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I. Aspects cliniques du VHC 

 

A. Découverte de l’agent pathogène 

Avant la découverte du virus de l’hépatite C (VHC), deux agents pathogènes viraux étaient 

connus pour causer une hépatite : le virus de l’hépatite A (VHA) et celui de l’hépatite B 

(VHB). Cependant, plusieurs patients atteints d’hépatite n’abritaient ni le VHA, ni le VHB. 

Leur pathologie a alors été désignée « hépatite non VHA-non VHB » ; elle était infectieuse et 

pouvait être transmise par transfusion sanguine, suggérant l’implication d’un facteur viral 

(Bradley & Maynard, 1986). Grâce aux nouvelles techniques de biologie moléculaire, les 

efforts de recherche ont permis d’identifier un nouveau virus à ARN, rebaptisé VHC. En 

effet, l’équipe de Michael Houghton a découvert le virus grâce à un isolement et un 

séquençage partiel de son génome, ce qui a permis l’accès à de nombreuses informations sur 

le virus. (Choo et al., 1989). Par la suite, l’identification de la séquence complète du génome 

du VHC a permis d’élucider son organisation génétique (Choo et al., 1991; Kato et al., 1990). 

On estime aujourd’hui que 170 millions de personnes dans le monde sont chroniquement 

infectées par le VHC (OMS, 2010). Même deux décennies après la découverte de l’agent 

pathogène, aucun vaccin n’est disponible et à ce jour, tous les traitements contre le VHC ne 

sont que partiellement efficaces, même s’ils ont été dernièrement améliorés grâce à des 

antiviraux à action directe. 

 

B. Épidémiologie et transmission du VHC 

L’hépatite C est une infection pandémique et constitue un problème majeur de santé publique. 

Les pays industrialisés d’Amérique du Nord et d’Europe occidentale ont les taux de 

prévalence les plus faibles (moins de 2%), alors que le VHC infecte plus de 10% de la 

population en Mongolie, en Bolivie et en Egypte, ce dernier pays ayant le taux de prévalence 

le plus élevé (22%, Figure 1) (Lavanchy, 2011). L’utilisation de seringues contaminées dans 

les traitements contre la schistosomiase dans tout le pays au cours des années 1970 est 

considérée comme la cause d’une telle séroprévalence du VHC en Égypte (Frank et al., 2000). 

La France a une séroprévalence de 0,84%, avec 367.055 personnes ayant des anticorps anti-

VHC (INVS-CPAM, 2003-2004).  
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Le VHC se transmet principalement par contact avec du sang infecté. Avant le développement 

des méthodes systématiques de dépistage dans les années 1990, le sang contaminé des 

donneurs a représenté le facteur majeur de transmission (Huber et al., 1996). A l’heure 

actuelle, la consommation de drogues injectables est devenue la principale voie de 

transmission du VHC dans les pays industrialisés, alors que les transfusions de sang 

contaminé et les injections à visée thérapeutique sont encore les modes de transmission les 

plus rencontrés dans les pays en voie de développement (Shepard et al., 2005). Chez les 

enfants, la transmission mère-enfant est la plus fréquente. Bien que significative, la 

propagation du VHC par voie sexuelle est beaucoup moins fréquente que pour d’autres virus 

sexuellement transmissibles (Alter, 2007). 

 

 

Figure 1 : Estimation de la prévalence globale de l’infection par le VHC en 2010 (% population infectée). 
D’après Lavanchy, 2011. 

 

C. Physiopathologie de l’infection par le VHC 

Dans la majorité des cas, l’infection aigüe par le VHC est asymptomatique, bien qu’environ 

20 à 30% des patients présentant une infection aigüe puissent développer des symptômes 

typiques d’une hépatite tels qu’une jaunisse, 3 à 12 semaines après l’infection (Alter & Seeff, 

2000). L’ARN viral peut être détecté dans le sérum des patients dans les 2 semaines suivant 

l’exposition au virus (Thimme et al., 2001). Dans certains cas, les symptômes de l’infection 

aigüe peuvent être sévères et rapides. De très rares cas d’hépatite fulminante ont été rapportés 

(Farci et al., 1996). Bien que l’infection aigüe soit spontanément guérie chez 15 à 25% des 

patients, dans la majorité des cas, le virus échappe à la réponse immunitaire et si l’infection 
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persiste plus de six mois, elle conduit à une hépatite chronique (Shimotohno, 2000). La 

majorité des patients chroniquement infectés développent des symptômes tels que des lésions 

lobulaires et une inflammation portale (Di Bisceglie, 1998). La transition vers une infection 

chronique est influencée par un grand nombre de facteurs tels que l’âge, le sexe, une co-

infection avec le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) ou le VHB et certains gènes 

du complexe majeur d’histocompatibilité (Lavanchy, 2009). Environ 20% des patients 

chroniquement infectés développent une cirrhose du foie dans les 15 à 20 ans après l’infection 

(Di Bisceglie, 1998) (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Evolution de l’infection par le VHC. 

 

On estime que chaque année, 1 à 4% des patients chroniquement infectés par le VHC 

développent un cancer primitif du foie ou un carcinome hépatocellulaire (CHC) (Di Bisceglie, 

1998; Gordon et al., 1998). L’infection chronique par le VHC est devenue la principale cause 

de cancer primitif du foie au Japon car 80-90% des patients atteints d’un CHC sont porteurs 

du VHC. De plus, la modélisation des données épidémiologiques prévoit une tendance 

similaire en Europe (Aizawa et al., 2000; El-Serag & Rudolph, 2007; Kiyosawa et al., 2004). 

En Europe occidentale, l’infection par le VHC prévaut chez la majorité des patients atteints 

d’un CHC, allant de 44 à 66% en Italie, 27 à 58% en France et 60 à 75% en Espagne (El-
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Serag & Rudolph, 2007). L’infection par le VHC augmenterait le risque de CHC de 17 fois 

par rapport aux sujets non infectés (Donato et al., 2002). Le temps moyen de développement 

d’un CHC chez les patients infectés par le VHC est estimé à 28 ± 11 ans après l’infection 

(Tong et al., 1995). Des données indiquent que les lésions hépatiques induites par le VHC 

sont responsables de la moitié des transplantations hépatiques aux Etats-Unis (Brown, 2005). 

 

 

II. Biologie du VHC 

 

A. Classification taxonomique et variabilité génétique du VHC 

L’analyse d’un grand nombre de séquences de VHC partout dans le monde a permis de 

diviser le VHC en six génotypes qui diffèrent de 30-35% dans leur séquence nucléotidique. 

Chaque génotype peut être subdivisé en plusieurs sous-types, dont la variation de séquence 

nucléotidique est de 20-25% (Simmonds, 2004). Les génotypes et sous-types du VHC sont 

distribués de façon hétérogène dans le monde. Le génotype 1, suivi des génotypes 2 et 3 sont 

plus fréquents en Amérique du Nord et du Sud, ainsi qu’en Europe. Le génotype 4 est 

prédominant en Égypte, en Afrique sub-saharienne et au Moyen-Orient. Jusque très 

récemment, on pensait que le génotype 5 était confiné à l’Afrique du Sud, où il représente 

40% de tous les génotypes (Antaki et al., 2010). Cependant, quatre poches de ce génotype ont 

été retrouvées en France, en Espagne, en Belgique et en Syrie. Le génotype 6 quant à lui est 

rare et confiné au Sud-Est Asiatique, ainsi que chez les Américano- et Australo-asiatiques 

(Antaki et al., 2010; Dev et al., 2002).  

L’ARN polymérase du VHC est dépourvue d’activité de relecture exonucléasique, ce qui 

conduit à l’introduction fréquente de mutations dans le génome viral. Comme le taux de 

mutation est très élevé, le VHC évolue à un rythme soutenu (Okamoto et al., 1992). Ce taux 

élevé de mutation conduit à une variabilité considérable non seulement entre les populations 

virales parmi différents patients, mais aussi entre les virus chez un même patient infecté, 

donnant lieu à des quasi-espèces. Les quasi-espèces virales sont composées d’un mélange 

dynamique et complexe de variants génétiquement distincts mais intimement liés. Ces quasi-

espèces confèrent une plus grande adaptabilité au VHC et peuvent avoir des implications 
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importantes dans la persistance virale, la réponse au traitement et la pathogénicité (Forns et 

al., 1999; Lerat et al., 2008; Lyra et al., 2004). 

Le VHC appartient à la famille des Flaviviridae. Les virus de cette famille sont enveloppés et 

leur génome est composé d’un ARN simple brin de polarité positive, linéaire et non segmenté 

et qui reste tout au long du cycle viral sous forme ARN. Cette famille regroupe trois genres 

bien établis (Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus), et un quatrième genre proposé (Pegivirus) 

(Stapleton et al., 2011) : 

(i) le genre Flavivirus dont la plupart des virus se répliquent chez les mammifères et les 

arthropodes hématophages, tiques et moustiques. Certains de ces virus, pathogènes pour 

l’Homme et l’animal, posent des problèmes majeurs de santé publique comme le virus de la 

fièvre jaune, le virus de l’encéphalite à tiques, le virus de la dengue ou encore le virus de la 

fièvre du Nil occidental. 

(ii) le genre Pestivirus qui regroupe des virus infectant principalement des animaux 

domestiques : cochons et ruminants. Parmi ces virus, on compte le virus de la peste porcine et 

le virus de la diarrhée bovine.  

(iii) le genre Hepacivirus qui est constitué du VHC et du virus GBV-B. Le GBV-B a été isolé 

chez un singe tamarin présentant une hépatite inexpliquée. Cependant, ce virus n’est pas 

retrouvé chez les humains (Stapleton et al., 2011). Récemment, le genre Hepacivirus a été 

élargi avec la découverte d’un virus canin homologue du VHC, nommé hépacivirus canin 

(HVC). C’est le premier hépacivirus non-primate mis en évidence (Burbelo et al., 2012; 

Kapoor et al., 2011). Cette même équipe a aussi identifié un nouvel hépacivirus qui infecte les 

les souris sauvages Peromyscus maniculatus, rongeurs de la famille des Muridae et retrouvées 

en Amérique du Nord (Kapoor et al., 2013). 

(iv) le genre Pegivirus qui regroupe 3 virus nommés GBV-A, GBV-C et GBV-D, pathogènes 

chez le singe tamarin et la chauve-souris principalement. Le GBV-C est retrouvé chez 

l’humain, mais n’est pas associé à une hépatite virale (Stapleton et al., 2011). Des virus 

appartenant à ce genre infectent aussi les rongeurs comme Neotoma albugila. Ce sont les 

Pégivirus de rongeurs (Kapoor et al., 2013). 
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B. Morphologie du virion 

Depuis l’identification du VHC en 1989, de nombreuses équipes ont tenté de visualiser les 

particules virales circulantes dans le sérum de patients infectés sans réel succès, en partie en 

raison de leur faible concentration dans le sérum et d’une purification difficile (Li et al., 1995; 

Shimizu et al., 1996). Une équipe japonaise a réalisé des études de microscopie électronique 

indirecte en utilisant des billes d’or. Les auteurs décrivent une particule virale de symétrie 

icosaédrique et de taille comprise entre 55 et 65 nm, et démontrent la présence en surface des 

glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (Kaito et al., 2006a, b). Cette enveloppe virale entoure 

une capside de 30 à 35 nm qui renferme l’ARN viral (Figure 3). Ces résultats sont conformes 

avec les données structurales des autres virus de la famille des Flavivirus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

D’autre part, une série d’études a mis en évidence l’existence dans le sérum de malades, de 

plusieurs structures de densités variables et contenant l’ARN viral (Hijikata et al., 1993; 

Kanto et al., 1995; Thomssen et al., 1992). D’une étude à l’autre, les résultats de 

fractionnement par densité sont très variables. Les variations observées peuvent être imputées 

à une forte variabilité individuelle en fonction du stade d’évolution de la maladie ainsi qu’aux 

techniques de fractionnement en elles-mêmes. Malgré ces différences apparentes, de 

nombreux arguments montrent la présence : 

 

Glycoprotéine E1  

Glyc oprotéine E2  

Protéine de Capside  

ARN viral  
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- de structures de densité inférieure à 1,08 g/mL qui correspondent à des particules virales 

associées de manière complexe à des lipoprotéines de faible densité (LDL) (André et al., 

2002; Nielsen et al., 2006; Thomssen et al., 1992) ou de très faible densité (VLDL) (Nielsen 

et al., 2006; Prince et al., 1996). Ces complexes nommés « lipoviroparticules » (LVPs) 

renfermeraient des virions complets où les protéines de l’enveloppe virale sont susceptibles 

d’interagir avec les différentes formes de lipoprotéines de la cellule hôte (Monazahian et al., 

1999). Les LVPs sont des particules sphériques enrichies en triglycérides et en 

apolipoprotéines B et E (André et al., 2002).  

- des structures de densité supérieure à 1,08g/mL qui comprennent des particules virales libres 

ou complexées à des immunoglobulines (Hijikata et al., 1993; Kanto et al., 1995).  

Dans le serum des patients, les virions sont donc en complexe avec des LDL ou des VLDL 

(André et al., 2002). Il a été démontré que la densité de flottaison des virions sécrétés (1,03 à 

1,16 g/mL) est inférieure à celui des virions intracellulaires (1,15 à 1,20 g/mL) (Gastaminza et 

al., 2006). Ces observations suggèrent que les virions seront dotés de ces lipoprotéines au 

cours du processus de sécrétion. Il a été démontré que la sécrétion in vitro des particules par 

les hépatocytes infectés était étroitement liée à la sécrétion des VLDL (Gastaminza et al., 

2008). Il a été également démontré que, même en l’absence d’autres protéines virales, les 

glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sécrétées sont associées aux lipoprotéines (Icard et al., 

2009). 

 

C. Génome viral 

Le génome du VHC est un ARN monocaténaire de polarité positive d’une longueur d’environ 

9600 nucléotides. À ce jour, deux phases ouvertes de lecture ont été identifiées. La région 

codante est encadrée par deux régions non codantes (NC), aux extrémités 5’ et 3’ de l’ARN. 

1. Régions non codantes 

La région 5’NC, très conservée est essentielle pour la traduction et la réplication du génome. 

