, histogramme de gaudmeg I'impression d’avoir obtenu une
restauration de linfection lorsque les cellulest @é préalablemant transduites afin de
surexprimer PIl4Klldk WT exogene. Cependant, quand on analyse les salburtes
rapportées aux cellules non transduites (NTL/NTHi@re 42C, histogramme de droite), on
s’apercoit que 'augmentation précédemment obserigs pas liée a une meilleure infection
des hépatocytes humains primaires co-transduits lagelentivirus contenant pWPi-CA WT
et shP14KIIb #2. Elle est plutdt due a une diminution de I'infentdans les cellules contrdles
co-transduites avec les lentivirus pWPI-CA WT eN$h Le méme phénomeéne survient
également pour la construction pWPi-CA KD. Les diés aux variations d’infection des
cellules transduites avec le lentivirus-shNT cdetnde permettent donc pas de répondre a
notre question initiale concernant la spécificitépthénomene de protection liée a I'extinction
de Pl4Klllo a l'aide du shPI4KIk #2. Ces données sont a considérer avec précautantt, €

donné que I'expérience n’a été réalisée qu’'une fois

V. Discussion des résultats

Des hépatocytes humains primaires dans lesquetpifegités de PI14KIb ont été diminuées

se sont avéerées moins susceptibles a linfection yra VHCpp de génotype la. Cette
protection a été reproduite sur 3 lots difféereréscdllules et a I'aide de 2 shRNA ciblant des
régions differentes du gene d’intéret. Ces résultegnaient donc renforcer l'idée d’une
intervention de la protéine Pl4Kdlau cours de I'entrée virale. Cependant, nous wosli

confirmer ces données par une approche de restaurdti phénotype. Toutefois, notre
premiere tentative n'a pas été concluante (Fig@e Bléme si une restauration partielle
apparente semblait étre obtenue, une analyse de®e® brutes révele que la diminution de

I'écart entre le controle shNT et le shPI4kI#2 lors de la surexpression de PI4KIWT
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exogene n'était pas liée a une augmentation deideeptibilité des cellules co-transduites
avec les constructions shPI4Kil#2 et pWPi-CA WT. Cette diminution était plutGdi a une
baisse de linfection dans les cellules contréledransduites avec les constructions shNT et
pWPi-CA WT. Par ailleurs, les analyses des ARNnmdes protéines dans les cellules co-
transduites avec les lentivirus dédiés a la suesgion de PI4KIH révelent que les niveaux
d’expression obtenus pourraient étre insuffisaoisr pbtenir une éventuelle restauration de
phénotype (Figure 38C, 38D-Pl4Kdlitotale). L'origine du probleme provenait certairesm

de la taille du géenPl14Klll« (7600 pb) qui diminuait d’'une part les niveauxpideduction de
lentivirus recombinants et peut-étre d’autre pdfficacité d’expression de PI4KHl
exogene. Ces limites venaient s’ajouter au fait lggehépatocytes humains primaires sont
moins susceptibles que les lignées cellulairesirdettion par des lentivirus pourtant

pseudotypés avec la protéine G du VSV.

La premiere piste que nous avons étudiée étaitlgueromoteur eF-d dont dépendait
'expression du geéne pouvait étre inadapté aux tbépes humains primaires. D’ailleurs,
nous avons réalisé une étude comparative de Eeitie de différents promoteurs au sein de
ces cellules (kit SMART choice lentiviral ShRNA, dimo Scientific). Il s’est avéré que les
promoteurs CMV humains et murins étaient plus atfes que les autres promoteurs, dont
EF-1o. Nous avons alors substitué le promoteur efpar le promoteur CMV dans nos
constructions. Cependant, nous avons été confranté® chute importante du titre viral. On
peut d’ailleurs se poser la question d’'un évenimglact de la surexpression de Pl4KIBur

la production de lentivirus, impact qui ne seraitugtant pas lié a l'activité kinase de
P14Kllla, puisque la diminution du titre viral était égaksmhobservée pour le mutant inactif.
Par conséquent, nous avons tenté de palier e parfporobleme de rendement de production
en réduisant la taille du vecteur de transfert @oant le géne exogéene. Nous avons ainsi
utilisé un vecteur contenant 4000 pb de moinst; e taille finale de 12800 pb pour cette
nouvelle série pLL3.8 au lieu de 17100 pb pou€ldesinitiale pWPi, toujours en présence du
promoteur CMV. La surexpression avec cette nouvedige de construction s’est avérée

inférieure a celle obtenue avec I'ancienne, biem mpus ne sachions I'expliquer.

Au vue des difficultés rencontrées sur le modéfe@patocytes humains primaires, nous avons
voulu validé nos outils dans le modéle de lign€xda nous aurait permis de prouver que la
faible restauration provenait bien de la difficultee surexprimer PI4KId dans les
hépatocytes humains primaires. Il fallait donc aeafable montrer que I'inhibition de
Pl4Kllla par les shPI14KIld #1 et shPI4KIlb #2 protegeait bien les Huh7.5.1 de l'infection



Résultat 3 ef Discussion

par le VHCpp. En réalité, seul le shPI14Kllt1 a permis de protéger les cellules Huh7.5.1 de
l'infection, malgré des efficacités d’extinctiomslaires aux niveaux des ARNm. Pourquoi le
shP14Klllo #2 est-il inefficace dans les lignées, alors quaitmet de protéger les hépatocytes

humains primaires de I'entrée virale ? Plusieutasrprétations peuvent étre faites :

() Pl4Klllo ne serait pas nécessaire a I'entrée du VHCpp tensellules Huh7.5.1.
C’est pourquoi le shPI14Kldl #2 n'impacte pas l'efficacité d’infection. Par comtr
la protection de linfection par le shPI4KdlI#1 serait liée a un effet non
spécifiqgue de ce shRNA, ce qui expliquerait pertd-@n partie I'effet inhibiteur
observé sur la densité cellulaire. Cette hypotlsesait en accord avec les données
obtenues par Berget al, avec 3 siRNA différents ciblant PI4KdlI(Bergeret al,
2009). Cependant, elle serait en contradiction dgaésultats obtenus avec un
pool de 4 siRNA ciblant P14KI#, pool capable d’inhiber la réplication virale et
'entrée du VHCpp de méme génotype que celui atiilns nos expériences
(Trotardet al, 2009).

(i) P14Klll o est bien requise pour I'entrée du VHCpp dans édisles Huh7.5.1. Dans ce
cas, comment expliquer I'absence de protection sv/ebPI14Kll #2 alors que la
guantité d’ARNm est diminuée de facon aussi efficqa’avec le shPI4KId #1 ?
Méme si la probabilité est faible, on peut imagigee le shPI4KIkk #2 induit un
effet adverse qui viendrait compenser l'effet inteibr lie a I'extinction de
Pl4Klll a.

Au final, avec ces seules données obtenues saelledes Huh7.5.1 avec des lentivirus, il est
difficile de conclure, alors que les résultats ascgur les hépatocytes humains primaires
semblaient cohérents et en faveur d’'une implicadi@®14Klllo au cours de I'entrée virale.

Etant donnné que le shPI4KdIK2 ne pouvait donc pas étre utilisé pour des expéege de
restauration du phénotype d’entrée du VHCpp surcésiles Huh7.5.1, nous l'avons alors
utilisé dans le modele VHCcc. Nous avons d’abordifieé que les deux shPI4Kul
permettaient de réduire la quantité intracellula®RNm de PI4Kll (~ 60% d’extinction)

et de protéger efficacement (90% d’inhibition) elules Huh7.5.1 de linfection par le
VHCcc (données non montrées). Ensuite, nofreest de restauration du phénotype sur ce
modele était encourageant puisque l'expression ld&IPo WT exogéene échappant au

shPI4Klllo. #2 permettait de presque doubler le niveau d’inegticomparé au point
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equivalent contréle, sans PI4KdIIWT exogene. Par ailleurs, non seulement aucune
restauration n’était détectable avec la forme imaatle la protéine (P14Kld KD), mais un
effet dominant négatif fut observé. Ces résultatpartants démontraient que nos outils
(lentivirus d’extinction et de surexpression) étadidonctionnels. Cette validation est un
elément supplémentaire pour l'interprétation desnges obtenues avec le shPI4KHP qui
s’est révélé incapable de protéger les cellules7tfulh de l'infection par le VHCpp. Elle est
en effet en faveur d'une entrée du VHCpp, dansckdikiles Huh7.5.1, indépendante de
Pl4Kllla. L'effet protecteur observé avec le shPI4KIH1 résulterait donc d’'un effet non

spécifique.