Elle est très structurée et contient quatre grands domaines de structure secondaire appelés 

domaines I, II, III et IV (Figure 4). La région 5’NC contient « l’Internal Ribosome Entry 

Site » (IRES) qui est constitué des domaines II, III et IV ainsi que des 30 premiers nucléotides 

du cadre ouvert de lecture. Il assure la traduction du génome du VHC. Outre son rôle 
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important dans la traduction du génome, de nombreuses études ont démontré que la région 

5’NC était également cruciale pour une réplication efficace de l’ARN viral (Appel et al., 

2006; Friebe et al., 2001; Kim et al., 2002). Il a été suggéré que la liaison du micro-ARN 122 

de la cellule hôte (miR-122) à la région 5’NC était essentielle à la réplication virale (Jopling 

et al., 2005). Les micro-ARN sont des petites séquences nucléotidiques d’environ 22 

nucléotides présents dans les cellules eucaryotes ; ce sont d’importants régulateurs post-

transcriptionnels de presque toutes les étapes biologiques dans la cellule, et jouent un rôle clé 

dans la pathogenèse de maladies humaines. Le micro-ARN 122 est spécifique du foie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation de la structure primaire et secondaire de la région 5’NC. 
Les domaines structuraux I, II, III et IV sont indiqués. Le domaine III est divisé en 6 sous-domaines numérotés 
IIIa à IIIf. Les domaines II, III, et IV constituent l’IRES du VHC et le codon AUG initiateur de la traduction 
situé au sein du domaine IV est indiqué en rouge. 
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La longueur de la région 3’NC varie en fonction du génotype. Elle a une structure tripartite 

qui comprend : une région hautement variable de 30-40 nucléotides, une région poly-U/UC de 

longueur variable et une séquence très conservée de 98 nucléotides, connue sous le nom de 

région X et repliée en trois tiges-boucles SL1, SL2 et SL3 (Figure 5) (Kolykhalov et al., 

1996; Tanaka et al., 1996). La région conservée contenant SL1, SL2 et SL3 a été démontrée 

comme étant indispensable à la réplication et à l’infectiosité du VHC (Yanagi et al., 1999; Yi 

& Lemon, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Représentation de la structure primaire et secondaire de la région 3’NC. 
Le codon stop de la traduction est situé au sein de la boucle VSL1 et est indiqué en rouge. D’après (Friebe & 
Bartenschlager, 2002). 

 

2. Région codante 

Le cadre majeur de lecture, de 9024 à 9111 nucléotides en fonction du génotype, débute par 

un codon AUG initiateur de la traduction, situé dans le domaine IV de la région 5’NC. La 

traduction de ce cadre de lecture produit une polyprotéine virale unique dont la maturation co- 

et post-traductionnelle conduit à au moins 10 protéines (Suzuki et al., 1999) (Figure 6). Ces 

protéines sont classées en protéines structurales (C, E1, E2) et non structurales (NS2, NS3, 

NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), représentées sur la Figure 6. La classification de la protéine p7 

au sein des protéines structurales ou non structurales est encore mal définie. Le clivage de la 
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polyprotéine nécessite dans un premier temps l’intervention de peptidases cellulaires afin de 

libérer les protéines structurales et la protéine p7. Les protéases virales assurent ensuite le 

clivage de la polyptrotéine dans la région non structurale. La synthèse d’une onzième 

protéine, dite protéine F est issue d’un décalage du cadre de lecture au moment de la 

traduction. Sa séquence chevauche celle de la protéine de capside. 

 

ARN génomique (9600nt) 

Région non structurale 

C E1 E2 NS2 NS3 
4
A NS4B NS5A NS5B 

p
7 

F 

3’NC 5’NC 
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et 

Maturation 

Peptidase cellulaire 
NS2/3 autoprotéase 
NS3/4A protéase 
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Figure 6 : Organisation génétique du VHC et maturation des protéines virales.  
La structure du génome viral est représentée avec les régions 5’ et 3’ non codantes, et le cadre ouvert de lecture 
codant pour les protéines structurales et non structurales. La traduction du génome et la maturation de la 
polyprotéine est schématisée et génère des protéines. D’après (Régeard et al., 2007). 
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La Figure 7 ci-dessous présente la topologie hypothétique des protéines virales et leur 

association à la membrane du réticulum endoplasmique (RE) de la cellule hôte. De façon 

remarquable, chaque protéine virale est ancrée aux membranes intracellulaires via des 

déterminants spécifiques qui sont essentiels pour la fonction de la protéine dans la cellule. 

 

Capside

 

Figure 7 : Structure et association à la membrane des protéines du VHC.  
Les ciseaux indiquent les clivages par la peptidase signal du RE (côté luminal), et la peptidase peptide-signal 
(côté cytosolique). La flèche cyclique montre le clivage par la protéase NS2. Les flèches obliques indiquent les 
clivages par la protéase NS3/4A. D’après (Moradpour & Penin, 2013). 

 

a) Protéines structurales 

� Protéine de capside C 

La présence d’une séquence signal entre la protéine de capside C et la glycoprotéine 

d’enveloppe E1 induit la translocation de la polyprotéine en cours de synthèse dans la lumière 

du RE (Santolini et al., 1994). Le clivage de la séquence signal entre la protéine de capside C 

et E1 par une peptidase peptide-signal produit une protéine de capside immature de 191 

acides aminés. Le clivage ultérieur par une peptidase cellulaire conduit à la forme mature de 

21 kDa de la protéine de capside, qui compte 177 acides aminées (McLauchlan et al., 2002; 

Oehler et al., 2012; Okamoto et al., 2008). Cette forme mature est organisée en deux 

domaines appelés D1 et D2. Le domaine D1 est hydrophile et contient une forte proportion 

d’acides aminés basiques ; il interagit avec l’extrémité 5’NC du génome viral pour initier son 

encapsidation (Boulant et al., 2005). Ce domaine est aussi impliqué dans les interactions avec 
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plusieurs facteurs cellulaires (de Chassey et al., 2008) et pourrait ainsi contribuer aux 

modifications de fonctions de la cellule hôte après l’infection par le VHC. Le domaine 

hydrophobe D2 est essentiel pour la localisation à la membrane du RE de la protéine de 

capside, ainsi que son trafic vers les gouttelettes lipidiques (Hope & McLauchlan, 2000; 

Suzuki et al., 2005). 

La protéine de capside est importante pour l’assemblage des particules virales. Les mutations 

qui perturbent son trafic vers les gouttelettes lipidiques résultent en une réduction importante 

de la production de particules virales infectieuses (Boulant et al., 2007; Miyanari et al., 2007; 

Murray et al., 2007). Plus récemment, des études de mutagenèse et de trans-complémentation 

suggèrent que les 177 résidus de la protéine de capside mature sont nécessaires pour la 

production de particules virales infectieuses (Kopp et al., 2010). Bien que n’étant pas 

absolument indispensable pour la réplication de l’ARN du VHC, il a été suggéré que la 

protéine de capside jouerait un rôle important dans le recrutement des complexes de 

réplication virale vers les membranes associées aux gouttelettes lipidiques (Miyanari et al., 

2007).  

Au sein de la particule virale en formation, les protéines de capside interagiraient avec la 

glycoprotéine E1, mais les résidus de la capside impliqués dans cette interaction restent 

controversés (Ma et al., 2002; Nakai et al., 2006). De nombreuses autres fonctions 

potentielles ont été attribuées à la protéine de capside : la perturbation du métabolisme 

lipidique (Barba et al., 1997; Lerat et al., 2002; McLauchlan, 2000; Moriya et al., 1998), la 

participation aux mécanismes de persistance virale, la modification de la prolifération 

cellulaire (McLauchlan, 2000; Ray & Ray, 2001) ou encore la modulation transcriptionnelle 

de certains gènes (Shih et al., 1993, 1995). 

 

� Glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2  

Selon le génotype, E1 et E2 ont un poids moléculaire de 33-35 kDa et 70-72 kDa, 

respectivement (Nielsen et al., 2006). Ces glycoprotéines forment des hétérodimères non-

covalents stables, ancrés dans la membrane du RE (Deleersnyder et al., 1997; Dubuisson et 

al., 1994). E1 et E2 sont des protéines transmembranaires de type I avec un ectodomaine en 

N-terminal d’environ 160 et 360 acides aminés pour E1 et E2, respectivement et un court 

domaine transmembranaire C-terminal d’environ 30 acides aminés. Au cours de leur 
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synthèse, les ectodomaines de E1 et E2 sont transloqués à la lumière du RE tandis que les 

domaines transmembranaires sont insérées dans la membrane du RE. Avant le clivage de la 

séquence signal, les domaines transmembranaires de E1 et E2 forment une structure en 

épingle à cheveux. Le clivage des protéines par la peptidase signal cellulaire induirait un 

changement dynamique permettant une réorientation du deuxième domaine hydrophobe pour 

ne former qu’un domaine transmembranaire unique en hélice α (Cocquerel et al., 2002). La 

biogenèse de ces protéines est étroitement liée et est fortement influencée par leur co-

expression (Lavie et al., 2007).  

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 jouent un rôle essentiel à différentes étapes du cycle 

du VHC. Tout d’abord, elles sont impliquées dans la reconnaissance de la cellule cible et dans 

l’interaction des particules virales avec des facteurs cellulaires. Elles interviennent ainsi dans 

l’entrée du virus, dans la fusion avec la membrane de l’endosome et dans l’assemblage de la 

particule infectieuse. E1 serait impliquée dans des interactions spécifiques avec la protéine de 

capside (Lo et al., 1996; Ma et al., 2002; Migliaccio et al., 2004; Nakai et al., 2006). Ainsi, 

l’interaction de E1 avec la protéine de capside permettrait le recrutement des hétérodimères 

E1E2 autour des particules virales en bourgeonnement. E2 quant à elle serait capable de se 

lier à plusieurs facteurs cellulaires impliqués dans l’attachement et/ou l’entrée du VHC. En ce 

qui concerne la fusion, à l’heure actuelle, il reste difficile de définir précisément quelle est la 

protéine de fusion du VHC. La région de E1 composée des résidus 264 à 290 montre des 

similarités avec les peptides de fusion portés par les glycoprotéines des Flavivirus et 

Paramyxovirus (Drummer et al., 2007; Flint et al., 1999). La protéine E2 pour sa part aurait 

une structure proche de la protéine E du virus de l’encéphalite à tiques et pourrait 

correspondre à une protéine de fusion de classe II (Yagnik et al., 2000). De plus, il n’est pas 

exclu que E1 et E2 puissent être impliquées toutes deux dans le processus de fusion. 

L’utilisation d’un système de fusion entre des particules rétrovirales pseudotypées avec E1E2 

et des liposomes a par ailleurs permis d’identifier des régions, dans E1 (résidus 270 à 284) et 

E2 (résidus 416 à 430 et 600 à 620), qui participeraient au mécanisme de fusion (Lavillette et 

al., 2007). Ces deux glycoprotéines contiennent également des régions hyper-variables qui 

sont hautement immunogènes et seraient responsables de l’échappement au système 

immunitaire de l’hôte (Guan et al., 2012; Weiner et al., 1991). 
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b) Protéine p7 

La protéine p7 se situe à la frontière de la séquence codant pour les protéines structurales et 

celle codant pour les protéines non structurales. A l’heure actuelle, on ne sait toujours pas si 

cette protéine est présente au sein de la particule virale. Composée de 63 acides aminés, elle 

est presque intégralement associée à la membrane du RE et contient deux hélices α 

hydrophobes séparées par une boucle basique (Carrère-Kremer et al., 2002). Référencée dans 

la famille des viroporines, la protéine p7 fonctionne comme un canal ionique (Griffin et al., 

2003; Steinmann et al., 2007). Bien qu’elle ne soit pas impliquée dans la réplication de l’ARN 

viral (Blight et al., 2000; Lohmann et al., 1999), elle serait essentielle à la production de virus 

infectieux in vivo et in vitro (Jones et al., 2007; Sakai et al., 2003). Récemment, il a été 

démontré que la protéine p7 jouait un rôle important dans l’adressage de NS2 aux complexes 

de réplication, et dans l’interaction de ce dernier avec NS5A (Boson et al., 2011; Tedbury et 

al., 2011). 

 

c) Protéines non structurales 

� Protéine NS2 

NS2 est une protéine transmembranaire non glycosylée de 23 kDa (Santolini et al., 1995). 

Elle est clivée à partir de la polyprotéine par une peptidase cellulaire à son extrémité N-

terminale, tandis que son extrémité C-terminale subit une auto-protéolyse par la 

métalloprotéase NS2/NS3 (Lin et al., 1994). NS2 a une demi-vie très courte et est dégradée 

par le protéasome après son clivage (Franck et al., 2005). NS2 n’est pas nécessaire à la 

réplication de l’ARN viral. Toutefois, le clivage à la jonction NS2/NS3 est essentiel pour 

libérer une protéine NS3 complètement fonctionnelle ; par conséquent, NS2 promeut la 

réplication de l’ARN viral. Il a aussi été démontré que NS2 joue un rôle important dans 

l’assemblage du virion (Jones et al., 2007; Phan et al., 2009). NS2 est également 

indispensable pour la production de particules infectieuses ; elle pourrait intervenir dans les 

étapes tardives de l’assemblage comme la sécrétion virale, et mettre en jeu 29 résidus de sa 

région N-terminale (de la Fuente et al., 2013). Ce rôle dans l’assemblage serait indépendant 

de son activité protéasique, mais pourrait impliquer un réseau complexe d’interactions avec 

les protéines virales structurales et d’autres protéines non structurales (E1, E2, p7, NS3, 

NS5A) (Boson et al., 2011; Jirasko et al., 2010). 
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� Protéines NS3 et NS4A  

NS3 est une protéine hydrophile et multifonctionnelle de 70 kDa, avec un domaine sérine-

protéase situé dans le tiers de l’extrémité N-terminale (acides aminés 1 à 180) et un domaine 

NTPase et ARN hélicase dans les deux tiers de l’extrémité C-terminale (acides aminées 181 à 

631) (Morikawa et al., 2011). Le domaine protéasique de NS3 a été décrit comme contenant 3 

résidus actifs (Ser 139, His 57 et Asp 81) rejetés à la surface, entre deux feuillets β parallèles 

(Kim et al., 1996; Tomei et al., 1993). Bien que peu comprises, les activités NTPase et 

hélicase de NS3 permettraient de dénouer les structures secondaires de l’ARN viral et 

particulièrement celles de la région 3’NC lors de la réplication. L’activité hélicase pourrait 

également intervenir dans la séparation du brin d’ARN en cours de synthèse de sa matrice ou 

encore favoriser le déplacement de divers facteurs le long de l’ARN viral (Lindenbach et al., 

2005). L’activité protéase assure le clivage protéolytique des jonctions NS3/NS4A, 

NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5B. Cette fonction n’est assurée qu’en association 

avec son cofacteur, la protéine NS4A (Failla et al., 1995).  

NS4A est une petite protéine de 8 kDa possédant une extrémité N-terminale hydrophobe 

ancrée dans la membrane du RE. L’interaction de NS3 avec son cofacteur permettrait ainsi sa 

localisation au niveau de la membrane du RE. L’extrémité C-terminale de NS4A contient une 

hélice α négativement chargée qui contribuerait à la réplication de l’ARN viral et à 

l’assemblage de la particule virale (Phan et al., 2011). 

De par son rôle essentiel au cours de la réplication virale et de la persistance virale, la sérine-

protéase NS3 est aujourd’hui une cible de choix pour le développement de nouveaux 

traitements antiviraux (De Francesco & Migliaccio, 2005). 

� Protéine NS4B 

NS4B est une petite protéine de 27 kDa (Hügle et al., 2001). Sa topologie reste encore mal 

définie. Des analyses prédictives suggèrent que la partie centrale de la protéine présenterait 

quatre domaines transmembranaires. Initialement, il était supposé que ses deux extrémités N- 

et C-terminales étaient exposées à la face cytosolique du RE. Cependant, une hélice α 

amphiphile présente en amont du segment central hydrophobe de la protéine pourrait traverser 

la bicouche lipidique lorsque NS4B est sous une forme homo- ou hétero-oligomérique 

(Gouttenoire et al., 2009). Quant à la région C-terminale de NS4B, elle comporterait 2 hélices 

α qui seraient importantes pour maintenir son rôle dans la réplication virale (Jones et al., 

2007). En outre, l’expression de NS4B induit la formation d’un « réseau membranaire », 
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environnement important lors du processus de réplication (Egger et al., 2002). De plus, elle 

posséderait une activité NTPase ainsi que la capacité d’interagir avec l’ARN viral (Einav et 

al., 2004, 2008; Thompson et al., 2009). 

� Protéine NS5A 

La protéine NS5A est retrouvée sous deux formes, l’une hypophosphorylée de 56 kDa et 

l’autre hyperphosphorylée de 58 kDa. Elle est principalement localisée du côté cytosolique, 

mais est associée au RE par la présence en N-terminal d’une hélice α amphipathique (Brass et 

al., 2002). NS5A est composée de 3 domaines, mais les données structurelles ne sont 

disponibles que pour le domaine I situé en N-terminal (Tellinghuisen et al., 2004). Les acides 

aminés 1 à 213 forment ce premier domaine, qui est capable de se dimériser. Les quatre 

résidus cystéine en position 39, 57, 59 et 80 sont importants pour cette dimérisation, 

également facilitée par le recrutement d’un ion Zn2+ (Lim et al., 2012). En outre, le dimère 

présente en surface des acides aminés très conservés intervenant vraisemblablement dans des 

interactions protéiques ; il renferme aussi une cavité plutôt basique susceptible d’interagir 

avec l’ARN viral. Les structures des domaines II et III sont très peu connus malgré leur 

implication certaine dans la réplication virale. Une étude a montré que la Serine 457 de NS5A 

était essentielle pour le maintien de cette réplication (Tellinghuisen et al., 2008). Une autre 

étude très récente suggère que le domaine II de NS5A soit un déterminant clé pour la 

réplication du génome viral, mais ne serait pas requis dans l’assemblage et la sécrétion des 

virions (Ross-Thriepland et al., 2013). La partie C-terminale du domaine III serait quant à elle 

responsable de l’hyperphosphorylation et serait requise pour l’assemblage (Appel et al., 2008; 

Masaki et al., 2008). NS5A est le siège de plusieurs mutations adaptatives dans le modèle de 

réplicons (Blight et al., 2000; Pietschmann et al., 2009). Ces mutations peuvent, d’une part 

augmenter de plus de 10 000 fois l’efficacité de la réplication (Blight et al., 2002). 

L’occurrence de ces mutations adaptatives ne semble pourtant pas avoir de signification in 

vivo, car l’inoculation chez des chimpanzés avec des génomes fonctionnels contenant 

certaines de ces mutations n’est pas productive (Bukh et al., 2002). D’autre part, l’apparition 

de ces mutations semble favoriser l’expression de la forme hypophosphorylée de NS5A 

(Blight et al., 2000, 2003; Lohmann et al., 2003). Parallèlement, une forte phosphorylation de 

la protéine NS5A est associée à une diminution de l’efficacité de réplication dans des modèles 

de réplicons (Appel et al., 2005; Evans et al., 2004; Neddermann et al., 2004). Il a également 

été montré que l’état de phosphorylation de NS5A pouvait être régulé par les protéines NS3, 

NS4A et NS4B (Koch & Bartenschlager, 1999; Neddermann et al., 1999). L’ensemble de ces 
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données laisse penser que la protéine NS5A pourrait intervenir dans la balance 

réplication/assemblage par modulation de son état de phosphorylation. 

� Protéine NS5B 

NS5B est l’enzyme clé du complexe de réplication puisqu’elle permet la synthèse des 

nouveaux ARN viraux de polarité (+) et (-). NS5B est une protéine hydrophile de 68 kDa 

ancrée dans la membrane du RE, en C-terminal. Elle présente un motif peptidique Gly-Asp-

Asp (ou motif GDD) analogue à celui rencontré dans la séquence des ARN polymérases ARN 

dépendantes de nombreux virus (Miller & Purcell, 1990). Plusieurs études ont démontré in 

vitro cette activité d’ARN polymérase ARN dépendante (Behrens et al., 1996; Lohmann et 

al., 1997; Yamashita et al., 1998). L’activité de polymérisation est cependant dépourvue de 

toute action correctrice, générant ainsi une grande variabilité génétique au sein des transcrits. 

La structure tridimensionnelle de NS5B a été résolue et présente une structure en main droite 

classique où les domaines correspondant aux doigts, à la paume et au pouce encerclent le site 

actif (Lesburg et al., 1999). Le domaine catalytique se retrouve ainsi dans la paume ; les 

doigts et le pouce interviennent eux dans la régulation de l’interaction de NS5B avec l’ARN 

viral (Biswal et al., 2005). Très récemment, une équipe a montré que NS5B était enrichie en 

éléments de régulation agissant en cis, comme amplificateurs de la réplication virale (Chu et 

al., 2013). 

 

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

VHC 

La découverte du VHC a permis de diagnostiquer et prévenir de nouvelles infections, en 

particulier chez les receveurs de sang grâce à la détection d’anticorps spécifiques du VHC 

dans le sérum des donneurs de sang potentiellement infectés. Au départ, le manque de 

modèles robustes de cultures cellulaires et de modèles de petits animaux a rendu très difficile 

l’étude du cycle de vie du virus, ainsi que les interactions hôte-pathogène. Cependant, au 

cours des quinze dernières années, plusieurs modèles ont été développés et utilisés avec 

succès pour étudier les différentes étapes du cycle viral et identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques. Certains des modèles les plus courants seront présentés dans les sections 

suivantes. 
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A. Modèle des pseudoparticules du VHC 

Les pseudoparticules du VHC (VHCpp) sont des particules virales chimériques produites par 

la co-transfection de cellules de la lignée rénale embryonnaire humaine HEK 293T, avec des 

vecteurs d’expression codant pour les glycoprotéines non modifiées E1 et E2 du VHC, les 

protéines gag-pol du virus de leucémie murine (MLV) ou celui du VIH et un génome 

rétroviral codant pour un gène rapporteur de la GFP ou de la luciférase (Figure 8) (Bartosch et 

al., 2003a; Hsu et al., 2003). L’internalisation de ces particules conduit à la libération de la 

capside rétrovirale dans le cytoplasme de la cellule cible, suivie d’une transcription inverse et 

une intégration du génome viral dans celui de la cellule hôte. L’infection peut être quantifiée 

par la mesure de l’expression du gène rapporteur. 

 

 

Figure 8 : Production des pseudoparticules du VHC (VHCpp). 
Les cellules de la lignée HEK (Human Embryonic Kidney) 293T sont transfectées avec trois vecteurs 
d’expression. Le premier (a) est le vecteur d’empaquetage qui code pour les protéines rétrovirales Gag et Pol. Le 
deuxième vecteur (b) contient la séquence du gène rapporteur qui peut être encapsidé dans des particules grâce à 
la présence de la séquence d’encapsidation (Ψ). Le troisième vecteur (c) code pour les glycoprotéines E1 et E2 
du VHC. Les virus recombinants collectés à partir du surnageant sont alors constitués d’une capside rétrovirale 
contenant un génome ARN avec les glycoprotéines du VHC à leur surface. D’après (Régeard et al., 2007). 



Le virus de l’hépatite C 

 

21 

Les VHCpp infectent préférentiellement les cultures primaires d’hépatocytes humains et des 

lignées cellulaires humaines d’origine hépatique. Il a cependant été montré que ces 

pseudoparticules pouvaient infecter, avec une moindre efficacité, des lignées non hépatiques 

(Caco-2, MCF-7…) et non humaines (Vero) (Bartosch et al., 2003a). En l’absence de système 

de culture cellulaire du VHC, les VHCpp ont représenté l’outil le plus proche des particules 

natives du VHC ; cependant elles ne reflètent pas complètement le virus produit chez les 

patients. En effet, contrairement au virus natif, les VHCpp ne sont pas associées à des 

lipoprotéines, sachant qu’elles sont produites dans les cellules HEK293T, qui ne synthétisent 

pas de lipoprotéines. Toutefois, ce modèle a permis l’identification de plusieurs récepteurs 

cellulaires essentiels à l’entrée du VHC dans les cellules, comme le récepteur aux 

lipoprotéines de faible densité (LDL-R), les protéines de jonctions serrées : Claudines-1,-6 et 

-9 et plus récemment l’Occludine. 

Ce modèle est limité à l’étude de l’entrée du VHC dans les cellules ou à l’étude des anticorps 

dirigés contre les protéines d’enveloppe du VHC et ne permet de mimer que les étapes 

précoces, de l’attachement de la particule à la libération de la capside virale (Bartosch et al., 

2005; Lavillette et al., 2005). 

 

B. Modèle du réplicon du VHC  

En 1999, Lohmann et al. ont réalisé une avancée importante dans la recherche sur le VHC 

quand ils ont rapporté la mise au point d’un système de culture cellulaire basé sur la sélection 

de cellules permettant une réplication stable de l’ARN génomique du VHC (Lohmann et al., 

1999). Ils ont travaillé sur un génome consensus de génotype 1b provenant d’un patient 

chroniquement infecté. La région allant de la protéine de capside à la protéine p7 a été 

remplacée par la séquence codant pour le gène de résistance à la néomycine et l’IRES du 

virus de l’encéphalomyocardite (ECMV). Le réplicon sub-génomique résultant est donc 

bicistronique, dont la traduction du premier cistron (gène de résistance à la néomycine) est 

assurée par l’IRES du VHC et celle du second cistron (NS2-NS5B) par l’IRES de l’ECMV. 

D’autres constructions sub-génomiques sont composées d’un second cistron codant pour les 

protéines NS3 à NS5B (Figure 9A). Après transfection de cellules de la lignée Huh7 avec ce 

réplicon, la sélection de la très faible proportion de cellules supportant une réplication 

autonome a été obtenue par traitement avec la néomycine (Figure 9B1). Plusieurs mutations 

(désignées sous le terme de mutations adaptatives de culture cellulaire) ont été identifiées 
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dans ces ARNs à réplication autonome et il a été démontré que ces mutations amélioraient 

considérablement la réplication dans les réplicons. Un pôle majeur de ces mutations a été 

retrouvé dans NS5A, NS3 et NS5B, et elles augmentent la réplication de l’ARN de près de 

10.000 fois (Blight et al., 2002; Krieger et al., 2001; Lohmann et al., 2001). En 2002, 

Pietschmann et al. ont généré un réplicon génomique, contenant l’ensemble du génome du 

VHC de génotype 1b (Pietschmann et al., 2002). Plus récemment, des réplicons de génotype 

4a et 3a ont été décrits (Peng et al., 2013; Saeed et al., 2013). Ils contiennent des mutations 

adaptatives qui amplifient la réplication de l’ARN. 

 

Figure 9 : Représentation schématique du système de réplicon.  
Les réplicons subgénomique et génomique sont composés de la région 5’NC du VHC, du gène codant la 
néomycine phosphotransférase (NéoR), de l’IRES du virus de l’encéphalomyocardite, de la région codant pour 
les protéines du VHC et de la région 3’NC (A). Les cellules Huh7 sont électroporées avec l’ARN du réplicon. 
Les colonies répliquant efficacement le réplicon du VHC sont choisies en raison de leur résistance à la G418 
(B1). En parallèle, des sous-clones de Huh7 hautement permissifs à la réplication du VHC peuvent être obtenus 
par traitement à la G418 des cellules transfectées. Les cellules sont ensuite traitées par l’IFN pour éliminer le 
réplicon (B2). D’après (Régeard et al., 2007). 
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Le développement des réplicons sub-génomiques a permis de définir l’unité minimale de 

réplication : en effet, l’insertion de la séquence codant pour les protéines non structurales NS3 

à NS5B est nécessaire à leur réplication autonome. Cependant, l’utilisation des réplicons 

génomiques est complémentaire car il n’est pas exclu que l’expression des protéines 

structurales modifie certains aspects de l’étape de réplication. 

 

C. Modèle du clone cellulaire du VHC 

Un inconvénient majeur du modèle de réplicon était son incapacité à produire des particules 

virales. Une avancée importante est survenue quand un réplicon génomique a été construit en 

utilisant le clone JFH-1, de génotype 2a du VHC et isolé d’un patient japonais souffrant d’une 

hépatite fulminante. Ce réplicon se répliquait efficacement en culture cellulaire, sans avoir 

besoin de mutations adaptatives et produisait des particules virales infectieuses (Wakita et al., 

2005). Grâce à ce modèle, il a été possible pour la première fois de caractériser les particules 

virales produites in vitro. D’un point de vue morphologique, les particules virales ont été 

observées par microscopie électronique, et elles présentaient un diamètre de 55 nm (Wakita et 

al., 2005). D’un point de vue biochimique, des analyses par gradient de densité ont permis de 

montrer que ces particules virales du VHC dérivées de clone cellulaire (nommées VHCcc) 

produites in vitro étaient associées à des lipoprotéines (Gastaminza et al., 2006; Lindenbach 

et al., 2005; Zhong et al., 2005). Cependant, cette association initiale ne semble pas être 

optimale puisque les virus récupérés après un passage in vivo, aussi bien chez le chimpanzé 

que chez des souris humanisées, présentent une association plus stable avec les lipoprotéines, 

conduisant à une meilleure infectiosité in vitro (Lindenbach et al. 2006). 

Les capacités de réplication et de production de virions du réplicon JFH-1 ont été améliorées 

par la construction d’un réplicon chimérique de JFH-1 qui contenait les protéines structurales 

d’un autre isolat 2a appelé J6 (Pietschmann et al., 2006). Très récemment, un nouveau clone 

infectieux dérivé de culture cellulaire a été généré. Il est également issu d’un génome 2a d’un 

patient japonais atteint d’une hépatite fulminante (appelé JFH-2). Cette fois, des mutations ont 

été retrouvées et elles permettent d’augmenter la réplication du clone JFH-2. Ce génome se 

réplique dans des lignées hépatiques et produit des virus infectieux (Date et al., 2012). Dans 

le même temps, Li et al. ont développé un clone infectieux de génotype 1a dérivé de culture 

cellulaire appelé TN, qui réplique efficacement et produit également des particules 

infectieuses (Li et al., 2012). 
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Les particules VHCcc (Figure 10) ont la capacité d’infecter les mêmes cultures cellulaires que 

les pseudoparticules VHCpp. Cependant, peu d’équipes ont rapporté l’infection d’hépatocytes 

humains en culture primaire par les particules VHCcc. Cette infection dans les hépatocytes 

humains primaires serait dépendante de la présence de CD81 (Molina et al., 2008) et les 

cellules supporteraient un cycle infectieux complet, incluant la production de nouvelles 

particules infectieuses. Toutefois, ces nouvelles particules infectieuses ont une densité de 

flottaison plus faible et une infectiosité plus forte, caractéristiques similaires aux particules 

associées aux VLDL produites durant l’infection in vivo (Podevin et al., 2010). 

Le développement du modèle VHCcc a permis l’étude in vitro du cycle de vie complet du 

virus, y compris les étapes qui étaient auparavant inaccessibles tels que l’assemblage des 

particules virales et la sécrétion des particules infectieuses. 