Suite a cette augmentation encourageante de [tiafepar le VHCcc aprés la surexpression
de PI4Klllo WT, nous avons tenté d’obtenir une restauratiais phportante en procédant a
des transductions multiples successives, afin dearger la surexpression de I'exogéne. Ces
transductions multiples (triples) ont eu un effeattendu sur les cellules Huh7.5.1, en
fonction des expériences. En effet, dans 7 éxpérience de triple transduction de
surexpression que nous avons effectué, la surestipresxogene de PI4KHIWT a permis de
rétablir I'infection par le VHCcc, dans les cellsleu PI4Kll endogéne a été inhibée. Cette
restauration de l'infection a été obtenue sanst efteable de la seule triple transduction.
Ainsi, que ce soit dans les cellules contréles Bntyansduction d’extinction (NTL) ou dans
les cellules contrdles de triple transduction (pWide), I'inhibition de PI4Kllk. endogene
par le shPI4KIl&k #2 a permis de protéger de facon similaire les celldle I'infection par le
VHCcc (Figure 41E). Par contre, dans les expéremé@ et n°3, les triples transductions
avec le vecteur porteur de pWPi-vide ont augmeatgiteau d’infection par le VHCcc, et
dans ce cas, aucune différence n’était détectattte &s conditions shNT et shPI14Kil#2.
Cependant, dans les 3 expériences, I'effet dominégatif de PI4Klld KD était toujours

observé.

Méme si les différences entre I'expérience n°lestdxpériences n°2 et n°3 rendent difficiles
les interprétations de restauration du phénotypdeatition dans les cellules Huh7.5.1, nous
pouvons supposer que Pl4Kilest importante pour I'infection par le VHCcc deng/pe 2a
(J6/JFH1) dans les Huh7.5.1, et que cela dépentatw/ité kinase. Cette donnée est alors
concordante avec les résultats de Reisd, ou un génotype 2a a également été utilisé (isolat
JcR). En effet, I'équipe allemande a généré deség Huh7.5 ou PI4KHWI endogéne était

stablement inhibée, et ou les formes active outiveacde PI4Kllbk exogéne étaient
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stablement exprimées. Apres infection par le VHTR, ils ont constaté que l'infection était
partiellement rétablie par la surexpression de RI4KWT, mais pas par celle de Pl4Kill
KD (Reisset al, 2011).

En voyant que la triple transduction avec les wastdentiviraux contenant PI4AKHIWT
exogene avait permis une restauration de l'infecpar le VHCcc dans les Huh7.5.1, du
moins dans I'expérience n°1l, nous avons voulu teste approche dans les hépatocytes
humains primaires. Comme dans le cas des expésieri@eet n°3 sur les cellules Huh7.5.1,
nous avons observé un effet de la triple transdodur I'infection par le VHCpp. En effet,
dans les hépatocytes humains primaires transdués l@s vecteurs lentiviraux pWPi-vide,
CA WT ou CA KD, nous avons constaté une augmemtalobale de I'infection, comparée
aux cellules contrdles (NTL) ou ces vecteurs njoad été introduits (Figure 42C). Toutefois,
contrairement a ce qui a été observé dans les Buh7cela n'a pas eu dimpact sur
linhibition de l'infection par le VHCpp dans lesltules contrdles (pWPi-vide). Dans le
méme temps, la surexpression de PI4AKIWT ou KD a entrainé une diminution de
l'infection par le VHCpp dans les cellules trandsitavec les lentivirus-shNT, comparé aux
cellules co-tranduites avec le vecteur vide eelgivirus-shNT (Figure 42C, histogramme de
droite). Etonnament, linfection semble partiellethaestaurée par la surexpression de
P14Klllo WT, mais aussi de PI4KHIKD. En effet, par rapport au contréle shNT, lee@iv
d’infection est passé de 53% en présence du vegigelra 85% et 95% quand PI4KIIWT

ou KD était surexprimée, respectivement (Figure ,42@togramme de gauche). La
restauration de linfection par la surexpression RIdKllla KD dans ce test de triple
transduction de surexpression était surprenantes ina'est pas exclu que lintervention de
Pl4Klllo. au cours de l'entrée du VHCpp dans les hépatoclgtemains primaires soit
indépendante de son activité kinase. Cependang, logbothése est en partie en contradiction
avec les résultats obtenus lors de l'utilisatioimfibiteurs chimiques. D’ailleurs, aucun effet
dominant négatif n'a été détecté dans ce modéetederla transduction avec les lentivirus
devant permettre la surexpression de Pl4KIHactive (KD). Toutefois, une surexpression
insuffisante pourrait expliquer I'absence d’effentinant négatif. Ces données de restauration
suite a des transductions multiples sont ceperalaonsidérer avec précaution car elles sont

issues d’une unique expérience sur les hépatobyreains primaires.
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Au final, malgré la difficulté d’émettre une consion définitive, des indices suggerent que
Pl4Kllla est importante pour I'entrée du VHC dans les hepaes humains primaires. En
effet, la protection de I'infection par 2 shRNAféifents ciblant PI4KIl indique que I'effet

observé pourrait étre spécifique de I'extinctiortiptie de PI14Kllk.
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Implication de PI4XKIIIp dans
[entrée du VHC
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I. Effet de ’extinction de PI4KIIIB sur ’entrée virale.

En parrallele de PI4KIH, nous avons également voulu évaluer I'implicatilenP14KIIIB au
cours de I'entrée du VHC dans les hépatocytes msr@imaires. Les expériences présentées
dans la Figure 43 ci-dessous ont été réaliséesga@arlots différents d’hépatocytes humains
primaires. Le protocole expérimental est schémaleés la section A. Le lendemain de
'ensemencement, les cellules ont été transduites des vecteurs lentiviraux-shRNA, a
différentes MOI. A cing jours post-transductioriphiibition de PI4KIIB a été analysée par
RT-QPCR et WB ; en parallele, une infection avedéHCpp de génotype la (isolat H77) a
été réalisée pendant 16 h. Environ 48 heures aptés infection, la viabilité cellulaire, ainsi

gue les niveaux d’infection ont été mesurés.



Résulfaf 4 ef Discussion
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Figure 43: Effet de I'inhibition de PI4KIIl B sur I'entrée du VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les hépocytes

humains primaires.

A. Protocole expérimental. Cing jours avant leur infectipar le VHCpp, les cellules ont été transduites a différentes
multiplicités d'infection avec des lentivirus contenam 8hRNA contréle (shNT, barres noires) ou deux shRNA
indépendants ciblant PI4KBI(shP14KIIIB #1 et shP14KIIB #2, barres grises et hachurées, respectivement).

B. Impact de la transduction lentivirale sur la viabilitéllakaire, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant aux
cellules non transduites par des lentivirus et non infecpse le VHCpp.

C. Efficacité d'extinction de 'ARNm de PI4KIf. Les niveaux d’ARNm de PI4KIf ont été évalués par RT-qPCR,
normalisés par rapport a '’ARNm de la GAPDH et exprimés pppeat au shNT correspondant.

D. Efficacité d'extinction de la protéine PI4KpI Les lysats cellulaires ont été analysés en utilisant uic@ps anti-
P14KIII B ou un anticorps anti-tubuline. Les positions de PI4KIf, de la tubulinex et des masses moléculaires en kDa
sont indiquées sur chaque c6té de la membrane.

E. Impact de I'extinction partielle de Pl14Kpikur I'infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infectin de 0,2). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspohdaistogramme de gauche), soit au NTL c’est-a-diix cellules
non transduites (histogramme de droite).

B, C et E sont présentés comme la moyenne de trois expérigmdsendantes, effectuées sur différents lots de cellules

SEM. * p <0,05;** p <0,001; ** p <0,0001

La transduction avec les lentivirus contenant skRI$ #2 (ciblant le cadre ouvert de

lecture) a eu un effet toxique sur les hépatoclytemains primaires, par rapport aux cellul
non transduites et non infectées (Figure 43B). hel4KIlIp #1 (ciblant la région 3'NC)

quant a lui n’a pas éteé toxique. Du fait de ladddxicité liee au shPI4KIBl #2, nous n’avons

es

pas poursuivi son exploitation dans la suite deentravail. De plus, nous avons testé des

MOI plus faibles de lentivirus comportant ce shRXMOI inférieures a 10), mais I'effet
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toxique était toujours présent. Deux hypothésesicipales pourraient expliquer cette
toxicité : la plus probable serait que Pl48IBst indispensable a la survie cellulaire. En gffet
en 1999, Godiet al. ont montré que PI4KIfl était nécessaire au maintien de lintégrité
structurelle de I'appareil de Golgi. L’inhibitionedson activité kinase entrainait une
désorganisation du complexe golgien, dans leslesllGOS-7 de la lignée rénale du singe
vert d’Afrique (Godiet al, 1999). Dans notre cas, cela impliquerait quenfeI4KIIIp #2 ait

éte plus efficace que le shPI4Kil#1 pour I'extinction de la cible ; ce qui expliquenseffet
toxique. La deuxieme hypothese serait quant aligiee a de possibles effets adverses du

shRNA sur une autre cible vitale pour la cellule.

L’efficacité d’extinction de ’TARNm de PI4KIp a été vérifiee pour le shPI4KBIK2. Cette
inhibition, d’environ 30% était stable quelque gseit la MOI utilisée (Figure 43C).
L’extinction protéique était également faible, eatgeint 35% avec une MOI de 250 (Figure
43D). L'inhibition protéique n’a pu étre observaexaOl 62,5 et 500, probablement du fait
d’'un biais de quantification lié a une quantitétdbuline plus faible pour ces conditions.
Malgré ces extinctions faibles de 'ARNmM et de Iatpine, une protection des cellules a
I'infection par le VHCpp a tout de méme été obsend® I'ordre de 50% aux deux plus fortes
MOI (250 et 500), lorsque les valeurs sont rapgsrigu contrle d’infection, c’est-a-dire le
lentivirus-shNT a la méme MOI (Figure 43E, histagrae de gauche). Par contre, quand les
valeurs sont rapportées au contréle non transtitit), on s’apercoit que cette inhibition
apparente n’est pas liée a une diminution de kitidm dans les cellules transduites avec les
lentivirus-shPI4KIIB #2. Elle est plutdt due a une augmentation de lxepibiliteé a
I'infection, des cellules transduites avec le dntis-shNT (phénoméne déja observé, Figure
36E, histogramme de droite). Il est par conséqdéfitile de conclure sur I'implication de
PI4KIlIB au cours de I'entrée du VHCpp de génotype la desmshépatocytes humains

primaires puisque ces résultats discutables oral#anus avec un seul shPI4KllI

En parallele des hépatocytes humains primairess rexions auparavant voulu valider
I'efficacité de nos shPI4KIfl dans les cellules Huh7.5.1. Les résultats présedéhs la

Figure 44 ci-dessous sont représentatifs de 4 mexmé&s difféerentes. Le protocole
expérimental est tres similaire a celui utilisé pdes hépatocytes humains primaires, a
I'exception du temps entre la transduction lendidret I'infection par le VHCpp qui est de 3

jours, au lieu de 5 jours (Figure 44A).
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Figure 44: Effet de I'inhibition de PI14KIll g sur I'entrée du VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les deles de la
lignée hépatique Huh7.5.1.

A. Protocole expérimental. Trois jours avant leur infectipar le VHCpp, les cellules ont été transduites a différente
multiplicités d’infection avec des lentivirus contenamt 8hRNA contrdle (shNT, barres noires) ou deux shRNA
indépendants ciblant PI4KBI(shP14KIIIB #1 et shPI14KIIB #2, barres grises et hachurées, respectivement).

B. Impact de la transduction lentivirale sur la densitéldalte, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant audliles
non transduites par des lentivirus et non infectées par IEMH

C. Efficacité d’extinction de 'ARNm de PI4KIf. Les niveaux d’ARNm de PI4KIf ont été évalués par RT-gPCR,
normalisés par rapport a ’TARNm de la GAPDH et exprimés pppaat au shNT correspondant.

D. Impact de I'extinction partielle de PI4KBIsur I'infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de,02). Les niveaux
d'infection sont rapportés, soit au shNT correspondargtdgramme de gauche), soit au NTL c'est-a-dire aux cellules
non transduites (histogramme de droite).

B, C et D sont représentatifs de quatre expériences indépézsl Les écarts-types présentés sur B et D ont été obtenus s

des triplicats pour chaque condition, dans la méme expegidre panel C quant a lui montre des résultats acquis suruin se
puits lysé pour I'extraction d’ARN total.

La transduction avec les lentivirus comportant 4KHI #1 et shPI4KIIB #2 a eu un Iéger
effet sur la densité cellulaire des Huh7.5.1 (Fegd¥B), par rapport aux cellules non
transduites et non infectées. Cependant, le sShRBIKR n’a pas eu d’effet aussi délétaire que
sur les hépatocytes humains primaires. L'efficagdigxtinction de TARNm de PI4KIp a été
vérifiée, et des la plus faible MOI utilisée (62,Bnhibition était de 50% et dose-dépendante
(Figure 44C). Dans cette expérience de validatiertinction protéique n'a pas été vérifiée.
Avec une inhibition d’au moins 50% de I’ARNm, uneofection efficace et stable des
cellules a I'entrée du VHCpp a été observée ; élt de I'ordre de 60% avec les deux

shP14KIlIB par rapport au contrble shNT de la méme MOI etNaL (Figure 44D,
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histogrammes de gauche et de droite, respectiventartcontre, la protection des cellules se
perdait a la plus forte MOI de 250. Cette pertedsection pourrait venir d’effets adverses

liés a une inhibition trop importante de PI418lII

Cette expérience de validation a été réalisée &seanémes lots de lentivirus que ceux
utilisés sur les hépatocytes humains primaire,néf a pas eu d’augmentation de l'infection
par le VHCpp due a la transduction avec les lentssshNT dans les Huh7.5.1 (Figure 44D,
histogramme de droite). Ces résultats obtenus apeatinction de PI4KIIB par les
shPI4KIIB #1 et #2 sur les cellules Huh7.5.1 sont concordants awec données
précédemment publiées par notre équipe lors diéidatton de siRNA synthétiques (Trotard
et al, 2009).

II. Validation de I’implication de PI4KIIIPB dans

I’entrée virale.

Concernant les expériences réalisées sur les loypetchumains primaires, étant donné que
nos interprétations ne reposent que sur un selAhR était important de confirmer que la
protection était bien spécifique de I'extinction &4KIIIB en tentant de restaurer le
phénotype d’infection a I'aide d’une protéine PlIRlexogene échappant au shPI4KHL.
Cela permettrait d’exclure de possibles effets exbgeet statuer si I'activité kinase est requise

pour I'entrée virale, le cas échéant.

Pour cela, nous disposions de plusieurs constngtmasmidiques obtenues aupres de Dr

Tamas Balla et validées dans des travaux dont deesignataire (Hset al, 2010). Il s’agit :
- D’un vecteur de transfert plasmidique vide, qut gercontréle (pLV-vide) ;

- D’un vecteur codant PI4KIBl sous sa forme sauvage (U81802.1) (pLV-CB WT)
et incluant en N-terminal un tag-HA. Le gene clodé&nviron 2500 pb est
uniguement constitué de la partie codante qui,raoetmnent & 'ARN endogéne

échappe au shPI4KAk1 ciblant la région 3'NC ;

- D’un vecteur codant PI4KIBl sous sa forme mutée (pLV-CB KD). Cette forme
mutée difféere de la forme sauvage uniguement paulestitution D656A qui est

une mutation ponctuelle inactivatrice de I'actikigase.
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Le protocole expérimental utilisé est schématisdas&igure 45A. Brievement, le lendemain
de 'ensemencement, les hépatocytes humains pamairt été transduits avec les lentivirus
contenant PI4KIP WT ou KD. Le lendemain, les cellules ont été tdantes avec les
lentivirus-shNT ou shPI4KIf #1. Cing jours plus tard, I'expression de Pl4Klla éte
analysée par RT-QPCR et WB ; en paralléle, uneciioie avec le VHCpp a été réalisée
pendant 16 h. Environ 48 heures aprés cette dermésction, une analyse de la viabilité
cellulaire a été effectuée, et les niveaux d’intews ont été évalués pour ces différentes

conditions expérimentales.
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Figure 45: Test de restauration de l'infection par du VHCpp de génotype la (isolat H77) dans les hépatocytes
humains primaires partiellement dépourvus de PI4KIIIp endogene.

A

Protocole expérimental. Six jours avant leur infectiar e VHCpp, les cellules ont été transduites avec des viecteu
lentiviraux vides ou contenant PI14KIf sous sa forme sauvage (WT) ou sous sa forme mutée pour swuitéakinase
(KD) a une Multiplicité d’Infection de 125. Vingt quatre has plus tard, elles ont été transduites a une Multiplicité
d’Infection de 500 avec des lentivirus contenant un shRNAtrdde (shNT, barres noires) ou un shRNA ciblant
uniguement P14KIIp endogéne, dans sa région 3'NC (shPI4RH1, barres grises).

Impact des transductions lentivirales sur la viabiligldaire, exprimée par rapport au NTL/NI correspondar au
cellules non transduites par des lentivirus et non infecpée le VHCpp.

Efficacité de surexpression de 'ARNm de Pl4igliLes niveaux d’ARNm de PI4KIp (endogene et exogene) ont été
évalués par RT-qPCR, normalisés par rapport a 'ARNm de I&@BHA et exprimés par rapport au NTL/NTL, c'est-a-
dire aux cellules non transduites.

Efficacité de la surexpression protéique de PI4KILes lysats cellulaires ont été analysés en utilisant uic@pis anti-
P14KIIIB pour évaluer la protéine totale (endogene et exogene), ticogrs anti-TageHA pour évaluer la protéine
exogeéne ou un anticorps anti-tubulineLes positions de PI14KId, de la tubulinex et des masses moléculaires en kDa
sont indiquées sur chaque c6té de la membrane.

Impact de la surexpression de Pl4Rlur l'infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de ,Q). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondargt¢gramme de gauche), soit au NTL/NTL c’est-a-dire aux
cellules non transduites (histogramme de droite).

B, C et D représentent la moyenne de deux expériences indépis £ SEM pour B et E uniquement).