 

 

Figure 10 : Représentation schématique du modèle VHCcc.  
Les lignées cellulaires Huh7 sont électroporées avec les transcrits d’ARN du génome JFH1. Deux jours après la 
transfection, les virus sont sécrétés dans le surnageant des cellules répliquant le génome JFH1 du VHC. D’après 
(Régeard et al., 2007). 
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IV. Cycle viral du VHC 

Les virus sont des particules inertes qui exploitent la machinerie de la cellule hôte pour 

réaliser leur cycle biologique. Ainsi, durant chaque étape du cycle viral du VHC, le virus 

interagit avec de nombreux partenaires cellulaires. La première étape constitue l’entrée du 

virus dans sa cellule hôte suivant un tropisme qui lui est propre. L’entrée du virus nécessite la 

reconnaissance de partenaires cellulaires exprimés à la membrane plasmique, permettant son 

attachement à la surface de la cellule. Une succession d’évènements permet ensuite la 

pénétration du virus dans la cellule et le relargage de la nucléocapside dans le cytoplasme. La 

suite du cycle permet la traduction du génome viral et la maturation des protéines virales 

nécessaires au bon déroulement de l’étape suivante, la réplication virale. A ce stade, le 

complexe de réplication se forme, aboutissant à la synthèse de l’ARN viral de polarité 

négative et l’amplification de l’ARN de polarité positive. Le cycle s’achève par une dernière 

étape qui consiste en l’assemblage de nouvelles particules virales et leur sécrétion dans le 

domaine extracellulaire. Nous développerons ces différentes étapes dans la suite de cette 

section. 

 

A. Tropisme cellulaire 

Le tropisme d’un virus est déterminé non seulement par la reconnaissance de partenaires 

cellulaires présents à la membrane plasmique mais également par la susceptibilité des cellules 

à supporter l’intégralité du cycle viral. Le tropisme du VHC est particulièrement restreint 

puisqu’il n’est infectieux que sur trois espèces : l’Homme, le chimpanzé et la musaraigne des 

arbres. De plus, le tropisme est limité au sein de l’individu infecté et se traduit par un faible 

nombre de types cellulaires permissifs. 

Bien que le foie soit le site principal de la réplication du VHC, des études récentes ont 

suggéré qu’il ne serait pas le seul site de réplication du virus et que des sites extra-hépatiques 

existeraient. En effet, de l’ARN viral a été détecté dans les cellules mononucléées du sang 

périphérique, dans le cerveau et dans le système nerveux central (Fishman et al., 2008; 

Murray et al., 2008). Cependant, la détection d’ARN viral de brin positif en l’absence de tout 

brin négatif dans le tissu n’indique pas une réplication du VHC. Plusieurs études ont détecté 

l’ARN du VHC dans les tissus du système nerveux central et dans le fluide cérébrospinal 

(Fishman et al., 2008; Forton et al., 2004; Murray et al., 2008; Wilkinson et al., 2010). 
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Toutefois, une variation génétique a été observée dans les séquences virales du cerveau par 

rapport à celles du foie, chez un même patient (Fishman et al., 2008; Murray et al., 2008). 

Pour le moment, il existe peu d’études in vitro ayant identifié les cellules du système nerveux 

central comme étant permissives à l’infection par le VHC. Récemment, des lignées 

endothéliales de la barrière hémato-encéphalique ont été identifiées comme supportant 

l’entrée et la réplication du VHC (Fletcher et al., 2012). Ces lignées endothéliales exprimaient 

tous les récepteurs requis pour l’entrée du VHC. Ces résultats démontrent que l’entrée du 

VHC ne se limite pas aux hépatocytes et suggèrent que le système nerveux central pourrait 

être une cible pour l’infection in vivo du virus.  

Ces différents sites extra-hépatiques pourraient constituer des « réservoirs du virus », et 

seraient notamment responsables des ré-infections hépatiques après une greffe de foie. 

 

B. Mécanismes d’entrée 

1. Interaction avec des partenaires cellulaires de surface 

De par leur exposition à la surface des particules virales, les glycoprotéines d’enveloppe E1 et 

E2 sont très probablement impliquées dans l’entrée du virus dans la cellule. En effet, E1 et E2 

participent à la plupart des étapes de l’entrée virale : attachement à la membrane des cellules, 

endocytose et fusion aux endosomes précoces dans un environnement à faible pH (Blanchard 

et al., 2006; Hsu et al., 2003; Meertens et al., 2006; Tscherne et al., 2006). L’infection est 

initiée par l’interaction de la particule virale avec des protéines spécifiques, à la surface 

cellulaire. Ces protéines appartiennent à deux catégories, classées en fonction des 

conséquences fonctionnelles de leur interaction : les facteurs d’attachement et les récepteurs. 

Les facteurs d’attachement servent à lier et concentrer les particules virales à la surface 

cellulaire, avec toutefois une spécificité assez faible. D’autre part, les récepteurs ont pour rôle 

de promouvoir activement l’entrée du virus en induisant des changements conformationnels 

des glycoprotéines virales et/ou en activant les voies de signalisation requises pour 

l’internalisation du virion. L’entrée du VHC est donc un processus complexe et multi-étapes, 

impliquant des facteurs d’attachement (glycosaminoglycanes, récepteur des LDL, lectines de 

type C) et des récepteurs (SRBI, CD81, Claudine-1 et Occludine). 
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a) Les facteurs d’attachement 

� Glycosaminoglycanes   

Les Glycosaminoglycanes (GAGs) sont présents à la surface des cellules et semblent être le 

site initial pour la fixation du VHC et d’autres virus de la famille des Flaviviridae (Barth et 

al., 2003). Les GAGs sont des polysaccharides à longues chaînes non ramifiées, exprimés à la 

surface de toutes les cellules mais dont la composition varie en fonction du type cellulaire. Il 

existe plusieurs types de GAGs, incluant les kératanes-sulfates et les héparanes-sulfates. Dans 

le cas du VHC, l’intervention des GAGs dans les processus d’entrée a été initialement mise en 

évidence à l’aide de particules virus-like, provenant de l’auto-assemblage des protéines 

structurales du VHC. Dans ce modèle, seuls certains GAGs, dérivés de l’héparine, étaient 

susceptibles d’intervenir dans l’attachement des particules virales aux cellules de la lignée 

HepG2 (Barth et al., 2003, 2006). Des résultats similaires ont été obtenus à l’aide du modèle 

VHCcc, alors qu’aucune interaction avec l’héparine n’a pu être démontrée avec les VHCpp 

(Callens et al., 2005; Koutsoudakis et al., 2006; Morikawa et al., 2007). 

� Lectines de type C 

DC-SIGN et L-SIGN appartiennent à la famille des lectines de type C, connues pour 

fonctionner en tant que facteurs d’attachement pour plusieurs virus dans leur étape d’entrée, y 

compris le VIH de type I (Geijtenbeek et al., 2000). DC-SIGN est exprimée à la surface des 

cellules dendritiques, des cellules de Kupffer et des lymphocytes, tandis que L-SIGN est 

exprimée dans les cellules endothéliales sinusoïdales du foie. DC-SIGN et L-SIGN se lient 

spécifiquement à la forme soluble de la glycoprotéine E2 du VHC (Gardner et al., 2003). Ces 

molécules seraient capables de transmettre le virus à des cellules permissives et pourraient 

également jouer un rôle dans le tropisme tissulaire (Gardner et al., 2003). 

� Récepteur des LDL   

Le récepteur des LDL (LDL-R) (Figure 11) est une glycoprotéine membranaire qui contrôle la 

voie principale par laquelle le cholestérol pénètre dans les cellules. Son ligand physiologique, 

le LDL, contient l’apolipoprotéine B et transporte 65 à 70% du cholestérol plasmatique. Le 

LDL-R se lie également à des lipoprotéines contenant l’apolipoprotéine E, tels que les VLDL 

(Molina et al., 2007). 
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Figure 11 : Représentation schématique du LDL-R. 
LDL-R possède un domaine transmembranaire. Son domaine N-terminal, dirigé vers le milieu extracellulaire est 
fortement glycosylé. Les O-glycosylations et les N-glycosylations sont représentées en vert clair et vert foncé, 
respectivement. 
 

Etant donné que les virions circulants sont associés à des lipoprotéines enrichies en 

triglycérides incluant les VLDL et les LDL (André et al., 2002; Kanto et al., 1995), le LDL-R 

a été proposé comme un potentiel facteur d’entrée du VHC. De plus, plusieurs études ont 

montré que d’autres membres de la famille des Flaviviridae utilisaient également le LDL-R 

pour l’entrée virale (Beglova & Blacklow, 2005). La mise en évidence de l’importance du 

LDL-R dans l’infection par le VHC a été apportée par une étude réalisée sur des cultures 

primaires d’hépatocytes humains. Pour cela, des infections ont été réalisées sur les cellules, 

avec du VHC sérique. En combinaison avec l’utilisation d’anticorps dirigés contre le LDL-R, 

l’équipe a observé une inhibition de l’infection par le VHC. Elle a alors suggéré que le LDL-

R jouait un rôle dans les étapes précoces de l’infection (Molina et al., 2007).  

Le rôle de LDL-R dans l’infection virale a été confirmé plus récemment, grâce à la 

lipoprotéine lipase. Cette enzyme possède la particularité de pouvoir hydrolyser les 

lipoprotéines riches en triglycérides associées aux particules virales infectieuses, en VLDL et 

en chylomicrons. Mais indépendamment de cette activité catalytique, la lipoprotéine lipase a 
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également une activité de pontage, en participant à l’absorption hépatique des chylomicrons et 

des VLDL. L’ajout exogène de cette enzyme a permis d’inhiber de plus de 90% l’infection 

dans les cellules de la lignée hépatique Huh7.5 (Maillard et al., 2011). Cette inhibition 

passerait par l’action de la lipoprotéine lipase sur les lipoprotéines enrichies en triglycérides 

associées aux particules virales, à travers des mécanismes impliquant son activité lipolytique, 

mais aussi sa fonction de pontage (Maillard et al., 2011; Sun et al., 2012). Récemment, 

Albecka et al. ont mis en lumière l’importance du LDL-R pour une réplication optimale du 

VHC. L’utilisation de l’ARN interférence en ciblant le LDL-R a permis de réduire 

l’infectivité du VHCcc dans les cellules Huh7, confirmant ainsi un rôle de ce récepteur dans 

le cycle de vie du VHC. De plus, l’utilisation d’un anticorps spécifique contre le LDL-R a 

conduit à une baisse de la réplication de l’ARN viral. Par contre, lors de cette étude, l’équipe 

n’a pas observé un réel impact sur l’entrée virale après l’inhibition du LDL-R. Elle a donc 

proposé que le LDL-R n’était pas essentiel à une entrée des particules infectieuses du VHC, 

mais que sa fonction physiologique était importante pour une réplication optimale du génome 

(Albecka et al., 2012). 

 

b) Les récepteurs 

� CD81 

CD81 est une tétraspanine de 25 kDa exprimée dans tous les tissus, à l’exception des hématies 

et des plaquettes. Elle est impliquée dans divers mécanismes dont l’adhérence cellulaire, la 

motilité et la signalisation (Figure 12). Au niveau de la membrane plasmique, les 

tétraspanines interagissent entre elles et avec d’autres protéines cellulaires pour former des 

domaines riches en tétraspanines (TEM : tetraspanin enriched microdomains). La composition 

de ces TEM semble dépendante du type cellulaire, permettant ainsi l’accomplissement de 

fonctions spécifiques à chaque type cellulaire. CD81 a été le premier facteur identifié comme 

nécessaire à l’entrée du VHC dans la cellule. Ce rôle a été suggéré après la démonstration que 

CD81 interagit avec une forme soluble de la glycoprotéine E2 (Pileri et al., 1998), ce qui 

implique que CD81 pourrait être un facteur de liaison. Par la suite, ce rôle a été largement 

confirmé grâce aux modèles VHCpp, VHCcc, de VHC isolé du patient et au modèle de souris 

humanisées (Bartosch et al., 2003b; Lavillette et al., 2005; Lindenbach et al., 2005; Wakita et 

al., 2005; Zhang et al., 2004). L’étape d’entrée du VHC pendant laquelle CD81 intervient 

demeure incertaine. Plusieurs équipes ont montré que des anticorps anti-CD81 pouvaient 
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inhiber l’infection de façon similaire, qu’ils soient ajoutés avant, pendant ou après 

l’incubation des cellules avec le VHC. Cela suggère soit, que le rôle primaire de CD81 n’est 

pas de participer à la liaison du virus à la surface cellulaire (Koutsoudakis et al., 2006; Zeisel 

et al., 2007), soit que son rôle s’étend au-delà. Une possible implication de CD81 au cours de 

la réplication a même été suggérée après observation que la réplication du VHC était efficace 

dans des cellules présentant des niveaux élevés de CD81 (Zhang et al., 2010). 

 
 
Figure 12 : Représentation schématique de CD81. 
La tétraspanine CD81 est composée de quatre domaines transmembranaires, de deux boucles extracellulaires 
(SEL et LEL) et d’une courte boucle cytosolique. Au sein de LEL se situent quatre résidus cystéines conservés, 
impliqués dans la formation de ponts disulfures et indiqués en violet sur le schéma. En orange sont représentés 
les résidus cystéines localisés dans le cytosol et possédant potentiellement un groupement palmytoyl. 

 

� SRBI 

SRBI est une glycoprotéine de 82 kDa, fortement exprimée dans les tissus hépatiques et 

stéroïdogéniques (Figure 13), particulièrement dans les régions adjacentes au flux sanguin, où 

elle participe à l’absorption sélective du cholestérol à partir des lipoprotéines de haute densité 

(HDL). Elle agit également comme un récepteur endocytique, pour maintenir l’homéostasie 

lipidique dans les cellules hépatiques (Acton et al., 1996; Connelly et al., 1999). Cette 

protéine est exprimée dans la majorité des cellules mammaliennes, mais son expression est 

particulièrement forte dans le foie (Bartosch et al., 2003b). SRBI a été initialement identifiée 

comme un facteur putatif de liaison à E2 via son domaine hypervariable 1 (HVR1) (Bartosch 

et al., 2005). L’implication de SRBI dans l’entrée du VHC a été suggérée par sa capacité à se 
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lier à une forme soluble de E2 (Scarselli et al., 2002). Ce rôle a été confirmé plus tard par 

l’inhibition de l’infection par le VHC avec des anticorps anti-SRBI et en inhibant l’expression 

de la protéine dans des lignées cellulaires ou des cultures primaires d’hépatocytes humains 

(Bartosch & Dubuisson, 2010; Dubuisson et al., 2008; Helle & Dubuisson, 2008; Régeard et 

al., 2008). Les résidus de SRBI potentiellement impliqués dans la liaison avec E2 ont 

récemment été identifiés dans son ectodomaine (Catanese et al., 2010). En effet, les acides 

aminés 70-87 et le résidu E210 sont requis pour la reconnaissance de E2. L’épissage alternatif 

du transcrit conduit à la production de SRBII qui diffère de SRBI seulement dans son 

domaine C-terminal. Le domaine C-terminal de SRBII participerait à l’internalisation rapide 

et à la localisation intracellulaire de la protéine. L’extrémité C-terminale de SRBI a été 

montrée comme jouant un rôle dans l’entrée du VHC (Dreux et al., 2009a). En plus de la 

liaison directe de la forme soluble de E2 avec SRBI, il a également été suggéré que le virus 

pouvait se lier à SRBI via sa composition lipoprotéique (Maillard et al., 2006). De plus, 

l’effet activateur des HDL sur l’infection du VHC, et l’observation que des mutations dans 

SBRI (conduisant à l’inhibition de la fixation des HDL et du transfert lipidique) perturbaient 

également l’infection par le VHCpp (Dreux et al., 2009a), confortent ce rôle fonctionnel de 

SRBI lié aux lipoprotéines, dans l’infection par le VHC. 

 

 
 
Figure 13 : Représentation schématique de SBRI. 
SBRI est une protéine membranaire contenant deux domaines transmembranaires et une boucle extracellulaire. 
Elle présente 6 cystéines au sein de la boucle extracellulaire et 2 autres localisées au niveau de la queue C-
terminale, pouvant être palmytoylées ou myristylées. Ces résidus cystéines sont indiqués en violet. Les acides 
aminés pouvant être modifiés par N-glycosylation sont représentés en vert. D’après (Cocquerel et al., 2006). 

 

Bien qu’il ait été suggéré que E2 puisse se lier à CD81 et SRBI (Heo et al., 2006), la nature 

de cette interaction tripartite n’est pas claire, et les expériences sont compliquées par la 
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présence d’agrégats de ponts di-sulfures au niveau de E2. Une hypothèse serait que 

l’association du virus avec SRBI pourrait déclencher un réarrangement membranaire ou 

cytoplasmique qui apporterait le complexe VHC-SRBI à proximité des autres facteurs 

cellulaires. 

� Claudine-1 

La Claudine-1 est une protéine de 23 kDa (Figure 14) et appartient à la famille des claudines, 

qui compte 24 membres. Les claudines jouent un rôle essentiel dans la formation et le 

maintien des jonctions serrées dans les cellules épithéliales et endothéliales. La première 

étude à faire cas de l’implication de la Claudine-1 dans l’entrée du VHC a été réalisée en 2007 

par Evans et ses collaborateurs. Grâce à une approche d’expression de gènes par clonage 

itératif et à l’utilisation d’un anticorps anti-Claudine-1, l’équipe a montré que la Claudine-1 

était importante pour l’entrée virale, probablement dans les étapes tardives de l’entrée, après 

l’attachement du virus et l’interaction avec CD81 (Evans et al., 2007). Par la suite, plusieurs 

équipes ont également mis en évidence des interactions directes entre les tétraspanines et les 

claudines, soutenant ainsi un modèle où les complexes CD81-Claudine-1 participent à 

l’internalisation du VHC (Brazzoli et al., 2008; Cukierman et al., 2009; Harris et al., 2010). 

Cette implication dans l’internalisation semble confirmée car l’utilisation d’anticorps 

spécifiques anti-Claudine-1 permet de neutraliser l’étape de post-attachement de l’infection 

virale (Fofana et al., 2010; Krieger et al., 2010). 

Les Claudines-6 et -9 ont également été impliquées dans l’entrée du VHC (Meertens et al., 

2008; Zheng et al., 2007) ; cependant, leurs niveaux d’expression dans le foie et dans des 

hépatocytes humains primaires sont faibles et leur pertinence physiologique pour l’entrée in 

vivo du VHC n’est pas encore clairement établie. 
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Figure 14 : Représentation schématique de la Claudine-1. 
La Claudine-1 possède 4 domaines transmembranaires, une courte séquence N-terminale cytosolique, deux 
boucles extracellulaires, une boucle intracellulaire et un domaine C-terminal cytosolique. Les sites de 
palmytoylation sont représentés en orange. D’après (Van Itallie & Anderson, 2006). 
 
 

� Occludine 

L’Occludine est une protéine transmembranaire de 65 kDa et un constituant majeur des 

jonctions serrées hépatiques (Figure 15). Bien que la présence de SRBI, CD81 et la Claudine-

1 soit essentielle pour l’infection, ces protéines sont insuffisantes pour permettre une infection 

par le VHC dans des cellules non permissives. En 2009, l’Occludine a été identifiée comme la 

quatrième molécule de la cellule hôte requise pour l’entrée du VHC (Benedicto et al., 2009; 

Liu et al., 2009; Ploss et al., 2009). Plus récemment, Dorner et ses collègues ont rapporté que 

l’expression de l’Occludine, de SRBI, de la Claudine-1 et de CD81 humaines dans du foie 

murin confèrent la susceptibilité à l’entrée du VHC dans les hépatocytes (Dorner et al., 2011). 

Michta et al. ont identifié la seconde moitié du domaine extracellulaire 2 de l’Occludine 

comme étant importante pour l’infectivité du VHC (Michta et al., 2010).  
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Membrane Cytoplasme  

Figure 15 : Représentation schématique de l’Occludine. 
L’Occludine possède 4 domaines transmembranaires, deux boucles extracellulaires et une boucle intracellulaire. 
Ses régions en N- et C-terminale sont cytoplasmiques.aa : acide aminé. D’après (Feldman et al., 2005). 

 

L’Occludine est essentiellement exprimée à la membrane apicale des hépatocytes dans un foie 

normal, et contrairement à la Claudine-1, l’expression est minimale à la surface basolatérale 

(Mee et al., 2008). L’expression de l’Occludine dans les hépatocytes, de même que l’entrée 

du VHC sont augmentées lors d’un traitement aux glucocorticoïdes (Ciesek et al., 2010) ; 

tandis que l’expression de l’Occludine est régulée à la baisse lors de l’infection par le VHC, 

afin de prévenir une surinfection (Liu et al., 2009). 

� D’autres récepteurs candidats : EGF-R EphA2 et NPC1 L1 

En 2011, l’équipe dirigée par Thomas Baumert a mis en évidence le rôle de récepteurs à 

activité tyrosine kinase (RTKs) dans l’entrée du VHC. Le récepteur au facteur de croissance 

épidermique (EGF-R : Epidermal Growth Factor Receptor) et celui de l’Ephrine A2 (EphA2 : 

Ephrin receptor A2) sont des RTKs fortement exprimés dans le foie. Leur inhibition par 

l’ARN interférence ou par des inhibiteurs de protéines kinases cliniquement approuvées 

(Erlotinib et Dasatinib, respectivement) induit une diminution de l’entrée et de l’infection 

virales. Ces deux récepteurs réguleraient la formation des complexes CD81-Claudine-1, 

complexes nécessaires à l’entrée virale (Lupberger et al., 2011). Plus récemment, Diao et al. 
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ont proposé que CD81 co-internalise avec l’EGF-R et que ce soit cette étape qui soit bloquée 

par les inhibiteurs d’EGF-R. La liaison directe de la particule virale avec CD81 induirait 

l’activation et l’internalisation de l’EGF-R, sans implication apparente de la Claudine-1. Cette 

internalisation serait critique pour l’entrée virale (Diao et al., 2012). Plus récemment, Kim et 

al. ont suggéré que la MAP kinase MKNK1 agirait en aval de EGF-R, pour faciliter l’entrée 

virale (Kim et al., 2013). Une autre étude a identifé la GTPase HRas comme étant nécessaire 

à l’entrée du VHC. Elle serait activée en aval de la signalisation d’EGF-R et serait un 

transducteur de signal clé chez l’hôte dans l’entrée virale induite par l’EGF-R. Cette protéine 

HRas s’associerait avec CD81 et la Claudine-1, et sa signalisation serait requise pour la 

diffusion latérale de CD81 à la membrane, ce qui permettrait l’assemblage de cette dernière 

avec la Claudine-1 (Zona et al., 2013).  

En 2012, Sainz et al. ont identifié le récepteur d’absorption du cholestérol, Niemann-Pick C1-

like 1 (NPC1L1) comme un nouveau facteur impliqué dans l’entrée du VHC (Sainz et al., 

2012). NPC1L1 est un récepteur du cholestérol, exprimé à la surface des cellules intestinales 

et des hépatocytes humains. Il est responsable de l’absorption cellulaire du cholestérol et de 

l’homéostasie du cholestérol dans tout l’organisme (Altmann et al., 2004). Sainz et al. ont 

démontré que l’expression de NPC1L1 était nécessaire pour l’initiation de l’infection. Ils ont 

également montré le rôle de ce récepteur dans l’infection in vivo du VHC. En utilisant 

l’ézétimibe, un inhibiteur de la fonction de NPC1L1, sur des souris immunodéficientes dont le 

foie a été repeuplé avec des hépatocytes humains, ils ont constaté que cette molécule retardait 

l’établissement de l’infection par le VHC. L’implication de NPC1L1 dans l’entrée du VHC 

pourrait intervenir dans une étape de post-fixation (Sainz et al., 2012). 

En résumé, les protéines d’enveloppe du VHC peuvent interagir avec de nombreux 

partenaires cellulaires à la surface de la cellule hôte. Les particules virales sont sous la forme 

de lipoviroparticules, issues de la liaison entre les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du 

VHC et les lipoprotéines cellulaires enrichies en triglycérides, cholestérol, et plusieurs 

apolipoprotéines (Aizaki et al., 2008; André et al., 2002). La circulation des lipoviroparticules 

et leur capacité à servir de médiateur à l’infection implique que les voies de transport des 

lipides peuvent être engagées dans le ciblage du foie par le VHC.  

En conclusion, dans un procédé coordonné comportant plusieurs étapes, le VHC s’attacherait 

d’abord aux GAGs. Ensuite, il se lierait au LDL-R, SRB1 et CD81 à la surface des 

hépatocytes, puis il interagirait avec la Claudine-1 et l’Occludine dans les jonctions serrées, 
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avant d’être endocyté. EGF-R et EphA2 favoriseraient alors l’association CD81-Claudine-1, 

ainsi que la fusion membranaire. NPC1L1 pourrait quant à lui favoriser l’entrée du VHC, soit 

directement par l’interaction avec le cholestérol des lipoviroparticules, soit indirectement par 

modulation de l’homéostasie du cholestérol (Figure 16). Avec une telle diversité de facteurs 

cellulaires impliqués, la poursuite du décryptage de l’entrée virale est donc nécessaire, afin 

d’étudier avec plus de précisions l’implication de chacun des récepteurs candidats et de 

déterminer les cascades d’évènements permettant une infection productive. 

 

(EGFR, EphA2)

 

Figure 16 : Potentiels rôles fonctionnels de NPC1L1, de l’EGF-R et de l’EphA2 dans l’entrée du VHC. 
La majorité des NPC1L1 est localisée à la surface apicale (canalicules biliaires). Le VHC se lierait aux 
glycosaminoglycanes, et l’entrée virale serait induite par SRBI, CD81, la Claudine-1, l’Occludine, ainsi que les 
récepteurs à activité tyrosine kinase (EGF-R et EphA2) qui favorisent l’association CD81- Claudine-1 et la 
fusion membranaire. NPC1L1 pourrait favoriser l’entrée du VHC, soit directement par l’interaction avec le 
cholestérol des lipoviroparticules, soit indirectement par modulation de l’homéostasie du cholestérol. Modifiée 
de (Lupberger et al., 2012). 
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2. Internalisation du virus et fusion entre membranes virales et cellulaires 

L’utilisation d’inhibiteurs de l’acidification des endosomes tels que la bafilomycine A1, la 

concanamycine A ou le chlorure d’ammonium, a permis de montrer que l’entrée des VHCpp 

(Bartosch et al., 2003b; Hsu et al., 2003) et des VHCcc (Blanchard et al., 2006; Koutsoudakis 

et al., 2006) était dépendante du pH. Ceci suggère que le VHC entre dans ses cellules cibles 

par endocytose. L’utilisation d’inhibiteurs chimiques ou de l’ARN interférence a permis de 

montrer que l’entrée du VHC se déroule via une voie d’endocytose dépendante de la clathrine 

(Blanchard et al., 2006; Meertens et al., 2006). Plus récemment, il a été montré un rôle des 

microtubules dans le trafic intracellulaire du VHC, suite à son internalisation par endocytose 

(Roohvand et al., 2009). Un système de fusion entre les VHCpp et des liposomes a permis de 

montrer que la fusion est dépendante de la température (Lavillette et al., 2006). Elle ne 

nécessite pas la présence de protéines à la surface des liposomes mais pourrait être facilitée 

par la présence de cholestérol (Haid et al., 2009). Ce modèle de fusion a permis de montrer la 

participation d’une région de E1 correspondant aux résidus 270 à 284 et deux régions de E2 

correspondant aux résidus 416 à 430 et 600 à 620 dans le mécanisme de fusion du VHC 

(Lavillette et al., 2007). D’autre part, il a été montré que la mutation de certains résidus des 

domaines transmembranaires de E1 et E2 altère la propriété de fusion de ces glycoprotéines 

d’enveloppe (Ciczora et al., 2007). 

 

C. Traduction du génome viral et clivage de la polyprotéine 

Comme d’autres virus à ARN simple brin positif, le génome du VHC est directement traduit 

lors de la libération du génome viral dans le cytoplasme. La machinerie ribosomale de la 

cellule hôte est utilisée à cet effet. Contrairement à l’ARNm cellulaire, la traduction de l’ARN 

du VHC n’est pas dépendante de la coiffe. Au lieu de cela, la traduction se produit après la 

liaison de la sous-unité ribosomique 40S au domaine II de l’IRES, permettant le recrutement 

du facteur d’initiation eucaryote eIF3 et l’assemblage ultérieur d’un complexe ribosomal 

complet qui traduit alors le génome viral en polyprotéine (Figure 17) (Tsukiyama-Kohara et 

al., 1992). La polyprotéine, ancrée dans le RE est ensuite clivée en au moins 10 protéines 

virales par une peptidase cellulaire et deux protéases virales. La plupart de ces clivages ont 

lieu de manière concomitante à la traduction, à l’exception des clivages entre E2 et p7 et entre 

p7 et NS2 qui sont retardés, conduisant parfois à des clivages incomplets (Santolini et al., 

1994). 
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Figure 17 : Représentation schématique du rôle de l’IRES du VHC dans l’assemblage des complexes 
ribosomiques et l’initiation de la traduction. Adaptée de (Fraser & Doudna, 2007). 

 

D. Réplication de l’ARN viral, assemblage et sécrétion des néovirions 

La traduction du génome du VHC et le clivage de la polyprotéine entraîne la libération des 

protéines virales et l’initiation de la formation du complexe de réplication virale. Ce complexe 

de réplication serait formé dans les structures membranaires modifiées du RE, appelé réseau 

membranaire (Gosert et al., 2003; Shi et al., 2003). La formation de ce réseau membranaire 

pourrait être médiée par la protéine NS4B (Egger et al., 2002). Le complexe de réplication 

contient la machinerie cellulaire complète nécessaire à la réplication de l’ARN viral (Egger et 

al., 2002; WARIS et al., 2004). De façon similaire à d’autres virus à ARN simple brin positif, 

le génome du VHC est transcrit en un ARN intermédiaire de polarité négative qui servira de 

matrice pour la synthèse d’ARN de polarité positive (Fong et al., 1991; Lohmann et al., 

1999). Récemment, il a été démontré que les ARN négatifs et positifs formaient un ARN 

double brin intermédiaire qui subit un déplacement de brin pour produire des brins naissants 

(Targett-Adams et al., 2008). La synthèse de l’ARN de polarité négative ainsi que l’ARN de 

polarité positive est catalysée par la polymérase virale ARN dépendante NS5B, qui a le 
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potentiel de synthétiser de longues molécules d’ARN sans qu’il n’y ait besoin d’autres 

facteurs cellulaires ou viraux (Lohmann et al., 1997).  