Les transductions n'ont pas eu d'effet significatifr la viabilité des hépatocytes humains

primaires, par rapport aux cellules non transdwgtason infectées (Figure 45B), ce qui est en

accord avec ce qui a été obtenu précédemment €~@B).
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L’efficacité d’extinction de TARNm de PI4KIp a été vérifiee. Le shPI4K[I#1 a permis de
diminuer de 85% les quantitts dARNm de sa ciblensddes cellules préalablement
transduites avec le vecteur lentiviral servant dmtrdle (pLV-vide). L'efficacité de
surexpression de ’TARNm exogéne de PI4KIH également été mesurée (Figure 45C). Avec
une MOI de 125, la surexpression était de I'ordeel@ fois par rapport au contrdle (pLV-
vide) (Figure 45C). Dans les cellules co-transdugeec pLV-vide et le lentivirus-shPI4KplI

#1, l'inhibition de la protéine PI14KIf était d’environ 40% (Figure 45D). Nous avons aussi
vérifié la surexpression protéique de la forme exeg(Figure 45D, PI4KIB exogéne), de
méme que le niveau d’expression de Pl4Ktbtale (Figure 45D, PI4KIf totale). Il y a bien

eu une augmentation de I'expression de PI4KHn effet, comparée aux cellules transduites
avec le vecteur vide, la surexpression était dell®de 40 fois dans les cellules transduites
avec les lentivirus comportant PI4KIIWT ou KD. Malgré cela, I'infection, qui a pourtant
bien été inhibée par le shPI4KlIK1, n'a pas été restaurée par la surexpressioraeffide
PI4KIIIB WT, ni par celle de PI4KIfi KD (Figure 45E). Dans ces expériences de resfaarat
du phénotype, il n'y pas eu d'augmentation de laceptibilité a l'infection due a la
transduction par les lentivirus-shNT. Cela semHléita la différence de lots de lentivirus-
shNT utilisés pour les expériences précédenteshibition (Figure 43E) et celles de
restauration du phénotype (Figure 45E). Au finalffét observé de protection de l'infection
par le VHCpp serait donc lié a des effets non d$igies induits par le shPI4KpI #1.
Aucune conclusion ne peut donc étre émise quatitnalication de PI4KIIB au cours de

I'entrée du VHCpp dans les hépatocytes humainsgiras.

III. Discussion des résultats

En parallele de P14KId, nous avons étudié I'implication de PI4K3l&u cours de I'entrée du
VHC dans les hépatocytes humains primaires. L'ingmare de PI4KIB dans l'entrée
d’autres virus a ARN simple brin de polarité pasta déja été démontrée. En effet, en 2012,
Yang et ses collegues ont montré que l'activittakende PI4KIp était nécessaire a I'étape
d’entrée du coronavirus responsable du SyndromeiRésire Sévere Aigu, le SARS-CoV.
Les auteurs ont ainsi montré que [l'inhibition dexpression de PI4KIpl par ARN

interférence conduisait a une baisse de I'entréeSARS-CoV dans les cellules de la lignée
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VeroE6 (lignée rénale du singe vert d’Afrique). plas, grace a une surexpression ectopique
de la phosphatase Sacl, I'équipe a mimé un michnamemement déplété en PI4P. En effet,
Sacl déphosphoryle le PI4P en Ptdins. Avec cetexpression exogene de Sacl, une baisse
de l'entrée du SARS-CoV a également été observéamtrant ainsi que lactivité de
PI14KIIIB, et donc la production de PI4P étaient impliquégsours de I'entrée du SARS-
CoV dans les cellules Vero E6. Par contre, la mari@nt PI14KIIB contréle I'entrée de ce
virus n'a pas été élucidée. Il semblerait cependaet cette kinase ne contréle, ni le niveau
d’expression membranaire du récepteur Angiotens®ehverting Enzyme 2 (ACE2), ni
I'attachement du virus a la cellule, ni son intéisaion, ni I'étape de fusion (Yangt al,
2012).

A ce stade, des conclusions définitives ne peu@et émises concernant I'importance de
PI14KIlIB au cours de l'entrée du VHC. En effet, malgréilisation de fortes doses de
lentivirus-shPI4KIIPB #1, on assiste a une diminution modérée de 'ARNmdeeta protéine
(environ 30% d’extinction). Cela s’est traduit pare protection d’environ 50% de I'entrée du
VHC, qui semble significative. On peut donc imagirgue de faibles diminutions de
I'expression de PI4KIp suffisent a protéger les hépatocytes humains mesaace a
I'entrée du VHC. Toutefois, I'inhibition de Pl4Kplavec un ¥ shRNA, le shPI4KIIp #2
s’est avére tres toxique pour les hépatocytes msr@imaires, méme a des faibles doses,
alors qu'elle n'a pas eu d'effet sur la densitduteire des Huh7.5.1. Cette toxicité pourrait
étre liée au caractére indispensable de PI#Kdtur la survie cellulaire, hypothese que nous
avons émis plus haut. Cependant, pourquoi seuhR4Kl1lIp #2 est toxique dans les
hépatocytes humains primaires ? On peut supposelegshP14KIIp #2 ait été plus efficace
que shPI4KIIB #1 dans I'extinction de la cible, et que ce soite#thibition trop importante
qui a eu un effet délétaire dans les hépatocytesams primaires, mais pas dans les cellules

Huh7.5.1. On peut également envisager des effetrses dis a I'inhibition de cette enzyme.

Malgré une surexpression conséquente de PIBKUT (augmentation de 40 fois environ du
niveau d’expression exogene, par rapport a I'endeyd’infection par le VHCpp n’a pu étre
restaurée lors de I'extinction de la protéine emtheg La question peut donc se poser de
savoir d'ou vient l'effet sur I'entrée virale quambus avons inhibé PI4KBI On peut
envisager I'existence d’'un effet non spécifique siPI4KIIIB #1, et que PI4KIIB ne soit

finalement pas impliquée dans I'entrée du VHC.
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Au final, les différences tant au niveau de la iigdftoxicité ou encore dans les efficacités
d’extinction ou de protection face a l'infectiontenles lignées cellulaires et les cultures
primaires illustrent la difficulté d’extrapoler dedonnées obtenues avec des lignées

cellulaires. Elles confirment donc la nécessit&aaler les différentes expérimentations dans
un modéle primaire.
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Résulfat 5

L’article soumis dan®/lolecular Carcinogenesisreprend les principaux résultats que nous
avons obtenu sur la régulation du niveau d’expoessle PI4Kllb en physiopathologie
hépatique.

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) reste une patj® caractérisée par un taux élevé de
récidive et de décés, méme apres une résectionrgicale. La caractérisation moléculaire
des CHC a pour but d’affiner le pronostic et d’apgodes pistes pour tenter d’améliorer la
thérapie. Les phosphatidylinositol 4-kinases onenément émergé comme facteurs associés
a des cancers (Waugh, 2012). En outre, la phosiyfiatsitol 4-kinase de type Gl
(P14Kllla) s’avere nécessaire pour la propagation du viresl'léepatite C, un facteur
étiologique important du CHC (Berget al, 2011; Lim & Hwang, 2011; Reiss al, 2011;
Tai & Salloum, 2011). En collaboration avec I'équigu Pr Zucman-Rossi (Inserm U674,
Paris), nous avons travaillé sur une collectiotigius hépatiques issue d’'une cohorte de 344
patients. Nous avons détecté une augmentationfisgjive de la quantité de transcripts de
Pl14Kllla dans le CHC. Nous avons également montré que aeggmentation dans les CHC
était plus importante dans les échantillons de tumeeu différenciées et avec un taux de
prolifération plus élevé. Cette association a égalg été confirmée dans des modétes
vitro, en modulant I'état de prolifération et de diffécation dans des cellules de lignées
hépatiques humaines (Huh7.5.1 et HepaRG). En dag@atients atteints de CHC ayant subi
une résection chirurgicale et ayant des quantitgmrtantes d’ARNmM de P14Kll dans leur
tissu tumoral présentaient un risque plus élevigdielive tumorale. De plus, chez les patients
n'ayant pas été opéres, ces quantités élevéedatentéavec une mortalité liée au CHC, plus
importante. Une analyse multivariée a indiqué guguantité d’ARNm de PI4KI# était un
marqueur de pronostic indépendant de survie, aeepdteints atteints de CHC. L'utilisation
de PI4Klllo comme un nouveau marqueur moléculaire pourraitliareé les modeéles de
pronostic déja établis et pourrait conduire au b¥pmement de nouvelles approches

thérapeutiques.
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) remains a frightful disease characterized by a high rate of
recurrence and death even after surgical resection. Molecular characterization of HCC will
help to refine prognostic and will eventually provide therapeutic improvements.
Phosphatidylinositol 4-kinases have newly emerged as factors associated to cancers. In
addition, phosphatidylinositol 4-kinase type Illa (PI4KA) is necessary for the propagation of
the hepatitis C virus, a major HCC etiological factor. In investigating a collection of liver
tissues issued from a cohort of 344 patients, we identified a significant increase in the amount
of PI4KA transcript in HCC. We also showed that PI4KA over-expression was associated
with a poor differentiation and an active proliferation rate in HCC. This association was
confirmed in in vitro models by modulating the proliferative and differentiation state of
human liver cell lines. Moreover, patients with HCC who underwent curative surgical
resection, high PI4KA mRNA expression in tumors was associated with tumor recurrence
(median time: 20 months versus 49 months, P = 0.001) and short disease-specific survival
(first quartile time: 16 months versus 48 months, P = 0.0004). Multivariate analysis showed
that PI4AKA mRNA expression was an independent prognostic marker of HCC (hazard ratio =
2.36, P = 0.006). The use of PI4KA as a new molecular marker could improve already
established prognostic models and could lead to the development of new therapeutic

approaches.

INTRODUCTION

Liver cancer is the third leading cause of deaths by cancer worldwide, while they are the sixth
most commonly encountered malignancies [1] and hepatocellular carcinoma (HCC)
represents the most frequent primary cancer of the liver (70-80%). In western countries, HCC

develop mainly on cirrhotic background related to chronic alcohol intake, chronic hepatitis B
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virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV) infections [2]. HCC rarely arise on normal liver and
sometimes it is caused by a malignant transformation of an hepatocellular adenoma (HCA).
HCA are benign hepatocellular tumors develop mostly on otherwise normal liver in women
taking oral contraception [3]. These last years, a genotype/phenotype classification identified
four different molecular subgroups of HCA: HNFIA mutated, inflammatory, CTNNBI
mutated and unclassified. The CTNNBI mutated subgroup displays a high risk of malignant
transformation in HCC [4,5]. In the field of HCC, several transcriptomic classifications have
underlined the huge genetic and phenotypic heterogeneity of this tumor type [6]. One of these
classifications has identified six molecular subgroups (G1 to G6) closely related with clinical
and pathological features [7]. Further genotype/phenotype analyses revealed that well-
differentiated tumors with cholestasis were typically mutated for CTNNBI and classified in
the G5-G6 subgroups. In contrast, poorly differentiated HCC are more frequently mutated for
TP53, with high level of alphafoetoprotein (AFP) and classified in the G1-G3 transcriptomic
subgroups, a proliferative subtype. However, the mechanisms underlying the molecular and

phenotypic differences in HCC remain to be deciphered.

Recently in the liver pathology field, the scientific community is interested in the
phosphatidylinositol 4-kinase type Illa (PI4KA). Indeed, we and others have shown that this
enzyme is required for the propagation of the Hepatitis C virus (HCV), one of the main
etiological factors of HCC [8-12]. Four distinct phosphatidylinositol 4-kinases (PI4Ks) are
expressed in human cells [13]. These isoenzymes (PI4KA, PI4KB, PI4K2A and PI4K2B)
catalyze the phosphorylation of phosphatidylinositol (PtdIns) localized in cytoplasmatic
membranous leaflet, leading to the production of phosphatidylinositol 4-phosphate
(PtdIns4P). Each isozyme displays a specific subcellular distribution. Thus, PI4KA is mainly

expressed at the endoplasmic reticulum (ER). Its activity seems to regulate both the formation
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of ER exit sites [14,15] and the PtdIns4P level in the plasma membrane [16]. This PtdIns4P
serves as a precursor of other phosphoinositides generated by additional phosphorylation(s),
which are involved in a wide range of cellular functions [17]. Among them, cell migration and
proliferation are controlled by PI dependent signalling pathways implying phospholipase C
(PLC) isozymes or phosphoinositide 3-kinases. Therefore, it is consistent that several types of
deregulation in these signalling pathways, including those affecting PI4Ks, are detected in

some cancer [18].

Molecular characterization of HCC can serve as diagnostic and prognostic tool but it can also
be used to adapt therapies. Moreover, the central roles played by PI4KA during the HCV life
cycle have led to consider it as a potential therapeutic target. In this context, because the
potential treatment could be affected by the level of PI4KA expression, it appears interesting
to analyze the level of PI4KA expression in different types of liver diseases. To achieve a
large-scale approach, and because suitable antibodies for the detection of the endogenous
protein by immunohistochemistry is lacking, we analysed the level of PI4AKA mRNA
expression by quantitative real time PCR in large cohort of liver tumors. An overexpression of
PI4KA in hepatocellular carcinoma was found when compared to normal liver and to benign
tumors. In HCC, PI4KA higher expression was related to poor differentiation and to bad

prognosis.

MATERIALS AND METHODS

Biological materials

All patients have given their written consent according to the French law. This study was

approved by our local IRB committees. Liver tissues were collected in French hospitals and
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immediately frozen in nitrogen after surgical resection. The first cohort composed of 344 liver
tissues included 217 HCC, 101 HCA and 21 cirrhosis. Molecular subtypes of HCA (see table
S1 for clinical and molecular features) were determined according to previous molecular
classification using gene mutation and immunohistochemistry staining [3-5]. HCC included in
this study has been already extensively described [19]. We summarized the main clinical,
pathological and molecular features of the 217 HCC in table S2. All HCC were screened for
TP53 and CTNNBI mutations and classified using our G1-G6 molecular classification as
previously described [7,20]. The second cohort consisted of liver fragments issued from 31
patients undergoing surgical resection for hepatic metastases of colorectal cancer. These
fragments were taken in macroscopically normal liver.

Huh-7.5.1 and HepaRG cell cultures were maintained as previously described [21,22]. See the
supplemental experimental procedures for detailed information on the differentiation

protocols.

Quantitative RT-PCR and microarray analysis

DNA and RNA were purified with commercial kits (Qiagen). Quantitative RT-PCR was
performed, as previously described [23]. Primer sequences could be obtained on request. A
TagMan gene expression assay (hs01021084m1, Applied Biosystems) was chosen to analyze
PI4KA expression to avoid amplification of the pseudogene products. Microarray data (60
HCC and 6 normal livers) have been previously extensively described [7] and are available on

public database (E-TABM-36).

Statistic

Statistical analyses are detailed in the supplemental experimental procedures.
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RESULTS AND DISCUSSION

A liver tissue collection of 344 characterized samples was exploited in order to compare the
level of expression of PI4KA transcript in normal and different pathological hepatic tissues
(Fig. 1A). No significant difference was identified between normal and cirrhosis samples.
Compared to normal liver, the average expression level found in HCA was slightly increased
(P=0.0235; 1.4-fold). This prompted us to analyse the putative variations between the
different HCA subgroups classified according to their specific pathomolecular signature (Fig.
1B) [3-5]. It turned out that a significant larger amount of PI4KA mRNA was uncovered in
HCA with inactivated for HNF14, which encodes the hepatocyte nuclear factor 1-alpha.
Interestingly, this transcription factor is known to play an important role in hepatocyte
differentiation [24].

Besides, a greater increase in the level of PI4KA transcript was observed in HCC (Fig. 1A).
The mean expression level was 2.1 fold higher in HCC than in normal specimens (P=0.0023).
However, PI4KA level of expression was similar in HCC developed in patients chronically
infected or not with HCV (data not shown). This was consistent with the fact that HCV
promotes its replication by stimulating the activity of PI4KA but not its expression [25]. In
contrast to HCA, the increase of PI4KA in HCC expression could not be explained by HNF14
mutations because the frequency of these mutations was low in our HCC series (<4 %) [26].
Then, we searched for relationship between tumor differentiation and PI4KA mRNA
expression in HCC. HCC tumors exhibiting a poor differentiation (Edmondson grade III-IV)
showed a higher PI4KA expression when compared to well-differentiated tumors

(Edmondson grades I-II, Fig. 1C).
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To further study the link between hepatic differentiation and PI4KA mRNA level, we
exploited two HCC derived cell lines (Huh-7.5.1 derived from Huh-7 [21]; and HepaRG)
whose differentiation state can be modulated in vitro [22,27]. We compare the PI4KA mRNA
absolute amounts present in Huh-7.5.1, HepaRG and normal liver tissue. Normal human
hepatic specimens, issued from a cohort different from that used in the first analysis
(presented in Fig. 1), contained an average of 121.71 £ 28.59 copies/ng cDNA (Mean = SD),
while HepaRG and Huh-7.5.1 cells, both at proliferative stage, had respectively 3.4-fold and
7.2-fold more PI4KA transcripts (Fig. 2A). These data were therefore consistent with the
observations made above on the detection of a larger amount of PI4KA transcripts in HCC
from which these cell lines derived and in the less differentiated cell line, the Huh-7.5.1. By
applying their specific differentiation procedures, both cell lines gradually acquired a more
differentiated hepatocyte state as evidenced by the up-regulation of the liver-specific ALDOB
and ALB genes, which respectively encodes aldolase B and albumin. By contrast, the PI4KA
transcripts levels gradually decreased during differentiation (Fig. 2 B and C, top panels).
Spearman rank analysis showed that, in Huh-7.5.1 and HepaRG cells, PIAKA mRNA
expression was actually negatively correlated to those of ALDOB and ALB (Fig. 2B and C,
bottom panels). Given that the differentiated state of both cell lines is clearly associated with a
decline in proliferative activity [27,28], our data showed that an increase in the number of
PI4KA transcripts correlates with hepatic dedifferentiation and active proliferation.