Plusieurs études ont rapporté que le VHC pouvait perturber la voie autophagique afin 

d’induire l’accumulation d’autophagosomes dans les cellules hépatiques. En effet, plusieurs 

laboratoires indépendants ont rapporté que les protéines d’autophagie comme Atg4, Atg5, 

Atg7 et Atg12, sont nécessaires pour une infection virale productive (Dreux et al., 2009b; 

Guevin et al., 2010; Ke & Chen, 2011; Shrivastava et al., 2011). L’étude de chaque étape du 

cycle de vie du VHC suggère que ces protéines modulent spécifiquement l’initiation de la 

traduction de l’ARN du VHC et par conséquent, la mise en place de la réplication du VHC 

(Dreux et al., 2009b). Cette observation a été confirmée plus tard par d’autres études 

indépendantes (Guevin et al., 2010; Ke & Chen, 2011). Une autre étude suggère que la 

réplication de l’ARN viral prendrait initialement place dans les membranes autophagosomales 

de cellules contenant un réplicon VHC de génotype 1b (Sir et al., 2012).  

Les mécanismes entourant les étapes ultérieures de la production des particules virales 

demeurent mal connus. Il a été démontré que la protéine de capside était présente à la surface 

des gouttelettes lipidiques qui colocalisent avec les complexes de réplication (Miyanari et al., 

2007). La perturbation de l’interaction entre les gouttelettes lipidiques et la protéine de 

capside réduit la production de particules virales infectieuses (Boulant et al., 2007). Les ARN 

viraux nouvellement synthétisés et destinés à servir de génomes aux nouveaux virions 

interagissent avec la protéine de capside associée aux gouttelettes lipidiques, induisant ainsi 

son oligomérisation et conduisant à la formation de nucléocapsides. Ces nucléocapsides 

acquièrent alors une enveloppe dérivée de membranes cellulaires portant les glycoprotéines 

virales (Nakai et al., 2006; Suzuki, 2011; Tanaka et al., 2000) (Figure 18). Outre les protéines 

structurales, les protéines non structurales jouent également un rôle important dans 

l’assemblage viral. Il a été démontré que certaines mutations dans NS5A, abolissant son 

interaction avec les gouttelettes lipidiques réduisaient la production de particules infectieuses 

(Miyanari et al., 2007). D’autres études ont démontré d’importantes interactions entre NS5A 

et la protéine de capside, interactions essentielles pour l’assemblage (Appel et al., 2008; 

Masaki et al., 2008; Tellinghuisen et al., 2008). De même, plusieurs publications ont rapporté 

l’implication de NS2 et NS3 dans l’assemblage (Dentzer et al., 2009; Ma et al., 2008). 
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Figure 18 : Assemblage des particules virales.  
Les ARN génomiques nouvellement synthétisés entrent en contact avec la protéine de capside associée aux 
gouttelettes lipidiques, probablement par l’intermédiaire d’une interaction entre la protéine de capside et NS5A. 
Cette interaction de l’ARN génomique avec la protéine de capside conduit à son encapsidation et la formation de 
la nucléocapside. Puis, par des mécanismes encore inconnus, E1 et E2 sont ajoutés à la nucléocapside et les 
virions sont ensuite exportés vers la surface cellulaire. 

 

Les virions nouvellement synthétisés sont ensuite exportés vers la surface cellulaire via un 

mécanisme encore inconnu et libérés dans le milieu extracellulaire. Peu de choses sont 

connues sur la maturation et l’export des virions après l’assemblage de la nucléocapside et 

l’acquisition de leur enveloppe. Certaines études ont suggéré que le VHC pourrait exploiter la 

voie de synthèse et de sécrétion des LDL/VLDL afin de transporter les virions dans le milieu 

extracellulaire (Chang et al., 2007). 
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Le rapport 2010 de l’OMS a établi qu’environ 2,7 % de l’ensemble des décès dans le monde 

sont imputables à des cirrhoses et des hépatocarcinomes, ce qui représente environ 1,4 

millions de personnes. Les infections par les virus hépatotropes du VHB et du VHC 

contribuent pour une large part à ces pathologies hépatiques. Plus particulièrement, 27% des 

cirrhoses et 25% des hépatocarcinomes se sont développés à la suite d’une infection par le 

VHC (Perz et al., 2006). Ces données alarmantes, ainsi que l’absence d’un vaccin 

thérapeutique expliquent les efforts fournis pour mettre au point des traitements efficaces 

contre l’Hépatite C. 

 

 

I. Traitements actuels 

Le traitement standard contre l’infection par le VHC est basé sur l’association de l’interféron 

α (IFN-α) avec la ribavirine. C’est en 1991 que l’utilisation en monothérapie de l’IFN-α a été 

approuvée pour le traitement de l’hépatite C. Cependant, le taux de réponse virologique 

soutenue (RVS) était inférieur à 20%. En 1998, l’ajout de la ribavirine a permis d’améliorer 

ce taux, qui passe alors à 34-42%. La ribavirine est un analogue nucléosidique de la 

guanosine et possède des propriétés antivirales sur les virus à ARN et ADN. En 2001, le 

développement d’une forme stabilisée de l’IFN (IFN pégylé) a augmenté le taux de RVS à 

50%. Bien que la thérapie combinée permette d’obtenir des taux de RVS d’environ 80% chez 

les patients infectés avec du VHC de génotype 2 ou 3 et de 40-50% chez ceux infectés avec 

du génotype 1 ou 4 (Fried et al., 2002; Manns et al., 2001), ces chiffres sont en deçà des 

attentes, et sont affectés entre autres par les nombreux effets secondaires, qui contraignent 

souvent à l’arrêt du traitement. 

Les récents progrès dans la compréhension du cycle de vie du VHC, couplés au 

développement de systèmes de culture ont radicalement changé le paysage du traitement de 

l’hépatite chronique C. En effet, en Mai 2011, les 2 premiers antiviraux à action directe, le 

télaprévir et le bocéprévir ont été approuvés aux Etats-Unis et en Europe. Ils sont alors utilisés 

en combinaison avec l’IFN-α pégylé et la ribavirine pour le traitement de l’infection par le 

VHC de génotype 1, génotype le plus répandu en Europe et en Amérique du Nord, mais aussi 

le moins répondeur au traitement standard. Ces deux antiviraux sont des inhibiteurs de la 

protéase virale NS3/4A, une protéine clé dans le cycle du VHC. Leur association au précédent 
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traitement standard permet d’augmenter significativement le taux de RVS. Cependant, ils ne 

sont pas appropriés pour la monothérapie en raison de la sélection rapide de variants viraux 

résistants (Flint et al., 2009; Reesink et al., 2006; Susser et al., 2009). Par conséquent, l’effet 

antiviral de la thérapie standard (IFN-α pégylé et ribavirine) demeure essentiel pour 

l’obtention d’une RVS. De plus, ces deux molécules présentent aussi des effets secondaires : 

le télaprévir est associé au développement d’une éruption cutanée, et le bocéprévir à une 

agueusie. Les deux antiviraux conduisent chacun à une anémie prononcée et ce, en plus des 

effets indésirables couramment associés à l’IFN (syndrome pseudo-grippal, dépression, 

leucopénie et thrombopénie, dysthyroidie) et la ribavirine (anémie hémolytique). 

 

 

II. Développement de nouvelles stratégies 

thérapeutiques 

Les avancées les plus intéressantes dans le champ de l’hépatite virale sont sans doute liées au 

développement des médicaments anti-VHC. En effet, les infections par le VHC sont les seuls 

exemples d’infections virales chroniques qui puissent être totalement éliminées par traitement 

chez un patient. Depuis quelques années donc, d’importants efforts sont déployés afin de 

fournir des thérapies efficaces, complémentaires au traitement actuellement proposé. Les 

prototypes antiviraux sont alors testés pour leur capacité à contrôler la réplication virale, pour 

leur biodisponibilité et enfin pour leur non-toxicité. 

 

A. Les nouveaux interférons 

De nouvelles molécules d’IFN-α sont aujourd’hui en cours de développement pré-clinique et 

clinique. La molécule la plus prometteuse semble être l’IFN-α lié à l’albumine : l’albuféron. 

Administré toutes les deux semaines en association avec la ribavirine, l’albuféron fait au 

moins aussi bien et peut-être mieux que l’IFN-α pégylé, à 12 ou 24 semaines de traitement 

(Nelson et al., 2010; Zeuzem et al., 2010) chez des patients infectés par du VHC de génotype 

1, 2, ou 3 (patients VHC-1, VHC-2 ou VHC-3). Il est cependant nécessaire d’attendre les 

résultats en termes de réponse virologique prolongée des études de phase II en cours et des 
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études de phase III en projet pour identifier quelle sera la place de cette molécule en pratique 

clinique. 

 

B. Les alternatives à la ribavirine 

Nombreuses il y a quelques années, les alternatives à la ribavirine se sont réduites à la seule 

viramidine (ou taribavirine), pro-drogue de la ribavirine, transformée en ribavirine 

préférentiellement dans les hépatocytes du fait de leur richesse en désaminases. En phase III 

d’étude clinique, elle a montré une efficacité significativement supérieure à celle de la 

ribavirine en termes de réponse virologique prolongée en association avec l’IFN-α pégylé. 

L’incidence de l’anémie hémolytique était significativement inférieure à celle observée avec 

la ribavirine. En effet, la drogue se concentre dans le foie et cible les hépatocytes, tout en 

minimisant sa distribution dans les globules rouges et par conséquent le développement d’une 

anémie hémolytique (Benhamou et al., 2009; Deming & Arora, 2011; Marcellin et al., 2010). 

Il sera indispensable d’évaluer l’efficacité de la viramidine à de plus fortes doses, en 

combinaison avec l’IFN-α pégylé. Une tolérance équivalente à celle de la ribavirine, c’est-à-

dire une même incidence d’anémie hémolytique, serait acceptable si l’utilisation de plus 

fortes doses de viramidine permettait d’augmenter significativement les taux de guérison. 

 

C. Les inhibiteurs spécifiques du VHC 

Ces molécules inhibent une des étapes du cycle viral et empêchent la production de particules 

virales par les hépatocytes infectés. En principe, chaque étape du cycle de vie du VHC 

incluant l’attachement aux récepteurs, l’endocytose, la traduction, le clivage de la 

polyprotéine, la réplication virale, ou encore la maturation et le relargage des particules 

virales peut être une cible pour de nouvelles molécules antivirales. Jusque-là, seules des 

molécules ciblant les deux étapes majeures du cycle du VHC ont atteint la phase de 

développement clinique. Il s’agit des inhibiteurs de la protéase virale NS3/4A et ceux de 

réplication virale. Ces derniers comprennent les inhibiteurs nucléot(s)idiques et non 

nucléot(s)idiques de la polymérase NS5B, ainsi que les inhibiteurs de NS5A, protéine jouant 

un rôle régulateur dans la réplication. A ce jour, les molécules les plus puissantes chez 

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

NS3, associée à son cofacteur NS4A, présente une activité sérine-protéase dans son tiers N-

terminal qui va cliver la polyprotéine virale en 4 protéines non structurales. Bloquer ce 

clivage inhibe par conséquent la réplication virale. Il existe deux catégories d’inhibiteurs de la 

protéase : les alpha-cétoamines comme le télaprévir et le bocéprévir, et les composés 

macrocycliques comme le danoprévir, le vaniprévir et le siméprévir. Tous ces composés sont 

actifs contre le VHC de génotype 1. Ils ont une efficacité similaire contre les génotypes 2a, 5a 

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

Parmi les molécules dirigées contre NS3/4A, BILN-2061 a été le premier inhibiteur évalué 

dans des essais cliniques. Ce tripeptide a été sélectionné pour ses caractéristiques 

pharmaceutiques (administration par voie orale, pharmacocinétique) et son efficacité sur un 

système de réplication in vitro (le réplicon) de génotype 1b (Llinàs-Brunet et al., 2004). Une 

étude pilote très encourageante a montré une réduction de 2 à 3 log du titre viral chez des 

patients après 2 jours de traitement (Lamarre et al., 2003). Cependant, cet antiviral s’est avéré 

avoir une toxicité cardiaque après administration chez des animaux et son développement n’a 

pas été poursuivi. 

Le vaniprévir est actif contre les génotypes 1 et 2 (McCauley et al., 2010) et a été sélectionné 

pour un développement clinique chez les patients (Liverton et al., 2010). En phase II d’essai 

clinique, sa combinaison avec le traitement standard pendant 4 semaines a permis 

d’augmenter le taux de réponse virologique rapide (Manns et al., 2012).  

Le danoprévir est un inhibiteur puissant et sélectif de NS3/4A du VHC. Les données 

précliniques ont montré que cette drogue se liait avec une forte affinité à NS3 et ne s’en 

dissociait que lentement, permettant ainsi une plus grande exposition au foie. Dans un essai 

clinique de phase II, la combinaison pendant 14 jours du danoprévir avec l’IFN-α pégylé et la 

ribavirine chez des sujets VHC-1 et n’ayant reçu aucun traitement préalable a conduit à une 

activité antivirale accrue, sans effets secondaires majeurs (Forestier et al., 2011).  

Le siméprévir a quant à lui une puissante activité in vitro contre les génotypes 1a et 1b et 

l’effet additif et synergique qu’il dispense avec d’autres agents anti-VHC (Lenz et al., 2010) 

ouvre des perspectives pour de futures stratégies de combinaison. En association avec le 

traitement standard chez des patients VHC-1, une activité antivirale puissante et dose-

dépendante est observée après 28 jours de traitement (Manns et al., 2011) et une étude 
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clinique en phase II a démontré qu’une monothérapie avec cette molécule était efficace sur 

tous les génotypes du VHC, excepté le génotype 3 (Moreno et al., 2012). 

Le narlaprévir est une molécule structurellement apparentée au bocéprévir et au télaprévir, 

mais est intrinsèquement plus puissant dans l’inhibition de la protéase virale NS3/4A. Il 

conduit à une forte réduction de l’ARN viral et à un fort taux RVS quand il est associé au 

traitement standard chez des patients VHC-1 (de Bruijne et al., 2010). 

2. Les inhibiteurs de la phosphoprotéine NS5A 

Le daclatasvir est le premier parmi les inhibiteurs de NS5A à avoir été testé. Il a une efficacité 

de l’ordre du picomolaire au nanomolaire contre les génotypes 1 à 5 du VHC et présente des 

effets additifs et synergiques avec des inhibiteurs de la protéase et de la polymérase virale 

(Gao et al., 2010). En combinaison avec le traitement standard, il permet d’atteindre une RVS 

après 12 semaines de traitement (Pol et al., 2011). Très récemment, Guedj et al. ont élucidé le 

mode d’action de cette molécule : à l’aide d’un modèle mathématique, les auteurs ont montré 

que le daclatasvir bloque la synthèse du virus et son assemblage hors de la cellule (Guedj et 

al., 2013) 

Le GS-5885, un autre inhibiteur de NS5A a montré une efficacité en phase I chez des patients 

infectés avec le génotype 1a et 1b, au cours de 3 jours de monothérapie (Lawitz et al., 2012). 

La période de traitement a été étendue à 12 et 24 semaines dans une étude de phase II, en 

cours (Sulkowski et al., 2012b). 