Similarly, high mitotic activity and proliferation rate are also frequently associated with poor
differentiation in cancer. In this way, we investigated the link between PI4KA expression and
two usual markers of cell proliferation (proliferating cell nuclear antigen PCNA and MKI167)
in a series of 60 HCC and 6 normal liver tissues analysed using HG-U133A Affymetrix
GeneChip™ microarray. PI4KA expression was correlated with PCNA and MKI67

expression in HCC (Fig. 3A and B). Moreover, level of PI4AKA was higher in HCC classified
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in G1-G3 subgroup than in HCC classified in G4-G6 subgroup (Fig. 3B). G1-G3 subgroups
are known as the proliferative subclasses because they harboured transcriptomic dysregulation
of cell cycle genes [7,29]. This subgroup is also classically enriched in HCC mutated for
TP53 and with high level of serum AFP, two factors which correlated with higher expression
level of PI4KA (Fig. S1 and S2). Altogether, in vivo and in vitro data sets were consistent and
support the hypothesis that the quantity of PI4KA transcripts is correlated with the
differentiation status and the proliferation rate of tumors.

While PI4K2A has been shown to be up-regulated in at least seven types of human cancer
[30], our work reports for the first time an increased PI4KA expression in a human carcinoma.
Mechanism of this up-regulation in HCC remains to be determined. However, studies suggest

that PI4KA may regulate signalling pathways involved in survival and proliferation [18].

Since the clinical outcomes of our HCC library includes survival and recurrence data, we
cross-checked them with PI4AKA mRNA expression levels. The 214 HCC samples were
subdivided into low and high PI4KA expression groups, stratified by the median value.
Analysis of the correlation between PI4KA expression level and the prognosis of patients with
HCC demonstrated that tumors with high expression level of PI4KA presented a shorter
disease-specific survival (first quartile time to tumor related death: 16 months in HCC with
high level of PI4KA versus 48 months in HCC with low level of PI4KA, p = 0.0004, Fig.
4A). Similar results were obtained for the risk of tumour recurrence. Medians time to tumor
recurrence were 20 months for patients with high PI4KA expression level and 49 months for
the others patients (p = 0.001, Fig. 4B). Importantly, in multivariate analysis, high level of
PI4KA was associated with disease specific survival (HR: 2.36 (1.27; 4.36) P=0.006415)
independently of classical clinical, biological and pathological features as size, number of

tumors, microvascular invasion and tumor portal thrombosis (Table 1). Interestingly, such a
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link between PI4KA up-regulation and poor-prognostic has been suggested by works carried
out on the comparison of cancer cell lines derived from hamster pancreas. PI4KA was indeed
more expressed in the most aggressive cell line [31]. PI4KA could therefore serve as a
prognostic marker in addition to those already identified in order to improve the accuracy of
existing prediction models [19]. Now, further investigations remain to be conducted to
unravel the role of this phospholipid kinase in HCC and whether it could be targeted for
therapy.

In conclusion, our study clearly shows that higher levels of PI4KA transcripts are detected in
HCC and that this increase is correlated to their differentiation/proliferation status and

associated to poor survival in patients with HCC.
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Table 1: univariate and multivariate analysis of clinical, pathological and molecular

variables for disease specific survival in 214 HCC

Univariate analysis

Multivariate analysis

Variables HR 95 % ClI P HR 95% ClI P

Cirrhosis 1.45 0.90-2.31 0.119 - - -
Multiple tumors 1.952 1.09-3.49 0.024 3.53 1.83-6.81 0.000167
HCC >5cm 1.705 1.04-2.80 0.035 1.88 1.01-3.47 0.044943
AFP > 20 ng/ml 2.04 1.25-3.32 0.0043 1.58 0.90-2.76 0.107818
Microvascular invasion 2.98 1.86-4.78 5.83e-06 1.98 1.09-3.60 0.024328
Tumor portal thrombosis 3.59 2.14-6.01 1.21e-06 1.92 1.01-3.66 0.045599
Differentiation: Edmonson Il1/1V 1.60 1.01-2.52 0.0436 0.88 0.50-1.54 0.653579
PI4KA high level 2.22 1.39-3.54 0.000823 2.36 1.27-4.36 0.006415

Bold values represent P values considered as statistically significant at <0.05
HR: hazard ratio; Cl: confidence interval
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1: Expression levels of PI4KA transcript in different subtypes of human liver

samples.

Scatter graphs show the mRNA expression of PI4KA measured by real time PCR in
characterized human liver tissues. All values represent the gene expression of each sample (S)
relative to the mean of 2 controls (C) issued from normal tissues. The 18S RNA levels were
used for normalization. Means with their respective standard deviation are indicated for each
sample categories. P values from a Mann-Whitney U-test (two groups, panel C) or Kruskall-
Wallis (more than two groups, panels A and B) are indicated (ns: not significant). (A)
Comparison between normal (n = 5) and different pathological hepatic tissues including
cirrhosis (n = 21), benign (HCA, n = 101) and malignant (HCC, n = 217) hepatocellular
tumors. (B) Expression in different hepatocellular adenoma (HCA) groups subdivided into
adenomas inactivated for HNF1A (n = 27), inflammatory adenomas (n = 44), p-Catenin
activated adenomas (n = 10), inflammatory and B-Catenin activated adenomas (n = 13) and
unclassified adenomas (n = 7). (C) Expression compared according to the differentiation
grade of HCC sorted from the Edmonson classification (Grades I-II, n= 118; Grades III-IV, n

= 88).

Fig. 2: Regulation in in vitro models of the PI4KA mRNA expression levels by the

hepatic differentiation state.

Determination by real time PCR of copy numbers of PI4KA transcripts in sub-confluent
cultures of Huh-7.5.1 (n = 3) or HepaRG (n = 3) and in normal human liver tissues (n = 31)

14
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(A). P values from a Mann-Whitney U-test are indicated. Huh-7.5.1 (B) and HepaRG (C) cell
lines were subjected to specific differentiation protocols over several days (see details in
supplemental experimental procedures). Expression levels of PI4KA and hepato-specific
(albumin and aldolase b) transcripts were measured at the different indicated time points by a
real time PCR approach in 3 independent experiments. Results are expressed in relative
amounts to those measured for their respective first time points. The mRNA levels of the
succinate dehydrogenase complex, subunit A (SDHA) were used for normalization. The top
panels show the comparative expression of PI4KA and albumin. The bottom panels present
the correlations between PI4KA and albumin or aldolase B expression levels. Spearman’s

rank order coefficients and P values are indicated at the upper part of graphs.

Fig. 3: Correlation between PI4KA expression level, proliferative markers and

molecular status of HCC

Correlation between PI4KA expression level and PCNA and MKI67 expression level was
performed in 60 HCC and 6 normal liver tissues analysed using HG-U133A Affymetrix
GeneChip™ microarray. Pearson’s rank order coefficients and P values are indicated (A).
Scatter graphs show the PI4KA mRNA expression measured by real time PCR in HCC
specimens which was stratified according to transcriptomic classification (G1-G3, n= 58; G4-
G6, n = 149). All values represent the gene expression of each sample (S) relative to the mean
of 2 controls (C) issued from normal tissues. The 18S RNA levels were used for
normalization. Means with their respective standard deviation are indicated for each sample

categories. P value from a Mann-Whitney U-test is indicated.
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Fig. 4: Mantel-Cox survival curves.

Kaplan Meier method and Log-Rank test were applied to 214 patients with HCC
dichotomized by the median expression value of PI4KA (low- or high-levels of PI4KA
mRNA expression). Left and right panels respectively present the disease-specific survival
(tumor related death) and the tumor recurrence free survival. Calculated P values are

indicated on graphs. Numbers at risk are indicated below each panel.
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SUPPLEMENTAL INFORMATION
Supplemental experimental procedures
Differentiation procedures of cell lines

Huh-7.5.1 cells were seeded at a density of 6 x 10* per cm? in the regular medium consisting
in complete DMEM supplemented with 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 2 mM
L-glutamine (Life Technologies), 10 mM Hepes, nonessential amino acid (Sigma-Aldrich)
and 10% heat inactivated fetal bovine serum (Hyclone, Logan, UT, USA). When the culture
reached 95% confluence, this time point was defined as day 0 (D0). Then the regular culture
medium was supplemented with 1% dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) for 6
consecutive days. Cells were collected at days 0, 1, 3 and 6 (DO, D5, D3 and D6,
respectively).

HepaRG cells were seeded at a density of 2.7 x 10" per cm? at day 0 and maintained for two
weeks in a William’s E medium supplemented with 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, 5 pg/ml insulin, 50 pM hydrocortisone hemisuccinate and 10% fetal bovine
serum. Then, the culture medium was or not supplemented with 2% DMSO for two additional
weeks. Cells were collected at days 4, 15 and 30 post-seeding (D4, D15 and D30,
respectively). D30- and D30+ indicate that cells were respectively cultured either without
DMSO for 30 days or without DMSO during the first 15 days and then with 2% DMSO the

last 15 days.

Statistical analysis

Continuous data were compared using non parametric Mann-Whitney Test (two groups) or
Kruskall-Wallis Test (more than two groups). Correlation analysis was performed using

Spearman or Pearson test according to sample size. We used Mantel Cox log rank test and

17
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Kaplan Meier method to assess post resection survival. Disease specific survival is defined by
the tumor related death and patients who died of another etiology were censored. The
recurrence-free survival was defined as the length of time after hepatectomy for HCC during
which a patient survives with no sign of HCC. The last follow-up recorded visit was in
February 2011. Univariate analysis using Cox model was performed to determine variable
associated with disease specific survival. Variables with a P value < 0.05 in the univariate
analysis were entered into a Cox multivariate model. P value < 0.05 was considered as
significant. Statistical analysis was performed using Graphpad Prism and R statistical

software (http://www.R-project.org/).
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Table S1: clinical and molecular features of hepatocellular adenomas

Hepatocellular adenomas

Parameters (n=101)

Mean age + SD 36+ 10
10 Female 82% (
11 HNF1A mutations 27% (
12 Inflammatory HCA 44% (
13 CTNNB1 mutations 10% E
(

©CoO~NOUTA,WNPE

Inflammatory + CTNNB1 mutations 13%
Non classified HCA 6%
15 (): number of cases
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Table S2: characteristics of 217 patients with hepatocellular carcinoma

Variable (nT=o§|7)
Age >60 years 59% (128)
Gender Male 79% (173)
HCV 20% (43)
Etiology HBV 21% (46)
Alcohol 36% (79)
Hemochromatosis 9% (19)
Tumor size <5cm 37% (81)
Tumor number Single 87% (189)
Vascular invasion Microvascular 41% (88)
Macrovascular 12% (26)
. - Edmonson |-l 57% (118)
Differentiation Edmonson I1I-IV 43% (88)
Metavir score FO-F1 40% (87)
(non tumor liver) F2-F3 28% (60)
F4 31% (68)
Preoperative AFP > 20 ng/ml 42% (92)
Child Pugh A 96% (203)
B 4% (9)
G1 9% (18)
G2 7% (14)
G1-G6 G3 13% (26)
Classification® G4 36% (76)
G5 22% (45)
G6 13% (28)
CTNNB1 Mutated 31% (68)
TP53 Mutated 18% (40)
Median follow up (months) § 45 (18-60)
Events Tumor death < 5 years 36% (78)
Overall recurrence <5 years 57% (122)

('): number of cases

x G1-G6 molecular classification [7] was available for 207 HCC

_{_ median (25th and 75th percentile). 214 HCC among 217 have available follow-up for survival analysis.

John Wiley & Sons
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Fig. 1S: Correlation between PI4KA expression level, proliferative markers and

molecular status of HCC

©CoO~NOUTA,WNPE

Scatter graphs show the mRNA expression of PI4KA measured by real time PCR in HCC
samples. All values represent the gene expression of each sample (S) relative to the mean of 2
14 controls (C) issued from normal tissues. The 18S RNA levels were used for normalization.
16 Means with their respective standard deviation are shown for each sample categories. P
18 values from a Mann-Whitney U-test are indicated. Expression compared according to 7P53
mutation status (NM: not mutated, n = 175; M: mutated, n= 40) (A) or to serum AFP level

23 (AFP < 20ng/ml, n=109; AFP > 20ng/ml, n= 85) (B).
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Conclusions ef perspectives

Le principal objectif de mon travail de these éwigtudier I'éventuelle implication des
Pl4Kllls au cours de l'entrée du VHC dans les hépges humains primaires, cibles
naturelles du virus. Contrairement aux lignées tigpes utilisées jusqu’ici, ces cellules
présentent a la fois un état de différenciationatigpe plus proche deid’ vivo et une
polarisation bien établie. Les approches chimiqaesgyénétiques incitent a penser que
P14KIIIB ne serait pas impliquée au cours de I'entréeei@lr contre, ces mémes approches
suggerent que l'activité enzymatique de Pl4KlHerait requise lors de I'étape d’entrée du
virus dans les hépatocytes humains primaires. GCeoen des données expérimentales
complémentaires sont nécessaires pour concluraitilddment sur sa réelle implication.
Ainsi, la protection des cellules a l'infection darVHCpp, induite par I'extinction partielle
du ger Pl4Kllla devra étre restaurée par I'expression efficacaalRil4Klllo exogéne. Cette
expérience est indispensable pour prouver que éegbype de protection est bien spécifique

de la baisse d’expression de P14KlIl

Afin de palier aux problémes d’expression efficadeine PI4Klllo exogene active,
différentes solutions sont envisageables. L'utiida d’'un autre vecteur viral, tel que
'adénovirus devrait permettre une meilleure expies En effet, ces vecteurs assurent des
niveaux d'expression élevés du transgene, et péudka produits avec des titres plus
importants, évitant ainsi le recours aux multiglesmsductions. Une expérience pilote a déja
été menée au laboratoire, a l'aide d'un adénovommportant dans son génome le gene
rapporteur codant pour la GFP. Ce virus a transdeitfacon tres efficace nos cultures
primaires d’hépatocytes humains. Cependant, le éei¥e de production de ces adénovirus
nous amenerait a envisager d’'autres alternativessi,fAen exploitant toujours les lentivirus,
on pourrait tester une forme tronquée en N-terreidal P14KlIIbk (A1-872), de 130 kDa et qui
conserve son activité kinagevitro, contrairement a l'isoforme de 92 kDa (Heilmegéagl,
2003; Szentpetergt al, 2011). La réduction de la taille du vecteur dasfert qui sera alors
utilisé pour produire ces nouveaux lentivirus daévpagrmettre d’obtenir de meilleurs titres
viraux, et peut-étre une meilleure expression dadééine. En outre, il faut noter que ce type
de stratégie de restauration par transductiorviealid a été utilisé avec succés pour confirmer
'implication de 'EGF-R au cours de l'infection iEpatocytes humains primaires par le
VHCpp (Lupbergeet al,, 2011).

Ces données pourraient également étre complétéed'upiisation d’autres inhibiteurs
chimiques partiellement sélectifs, récemment de&ctit firme pharmaceutique Boehringer

Ingelheim a ainsi développé deux composés nommés B qui présentent une sélectivité
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entre 15 et 20 fois supérieure pour Pl4Kllpar rapport a PI4KIf. Enfin, une autre
approche complémentaire consisterait a dépléteellale en PI4P, le produit des PIl4KIlls,
grace a la surexpression exogene de la phosphasade dont TADNc ne mesure que 1763
pb et qui catalyse la déphosphorylation du Pl4PPatins (Roy & Levine, 2004). Cette
stratégie a été utilisée avec succes dans desuxragamontrant que PI4KpI était
indispensable a I'entrée du SARS-CoV dans sa edtible (Yanget al, 2012).

Mais déja, on peut se poser la question de sawvainment PI4KIIb influencerait I'entrée du
VHC. Une interaction directe avec le VHC au couesl’dntrée semble impossible car cette
kinase est cytosolique. Mais le fait que Nakasal. aient recemment montré que Pl4klll
pouvait étre localisée a la face cytosolique dadéanbrane plasmique suggere qu’elle pourrait
intervenir avant I'endocytose de la particule \@raLa détermination de son éventuelle
colocalisation avec les différents facteurs d’entiéja identifiés pourrait étre informative. |l
serait également intéressant d’évaluer son éveatoehtribution a la relocalisation de CD81
vers la Claudine-1, phénomeéne qui met en jeu la=ptéurs a activité tyrosine kinase EGF-R
et EphA2 (Lupbergeet al, 2011), mais aussi la GTPase HRas (Zenhal, 2013). Or, une
étude suggéere que l'activation de 'EGF-R requienbhosphatidylinositol (4,5) biphosphate
(P1(4,5)R), phosphoinositide dérivant du PI4P de la membrplasmique produit par
Pl4Klll o (Ballaet al, 2005; Michailidiset al, 2011).