3. Les inhibiteurs de la polymérase virale NS5B 

Les données actuelles indiquent que les inhibiteurs de la polymérase ont une efficacité plus 

faible durant les monothérapies, comparés aux inhibiteurs de NS3/4A, mais montrent une 

efficacité plus large contre plusieurs génotypes et présentent une forte barrière de résistance 

virale. Les inhibiteurs nucléos(t)idiques ciblent la région catalytique hautement conservée. 

Après maturation par la machinerie cellulaire, les analogues de nucléosides entrent en 

compétition avec les nucléotides cellulaires et sont incorporés par la polymérase virale dans 

l’ARN en cours de synthèse. L’incorporation de ces nucléotides « terminateurs» induit l’arrêt 

de la synthèse de l’ARN viral. Ce système s’avère donc plus puissant et a des plus faibles taux 

de résistances que les inhibiteurs non nucléos(t)idiques. Ces derniers quant à eux interagissent 

avec la polymérase en dehors de son site catalytique, induisant ainsi des changements 

allostériques qui compromettent alors la formation du complexe NS5B, ainsi que sa fonction. 
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L’inhibiteur nucléos(t)idique le plus remarquable est le sofosbuvir. C’est l’inhibiteur le plus 

actif sur la réplication du VHC et a une activité pangénotypique (Murakami et al., 2010). En 

2012, un essai clinique de phase II a été réalisé avec le sofosbuvir en combinaison avec la 

ribavirine chez des patients VHC-2 ou VHC-3, n’ayant préalablement reçu aucun traitement. 

Vingt quatre semaines après la fin du traitement, le taux de RVS était de 100%. Utilisé en 

monothérapie, ce taux passait à 60%. Le même traitement a été réalisé chez des patients 

VHC-1 et conduit à des taux de RVS de 84%, 12 semaines seulement après l’arrêt du 

traitement (Gane et al., 2013). Cette molécule présente donc un espoir pour le traitement futur 

contre le VHC-1, 2, et 3. 

Deux autres inhibiteurs nucléos(t)idiques sont en phase de développement clinique : il s’agit 

de la méricitabine et de l’IDX184. En combinaison avec l’INF-α pegylé et la ribavirine, la 

méricitabine permet une réduction significative de l’ARN viral par rapport au traitement 

standard seul, résultant en une réponse virologique rapide d’environ 88% (Rodriguez-Torres 

et al., 2008). Une étude très récente a confirmé ces résultats en montrant que, combiné au 

traitement standard, la méricitabine permettait d’atteindre des RVS de 56,8% au bout de 24 

semaines de traitement chez des patients VHC-1 ou VHC-4, n’ayant préalablement reçu 

aucun traitement. Cette étude a aussi montré qu’un traitement de 24 semaines avec la 

méricitabine et le traitement standard était mieux toléré et plus efficace que 48 semaines de 

traitement standard seul (Pockros et al., 2013).  

La pharmacocinétique et la sécurité de l’IDX184 chez des sujets sains ont été récemment 

décrites : la bonne tolérance de la molécule, ainsi que des effets secondaires mineurs militent 

en faveur de la poursuite de futures évaluations cliniques sur des patients atteints d’hépatite C 

(Zhou et al., 2011). Un an après ces premiers tests, la même équipe a évalué l’innocuité, 

l’activité antivirale et la pharmacocinétique de IDX184 en monothérapie pendant 3 jours chez 

des patients VHC-1 ; elle a observé une baisse significative de l’ARN viral (Lalezari et al., 

2012).  

Plusieurs inhibiteurs non nucléos(t)idiques ont également entamé leur phase II de 

développement clinique. Le VX-222 a été le premier inhibiteur non nucléos(t)idique reporté. 

Au 4ème jour de traitement, cette molécule était bien tolérée et conduisait à une réduction de 

l’ordre de 3 log de l’ARN viral, encourageant ainsi sa future évaluation en combinaison avec 

le traitement standard (Rodriguez-Torres et al., 2010). Le filibuvir, un autre inhibiteur non 

nucléos(t)idique permet une réduction de l’ARN viral de l’ordre de 4 log, en combinaison 
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avec le traitement standard pendant 28 jours. Le pourcentage de patients arrivant à une 

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

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

et al., 2007). L’association de cette molécule avec l’IFN-α ou d’autres inhibiteurs de NS3/4A 

ou NS5B conduit à une activité antivirale additive (Vliegen et al., 2007). 

 

 

Figure 19 : Cycle biologique du VHC, zone d’intervention et classes d’inhibiteurs. 
En rouge: antiviraux à action directe; en mauve: antiviraux ciblant l’hôte. Adaptée de (Ploss & Dubuisson, 
2012). 
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III. Les combinaisons thérapeutiques  

Le mode d’administration de l’IFN (injection) et ses nombreux effets secondaires associés 

font de l’élimination de l’IFN-α la prochaine étape majeure dans la thérapeutique anti-VHC. 

Cela pourrait passer par l’utilisation par voie orale, d’un ou plusieurs antiviraux à action 

directe (AAD). Les patients non répondeurs au traitement standard ou intolérants à 

l’interféron seraient les premiers bénéficiaires. Les stratégies dans les essais cliniques actuels 

se focalisent sur l’évaluation de différentes combinaisons d’AAD, avec ou sans ribavirine, car 

il devient de plus en plus clair qu’une monothérapie d’AAD ne pourrait pas suffire à éliminer 

le virus. La disponibilité de nombreuses drogues (environ 50) appartenant à des classes 

différentes stimulent ces différents essais, avec un seul espoir : une thérapie orale anti-VHC, 

et sans interféron! Le développement de multi-thérapies basées sur l’action synergique de 

divers antiviraux serait alors nécessaire, comme pour le traitement du VIH.  

Cet objectif ambitieux semble réalisable car plusieurs essais cliniques en phase II et III, 

combinant plusieurs classes d’AAD sont actuellement en développement (Pawlotsky, 2011). 

La 1ère étude de validation de ce concept de combinaison d’AAD a été réalisée en 2010. 

L’association de la méricitabine (inhibiteur nucléos(t)idique de NS5B) avec le danoprévir 

(inhibiteur de NS3/4A) réduisait efficacement le niveau d’ARN viral chez une large 

proportion de sujets VHC-1 sans traitement préalable. De plus, 25% des patients VHC-1 

précédemment non-répondeurs présentaient des niveaux indétectables de l’ARN viral au 14ème 

jour de traitement. En outre, aucune rechute n’a été observée au cours du traitement, 

suggérant que la méricitabine, qui possède une forte barrière de résistance pourrait avoir 

empêché l’émergence d’une résistance au danoprévir (Gane et al., 2010). 

Les premiers articles à rapporter des RVS suite à une combinaison d’AAD sans interferon ont 

associé le daclatasvir (inhibiteur de NS5A) et l’asunaprévir (inhibiteur de NS3/4A) (Chayama 

et al., 2012; Lok et al., 2012). Ces deux études incluaient des patients VHC-1 précédemment 

non répondeurs au traitement standard. La première équipe a comparé pendant 24 semaines 

un régime bithérapie (daclatasvir + asunaprévir) à un régime quadrithérapie (daclatasvir + 

asunaprévir + IFN-α pégylé + ribavirine). Le taux de RVS à 24 semaines était de 90% dans le 

cas de la quadrithérapie. Le taux de RVS de 36% obtenu dans le cadre de la bithérapie marque 

la validation de concept qu’une thérapie combinant des AAD pouvait effectivement traiter 

l’hépatite C, sans interféron, ni ribavirine (Lok et al., 2012). Dans la 2ème étude, seule la 

bithérapie a été utilisée chez des patients VHC-1b, avec 100% de RVS 24 semaines après 
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l’arrêt du traitement (Chayama et al., 2012). Les données préliminaires d’une autre étude sur 

cette bithérapie chez des sujets VHC-1b ont conduit à des taux de RVS de 90% à 12 

semaines, chez des patients précédemment non répondeurs (Suzuki et al., 2012). 

Contrairement à l’IFN-α pégylé et à la ribavirine, la sélection de variants viraux résistants aux 

AAD reste un problème majeur. En effet, bien que ces molécules permettent d’améliorer les 

taux de RVS et de diminuer la durée des traitements, leur utilisation soulève aussi des 

préoccupations au regard du développement de variants viraux résistants. La nature hautement 

réplicative du VHC avec environ 1012 nouvelles particules virales produites chaque jour chez 

un patient, couplé au manque d’activité correctrice de la polymérase virale résulte en la 

génération de tous les variants possibles, chaque jour. Ainsi, chaque patient est infecté par un 

« nuage » de quasi-espèces virales, composé de génomes viraux génétiquement distincts, mais 

étroitement liés (Pawlotsky, 2011). Des variants amino-acidiques associés à une résistance 

existent donc à des fréquences détectables chez une minorité de patients, avant même 

l’initiation d’un traitement avec les AAD. Toutefois, ces variants sont généralement moins 

performants en termes de réplication et/ou de production de particules virales infectieuses et 

sont par conséquent présents en plus faibles quantités que le virus sauvage (Shimakami et al., 

2011). 

En absence d’un traitement concomitant avec l’IFN-α et la ribavirine, ces variants viraux 

résistants aux drogues pourraient rapidement être sélectionnés et causer l’échec du traitement. 

D’ailleurs, l’apparition de ces variants résistants corrèle avec de faibles taux de réponse 

antivirale rapide, mettant une fois de plus en lumière l’importance de l’IFN-α et de la 

ribavirine pour prévenir l’émergence de résistances et l’apparition de rechutes dans les 

thérapies combinant les AAD. Récemment, Shi et al. ont en effet remarqué le développement 

d’une forte prévalence de variants résistants aux drogues dans des sera de souris traitées avec 

le BMS-605339 (inhibiteur de NS3/4A) et le BMS-788329 (inhibiteur de NS5A). Les auteurs 

ont également noté un enrichissement en variants pré-existants chez les souris traitées avec le 

BMS-821095 (inhibiteur non nucléos(t)idique de NS5B). Ces observations ont été faites 4 

semaines après le début du traitement. En combinant le BMS-788329 et le BMS-605339 ou le 

BMS-821095, l’équipe a réussi à éradiquer le virus chez les souris infectées avec du génotype 

1b, 8 et 7 semaines après l’arrêt du traitement, respectivement (Shi et al., 2013). 
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Tableau 1 : Principales combinaisons thérapeutiques actuellement en cours 

Combinaisons 
thérapeutiques 

Génome 
viral 

Traitement  
préalable 

Durée 
Nombre de  

patients 
RVS 4 
(%) 

RVS 12 
(%) 

RVS 24 
(%) 

Références 

Sofosbuvir + 
Daclatasvir 

1a/1b Non 24 15 100   
(Sulkowski 

et al., 2012a) 

Sofosbuvir + 
Daclatasvir 

2/3 Non 24 16 88 88  
(Sulkowski 

et al., 2012a) 

Sofosbuvir + 
Ribavirine 

1 Non 12 25 88   
(Gane et al., 

2012) 

Daclatasvir + 
Asunaprévir + 
BMS-791325 

1 Non 12 16 94   
(Everson et 
al., 2012) 

Daclatasvir + 
Asunaprévir 

1a 
Non 

répondeurs 
24 21 91 91 91 

(Suzuki et 
al., 2012) 

1b 
Intolérants/ 
inéligibles 

24 22 86 64 64 
(Suzuki et 
al., 2012) 

Méricitabine + 
Danoprévir + 

Ribavirine 

1a Non 24 43  26  

(Field J, et 
al., 2012; 
Gane E, et 
al., 2012) 

1b 

Non 24 21  71  idem 

Répondeurs 
partiels 

24 23 44   idem 

Non 
répondeurs 

24 29 72   idem 

RVS 4, 12, 24 : Réponse Virologique Soutenue à 4, 12 ou 24 semaines. 

La principale leçon à tirer de toutes les données rapportées dans les différents essais utilisant 

les AAD est la suivante : la haute efficacité antivirale et une forte barrière de résistance sont 

des conditions indispensables pour tout éventuel traitement oral sans interféron, afin d’éviter 

l’échec thérapeutique précoce. Un obstacle majeur sur la voie d’une thérapie orale anti-VHC 

est l’activité antivirale génotype-dépendant des AAD (à l’exception des inhibiteurs 

nucléos(t)idiques de NS5B). La plupart de ces AAD ciblent le VHC de génotype 1, avec des 

implications pour les combinaisons d’AAD chez les patients infectés par les autres génotypes. 

Une façon de contourner ce problème serait d’utiliser des inhibiteurs ciblant des constituants 

de la cellule hôte, pertinents pour la réplication du VHC dans les hépatocytes. 
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Parmi les antiviraux ciblant l’hôte, le plus avancé et prometteur pour un traitement sans 

interféron et en association avec les AAD est l’alisporivir, molécule se liant à la cyclophiline 

A, une isomérase cellulaire requise pour la réplication et probablement l’assemblage du VHC 

(Watashi et al., 2005; Yang et al., 2008). L’alisporivir possède un mécanisme d’action avec 

une couverture large des génotypes 1 à 4 et une puissante activité anti-VHC. De plus, la 

sélection des variants résistants à l’alisporivir dans des réplicons de génotype 1b serait 

difficile : en moyenne 20 semaines nécessaires, contre moins de 2 semaines pour les 

inhibiteurs de la protéase NS3/4A et de la polymérase NS5B (Coelmont et al., 2010). Une 

trithérapie constituée d’IFN-α pégylé, de ribavirine et de l’alisporivir pendant 48 semaines 

conduit à une RVS chez 76% des patients, contre 55% chez ceux ayant reçu le traitement 

standard (von Hahn et al., 2011). Tous les patients étaient VHC-1 et n’avaient jamais été 

préalablement traités. Même si un essai de phase III de l’alisporivir combiné avec l’IFN-α 

pégylé et la ribavirine est actuellement en cours chez des patients VHC-1, il serait plus 

intéressant de se demander si cette molécule pourrait réduire les taux de résistance virale aux 

AAD en l’absence d’IFN-α et de ribavirine. Si c’est le cas, ce serait une avancée significative 

vers l’objectif d’un schéma thérapeutique sans interféron, pour le traitement du VHC. Une 

autre question clinique importante est de savoir si l’alisporivir, en association avec l’IFN-α 

pégylé et la ribavirine peut améliorer les taux de RVS chez les patients VHC-2 ou VHC-3 

précédemment non répondeurs à la thérapie standard IFN-α pégylé-ribavirine. La question se 

pose en effet, étant donné que les inhibiteurs de la protéase NS3/4A actuellement utilisés ne 

sont pas appropriés pour le traitement de l’infection par d’autres génotypes que le génotype 1. 

Un autre antiviral prometteur ciblant l’hôte est le miravirsen, un oligonucléotide ciblant le 

miR-122, un microARN spécifique du foie et indispensable à la réplication de l’ARN du 

VHC (Esau et al., 2006). Cette molécule reconnaît spécifiquement le miR-122, qui est ensuite 

séquestré et donc indisponible pour le VHC, entrainant ainsi une suppression de longue durée 

de la virémie VHC (Janssen et al., 2011). In vitro, la molécule est active contre les génotypes 

1 à 6 (Li et al., 2011). Le miravirsen semble fournir une extraordinaire haute barrière de 

résistance, avec aucune preuve faite de l’apparition de variants amino-acidiques résistants ou 

d’effets secondaires dans les études animales avec des chimpanzés (Lanford et al., 2010) et 

dans les premières études menées chez l’Homme. 