Dans la suite des perspectives, il sera aussnpettid’évaluer I'importance des P14KllIs au
cours de la réplication du VHC dans les hépatodytasains primaires, car jusqu’a présent,
toutes les études ayant fait cas du roéle de PI4kiIPI4KIIIB dans la réplication du VHC ont
été réalisées sur des lignées hépatiques. Celplisies en partie par la difficulté d’infecter
les hépatocytes humains primaires avec du VHCcceAour, peu d’equipes l'ont réalisé
(Lupbergeret al, 2011; Molinaet al, 2008; Podeviret al, 2010). Cette difficulté pourrait
étre surmontée par I'utilisation de I'isolat Jcll@w du J6/JFH1 qui, entre nos mains n'a pas
permis d’initier une infection productive dans rmstures primaires d’hépatocytes humains.
En 2011, une étude a suggeéré que la réponse IFNag@ jouait un réle important dans la
limitation de la propagation de linfection par YHC dans des cultures d’hépatocytes
primaires. Les stratégies visant a endiguer cépemnse IFN pourraient étre la clé pour le
développement de systémes de culture du VHC rohugiermettant des études de
pathogénicité et des mécanismes par lesquels le $&l@ropage dans sa cible naturelle
(Andruset al, 2011).
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L’'importance de PI4Kllk au cours de la réplication du VHC dans des ligriégmtiques a
fait I'objet de plusieurs publications. Son roled® déchiffré (Bergeet al, 2011; Lim &
Hwang, 2011; Reisgt al, 2011; Tai & Salloum, 2011). Si son implication eours de
'entrée et la réplication virale dans les hépatesyhumains primaires venait a étre
confirmée, cela constituerait un argument suppléanendans le cadre de la recherche de
nouvelles thérapies contre I'hépatite C. En effietuver une cible cellulaire qui influe sur
I'entrée et la réplication du virus est particudigrent intéressant dans le cadre d’'une greffe de
foie, ou un blocage efficace de I'entrée virale npaiti aider a prévenir la réinfection du
greffon aprés une transplantation hépatique. Toigeénvisager PI4KId comme une cible
thérapeutique potentielle nécessitera des travapplémentaires pour mieux comprendre son
réle. En 2012, une étude a montré un effet |étatawne atteinte du tractus gastro-intestinal
chez des souris présentant une invalidation camgiglle du genePl4Kllla. Le méme
phénotype était également développé par des ssunéxprimant de fagcon conditionnelle la
une forme inactivve de PI4KH| démontrant ainsi que l'activité kinase de PIl4KIdst
essentielle a l'organisme. L’altération des voiestgp-intestinales suggere que PI4KIII
pourrait jouer un réle important dans le renouve#at du tissu intestinal et potentiellement
dans la division cellulaire, car les cellules ititesles sont renouvelées tous les 3-5 jours chez
la souris. PI4KIllb pourrait donc agir directement sur le pool glothe$ cellules souches, et
dans la génération des cellules filles ou une wifféiation et division ultérieures
(Vaillancourt et al, 2012). En accord avec cette hypothése, une iéduciu niveau
d’expression de PI4KId au cours du développement du poisson zébre coraduin
déséquilibre entre la prolifération et 'apoptosda(et al, 2009). Ces rbles physiologiques
essentiels pour I'héte imposeront l'utilisation d&atégies thérapeutiques adaptées pour

exploiter cette dépendance du VHC vis-a-vis de Rl4Kdans le traitement contre le VHC.

Les nombreux effets secondaires associés a l'iojea’IFN dans la thérapie actuellement
utilisée chez les patients infectés par le VHC, menéles chercheurs et les cliniciens a tenter
de développer une multi-thérapie exempte d’IFN.rPaampléter lattirail des molécules
candidates, comportant principalement des inhilstede facteurs viraux tels que la
polymérase NS5B ou la protéase NS3A, il serait stmge intéressant d’'y ajouter des
molécules ciblant des facteurs de I'h6te qui sodispensables a la propagation du VHC. En
effet, en raison de la grande plasticité génétiqueVHC, des virus résistants eémergent
rapidement lors de [l'utilisation de médicamentslatib un facteur viral. Une meilleure

barriére de résistance est théoriquement obtenee @s drogues ciblant des facteurs de



Conclusions ef perspectives

I'héte. La firme Novartis a ainsi développé desiliteurs de PI4KIIB qui, utilisés sur des
réplicons n'ont permis qu’une lente sélection deivirésistants peu efficaces (Lamarehe
al., 2012). Cependant, I'idée qu'une telle approchientée vers I'hdte puisse prévenir
'apparition de mutants devenus indépendants diedaciblé de I'h6te est illusoire. Ainsi,
deux exemples viennent illustrer ce point. L& 4 été rapporté par Coelmont et ses
collaborateurs en 2010 qui ont isolé un mutant dCVcomportant une mutation dans la
protéine NS5A, qui lui conférait une résistanceatisporivir et a la cyclosporine A. Ces
drogues inhibent les cyclophilines cellulaires quadifient la protéine NS5A au cours du
cycle viral. La mutation de résistance permettaNl$5A d’adopter une conformation qui
n'était plus dépendante de l'activité d’isomérisatides cyclophilines, pour sa fonction
(Coelmontet al, 2010). Le ¥ exemple concerne le coxsackievirus B3 dont laicéton
dépend de PI4KIfA. Une unique mutation dans la protéine non strat#u8A n’entravait pas
le recrutement de PI4KpIsur le site de réplication, mais permettait ur@icétion virale
efficace, indépendante du PI14P produit par PI4KMan der Schaaet al, 2012).

Ces exemples de mutants démontrent que les virugept acquérir une résistance a des
composés qui ciblent les facteurs de I'hdte, québsploitent normalement pour leur
propagation. Ces exemples révéelent ainsi la capdcitvirus a utiliser des voies alternatives
pour se répliquer efficacement dans un environnéswurs pression de sélection imposeée par
des composés antiviraux. Ces données suggeremejgambinaison de composés ciblant
différents facteurs de I'h6éte et du virus sera séage pour développer une thérapie antivirale
efficace, dépourvue d’'IFN.
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Phosphatidylinositol 4-kinases de type Il hépatiqu es : implication au cours de
l'infection par le virus de I'hépatite C et lienav ~ ec le carcinome hépatocellulaire

Le virus de I'hépatite C (VHC) est l'un des principaux facteurs étiologiques du carcinome
hépatocellulaire. Le traitement des hépatites virales C a été récemment amélioré grace a une
trithérapie (interféron, ribavirine et anti-protéase virale). Néanmoins limportance des effets
secondaires et I'émergence de mutants résistants nécessitent de découvrir de nouveaux antiviraux.
Dans ce contexte, notre équipe a récemment découvert que les phosphatidylinositol 4-kinases de type
Il (Pl4KlIlla et PI4KIIIB) étaient indispensables a la propagation du virus dans une lignée hépatique
humaine, et ce, a 2 étapes de son cycle biologique : I'entrée et la réplication. L'objectif du présent
travail était de poursuivre la validation de ces nouvelles cibles thérapeutiques potentielles, en
approfondissant nos connaissances sur la dépendance du virus a I'’égard de ces kinases au cours de
son entrée. Pour cela, nous avons utilisé le modéle des hépatocytes humains primaires, systéme in
vitro plus proche du contexte physiologique que les modeles utilisés jusqu'a présent et qui étaient
basés sur I'exploitation de lignées. Deux axes ont été développés :

- Vérification de I'importance de l'activité kinase des PI4KlIlls au cours de I'entrée du VHC
dans les hépatocytes humains primaires, a travers une approche chimique ;

- Validation de I'implication de ces kinases et de leur activité enzymatique au cours de
'entrée virale grace a une approche génétique basée sur I'ARN interférence et la
restauration de phénotype.

En paralléle, nous avons étudié I'expression de Pl4Kllla au cours de pathologies hépatiques.

Nos résultats suggérent une implication de PI4Kllla au cours de I'entrée du VHC dans les hépatocytes
humains primaires, mais restent a confirmer quant a I'implication de PI4KIIIB. Par ailleurs, I'analyse de
I'expression de Pl4Kllla dans le carcinome hépatocellulaire (CHC) conduit a proposer cette kinase
comme un nouveau marqueur moléculaire, qui pourrait améliorer les modéles de pronostic déja
établis et pourrait conduire au développement de nouvelles approches thérapeutiques pour les
patients atteints d’un CHC, quelque soit I'étiologie.

Type Il Phosphatidylinositol 4-kinases in the live r: involvement during
Hepatitis C Virus infection and link with hepatocel lular carcinoma

Hepatitis C virus (HCV) is one of the leading causes of hepatocellular carcinoma. Therapeutic
treatment against the virus has been recently improved by a tritherapy including pegylated interferon,
ribavirin and antiviral protease. Nevertheless, the importance of side effects and the emergence of
resistant mutants require the development of new antivirals. In this context, our team has recently
discovered that Type lll phosphatidylinositol 4-kinases (Pl4Kllla and PI4KIIIB) are essential for the
propagation of the virus in a human hepatic cell line at the entry and replication steps. To further
characterize these potential therapeutic targets, we investigate the implication of these kinases during
the HCV entry, using primary human hepatocytes, a model closer to the in vivo conditions. Two lines
of research were developed:

-Verification of the importance of the kinase activity of PI4Kllls during HCV entry in primary human
hepatocytes, through a chemical approach;

-Validation of the involvement of these kinases and their enzymatic activity during viral entry through a
genetic approach based on RNA interference and phenotype rescue.

In parallel, we studied the expression of PI4Kllla in liver diseases.

Our results suggest the involvement of PI4Kllla in HCV entry; the involvement of PI14KIIIIB needs to be
confirmed. The analysis of Pl4Kllla expression in hepatocellular carcinoma led us to propose this
kinase as a new molecular marker, which could improve the already established prognosis models
and could lead to the development of new therapeutic approaches.