L’entrée virale est également une alternative attrayante pour d’autres cibles thérapeutiques. 

Cependant, les mécanismes complexes et la variété des facteurs impliqués dans ce processus 

ne sont que partiellement élucidés. ITX-5061 est la première molécule inhibitrice de l’entrée 
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ciblant SRBI, qui soit en phase clinique de développement. Ce composé présente une forte 

activité à des doses de l’ordre du picomolaire, en inhibant à la fois les génotypes 1 et 2 du 

VHC. Elle bloquerait probablement l’interaction entre SRBI et la glycoprotéine E2 du VHC 

(Syder et al., 2011). À l’heure actuelle, la biosécurité de l’ITX 5061 est en cours d’évaluation 

dans le traitement de patients VHC-1 n’ayant reçu aucun traitement préalable. Les inhibiteurs 

de l’entrée virale seront particulièrement intéressants dans le cadre d’une greffe de foie, où un 

blocage efficace de l’entrée pourrait aider à prévenir la réinfection du greffon après une 

transplantation hépatique. 

En résumé, une thérapie orale anti-VHC, sans IFN est un objectif ambitieux pour le futur 

traitement des patients atteints d’hépatite chronique C. Les données récentes apportent la 

preuve que cet objectif est réalisable et que l’interféron a seulement une fonction de transition 

et n’est pas une solution ultime. S’il y a un besoin de l’IFN dans le traitement futur des 

hépatites chroniques C, l’étude « EMERGE » a montré que l’utilisation de l’IFN-λ pégylé 

conduit à une réponse anti-virale supérieure contre les génotypes 1 à 4 et à une meilleure 

tolérance, par rapport à l’IFN-α (Zeuzem et al., 2011). L’IFN-α et la ribavirine devront être 

remplacés par un autre schéma standard, avec le plus faible risque de développement de 

résistance. De plus, les thérapies devront être applicables à tous les génotypes, étant donné 

que jusqu’à présent, la plupart des AAD sont réduits au génotype 1 du VHC. 

 

 

IV. Vers des composés naturels anti-VHC ?  

Bien que les tentatives de combinaisons thérapeutiques soient encourageantes pour le 

traitement futur de l’Hépatite C, cette thérapie reste très couteuse et ne sera probablement pas 

accessible à la majeure partie du monde, où les pays en voie de développement comptent le 

plus grand nombre de patients. Pour cette raison, des efforts constants ont été fournis dans le 

but d’identifier de nouvelles molécules antivirales, plus abordables. De récents rapports sur 

des composés naturels ont mis en lumière leur activité antivirale contre le VHC. Plusieurs 

molécules modernes ont d’ailleurs été initialement isolées à partir d’une source naturelle. La 

plus populaire est sans doute l’aspirine, extrait de la saliciline, composé naturel issu du saule 

Salix alba. De plus, les plantes sont utilisées depuis des siècles par les hommes, dans le 
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traitement de diverses maladies. Les molécules naturelles contre le VHC peuvent être 

répertoriées en 2 classes principales : les flavonoïdes et les lignanes. 

 

A. Les flavonoïdes 

Quatre principales molécules anti-VHC sont issues de cette famille. La première d’entre elles 

est la silibinine ou silymarine, extraite du chardon-marie Silybum marianum. L’extrait de 

pépins de chardon-marie est un ancien remède utilisé comme un hépatoprotecteur et pour 

traiter les maladies du foie. L’inhibition de la réplication du VHC a été attribuée à l’action de 

la silibinine sur la polymérase NS5B (Ahmed-Belkacem et al., 2010; Wagoner et al., 2011). 

Des IC50 de l’ordre de 75-100 µM et 40-85 µM ont été rapportées dans ces études, avec une 

forme de la silibinine conjuguée au succinate, plus soluble en milieu aqueux. Une inhibition 

de l’entrée a également été rapportée (Wagoner et al., 2010). La faible biodisponibilité de la 

silymarine a rendu infructueuses les études cliniques portant sur l’administration par voie 

orale de la silymarine chez des patients atteints d’hépatite C (Fried et al., 2012; Gordon et al., 

2006; Hawke et al., 2010). Des essais cliniques par injection intraveineuse de la forme 

conjuguée de la silibinine (plus soluble) a montré un effet antiviral puissant chez les patients 

atteints d’hépatite C chronique et précédemment non répondeurs au traitement standard IFN-α 

pégylé-ribavirine (Ferenci et al., 2008; Rutter et al., 2011). La formulation intraveineuse 

silibinine peut donc représenter une option thérapeutique potentielle.  

Un deuxième composé de la famille des flavonoïdes est l’Epigallocatéchine-3-gallate 

(EGCG), présente dans le thé vert. Très récemment, trois équipes ont identifié l’EGCG 

comme un nouvel inhibiteur de l’entrée du VHC. Des IC50 de l’ordre de 5 à 21 µM ont été 

obtenues. Cette molécule inhiberait l’entrée du VHC indépendamment du génotype dans les 

lignées hépatiques (Calland et al., 2012a; Chen et al., 2012; Ciesek et al., 2011), mais aussi 

dans les cultures primaires d’hépatocytes humains (Ciesek et al., 2011). Le mécanisme 

d’action de l’EGCG sur l’entrée du VHC est encore à l’étude, mais il serait très probable 

qu’elle agisse directement sur la particule virale, en inhibant l’attachement du virus à la 

surface cellulaire, ainsi que la transmission cellule à cellule (Calland et al., 2012a; Chen et al., 

2012; Ciesek et al., 2011). L’EGCG est donc une molécule anti-VHC avec des propriétés 

intéressantes : elle inactive de façon directe les particules virales, indépendamment du 

génotype et empêche la transmission cellule à cellule. Les futurs essais cliniques devront 

examiner si cette molécule peut empêcher la réinfection chez des patients ayant subi une 
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transplantation hépatique, et si elle peut être utilisée en combinaison avec des AAD pour 

traiter les patients souffrant d’hépatite chronique C. 

La ladanéine, extraite du Marrube voyageur Marrubium peregrinum inhibe l’entrée du VHC à 

des IC50 de 2,5 µM et indépendamment du génotype. Contrairement à l’EGCG, la ladanéine 

ne semble pas inhiber la liaison de la particule virale à la cellule, mais inhiberait plutôt une 

étape ultérieure de l’entrée virale, non encore caractérisée. Lorsqu’elle est utilisée en 

combinaison avec la cyclosporine A, un inhibiteur de la réplication du VHC, la ladanéine agit 

en synergie sur l’infection par le VHC. Elle montre également une activité antivirale sur les 

hépatocytes humains primaires, mais avec une IC50 plus forte de 10 µM. De plus, la bonne 

biodisponibilité de la molécule, observée chez des souris conforte l’idée d’une possible 

utilisation de la ladanéine comme une molécule anti-VHC (Haid et al., 2012). 

La quercétine est une flavone ubiquitaire présente dans les fruits, les légumes, et les feuilles. 

Cette molécule a été décrite comme ayant une activité anti-VHC. La quercétine a un fort effet 

inhibiteur à 50 µM sur la production des particules virales en culture cellulaire (Bachmetov et 

al., 2012; Gonzalez et al., 2009). Cependant, les autres résultats de ces deux études sont 

contradictoires : tandis que la 1ère ne note pas d’inhibition de la réplication virale dans un 

système de réplicon subgénomique de génotype 1a (Gonzalez et al., 2009), la 2ème quant à 

elle, a observé une inhibition de la réplication virale dans des réplicons de génotype 1b, en 

plus d’un effet inhibiteur direct sur la protéine NS3 (Bachmetov et al., 2012). Par conséquent, 

l’activité anti-VHC de la quercétine reste à préciser. 

 

B. Les lignanes 

Les lignanes sont un groupe de composés chimiques présents dans les plantes. Ce sont une 

des principales classes de phytoestrogènes. Dans cette famille de composés se trouve 

l’honokiol, molécule présente dans l’écorce et les feuilles du Magniolia officinalis. En 2011, 

Lan et al. ont montré qu’elle inhibait l’infection par le VHC. L’effet de l’honokiol sur 

l’infection, l’entrée, la traduction et la réplication du VHC a été évalué dans des cellules Huh7 

en utilisant du VHCcc, VHCpp et des réplicons sub-génomiques. Elle inhibe fortement 

l’infection par le VHCcc à des EC50 de 4,5 µM. Combiné avec l’IFN-α, son effet inhibiteur 

sur le VHCcc est plus fort que celle de la ribavirine combinée à l’IFN. L’inhibition de 

l’infection du VHC médiée par l’honokiol résulterait d’effets multiples sur le cycle du VHC. 
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L’honokiol inhibe l’entrée de VHCpp de génotype 1a, 1b et 2a ; elle inhibe aussi les niveaux 

d’expression de NS3, NS5A et NS5B. De plus, elle agit sur la réplication de génotypes 1a et 

2a dans des réplicons sub-génomiques. Le fait que cette molécule inhibe à la fois l’entrée et la 

réplication du VHC fournit des arguments pour explorer pleinement l’utilité clinique de 

l’honokiol comme un complément potentiel au traitement standard (Lan et al., 2012). 

 

Figure 20 : Cycle biologique du VHC et cibles des plus puissants inhibiteurs naturels. 
Epigallocatéchine-3-gallate (EGCG), 3-hydroxy Caruilignane C (3-HCL-C). Adaptée de (Calland et al., 2012b). 

 

En 2012, Wu et al. signalent l’effet anti-VHC du 3-hydroxy-caruilignane C (3-HCL-C) isolé à 

partir des tiges du Swietenia macrophylla, connu sous le nom d’Acajou des Antilles. Cette 

molécule réduit à la fois le niveau de la protéine NS3 et les taux d’ARN du VHC à des EC50 

de 37,5 µM dans le système de réplicon. De plus, des combinaisons du 3-HCL-C avec l’IFN-

α, ou le télaprévir ont augmenté l’inhibition de la réplication de l’ARN du VHC. Le 3-HCL-C 

interfère avec la réplication du VHC en induisant les éléments de réponse stimulés par l’IFN 

et l’expression des gènes antiviraux dépendants de l’IFN. Par conséquent, cette molécule 

pourrait être développée en tant qu’adjuvant puissant dans les thérapies anti-VHC (Wu et al., 

2012). 
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D’autres composés naturels, même s’ils ne ciblent pas directement le virus, pourraient être 

utilisés pour améliorer la thérapie du VHC. La glycyrrhizine par exemple, un composant de la 

réglisse empêche le développement du carcinome hépatocellulaire chez les patients atteints 

d’hépatite chronique (Kumada, 2002). Bien qu’un certain nombre de composés naturels ayant 

des activités anti-VHC aient été identifiés ces dernières années, de nombreux aspects 

concernant leurs mécanismes d’action restent inconnus. Souvent, la réplication est la seule 

étape du cycle du virus qui a été étudiée et dans les anciens rapports, les conclusions ne 

reposent que sur des modèles in vitro.  

Il faut aussi garder à l’esprit que l’inhibition in vitro de l’activité enzymatique d’une protéine 

virale par un composé naturel, ne démontre pas de manière définitive que cette protéine virale 

est la cible du composé. Des études supplémentaires de cristallisation devront prouver ce 

point. Comme illustré par la silymarine, la biodisponibilité est également un point important à 

considérer, même pour les molécules extraites d’anciennes plantes médicinales. En 

conclusion, même s’il n’est pas prévu que les molécules naturelles remplacent le traitement 

actuel anti-VHC, les traitements pourraient être complétés et peut-être allégés par un régime 

alimentaire adapté, limitant ainsi leur coût. 
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Les phosphoinositides (PIs) représentent moins de 15% des phospholipides cellulaires totaux, 

mais contrôlent des fonctions cellulaires fondamentales. Les PIs sont notamment impliqués 

dans la régulation de processus cellulaires tels la prolifération, la survie, l’organisation du 

cytosquelette, le trafic vésiculaire, le transport de glucose, ou encore la fonction plaquettaire 

(Fruman et al., 1998; Martin, 1997; Paolo & Camilli, 2006; Vicinanza et al., 2008). 

Les PIs sont des dérivés du phosphatidylinositol (PtdIns), dans lequel un ou plusieurs des 

groupements hydroxyl en position 3, 4, et 5 sont estérifiés avec un groupement phosphate, 

dans toutes les combinaisons possibles. Ils sont insérés dans les membranes, et le groupement 

inositol est exposé à la surface du feuillet cytosolique des membranes cellulaires. Les 

réactions de phosphorylation du groupement hydroxyl sont réalisées par des 

Phosphatidylinositol kinases (PI kinases) et les réactions inverses sont réalisées par des 

Phosphatidylinositol phosphatases (PI phosphatases) spécifiques de ces PIs. Sept espèces 

différentes de PIs, aux fonctions uniques ont été identifiées et nommées selon leurs sites de 

phosphorylation. Il s’agit du : PI-3 Phosphate (PI3P), PI-4 Phosphate (PI4P), PI-5 Phosphate 

(PI5P), PI (3,4) biphosphate (PI(3,4)P2), PI (3,5) biphosphate (PI(3,5)P2), PI (4,5) biphosphate 

(PI(4,5)P2), et enfin du PI (3,4,5) triphosphate (PI(3,4,5)P3) (Figure 21) (Balla & Balla, 2006; 

D’Angelo et al., 2008; Fruman et al., 1998). 
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Figure 21 : Voies métaboliques de la production des phosphoinositides. 
Les phosphoinositides peuvent être phosphorylés à différentes positions de l’anneau inositol du PtdIns. La voie 
classique conduisant à la formation de DiAcylGlycérol (DAG) et d’inositol 1,4,5 tri-phosphate est identifiée 
grâce aux fonds bleu et rose. PLC : Phospholipase C. D’après (Balla & Balla, 2006). 

 

Les fonctions cellulaires spécifiques de chacun de ces PIs ont fait l’objet de nombreuses 

études (Divecha & Irvine, 1995; Fruman et al., 1998; Toker & Cantley, 1997). Toutefois, trois 

fonctions générales de ces lipides phosphorylés peuvent être supposées : (i) servir de substrat 

aux phospholipases dans la génération d’inositol phosphates solubles jouant le rôle de seconds 

messagers, (ii) interagir directement avec des protéines intracellulaires, affectant ainsi leur 

activité et/ou leur localisation, et (iii) modifier localement la topologie membranaire grâce à 

des interactions électrostatiques (Balla & Balla, 2006; D’Angelo et al., 2008; Fruman et al., 

1998).  

Une des caractéristiques du métabolisme des PIs est sa régulation précise dans le temps et 

dans l’espace, grâce au strict contrôle de la distribution subcellulaire, de l’association à la 

membrane et de l’état d’activité de chacune des différentes kinases et phosphatases. 
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L’équilibre entre l’activité des PI kinases et des PI phosphatases peut alors être différente 

dans les compartiments cellulaires, générant ainsi des distributions hétérogènes des diverses 

espèces phosphorylées de PIs dans les organites cellulaires (D’Angelo et al., 2008). En effet, 

le métabolisme des PIs est fortement compartimenté dans les cellules, et chaque organite est 

caractérisé par la présence de PI kinases et de PI phosphatases spécifiques qui génèrent et 

maintiennent leurs pools de PIs caractéristiques (De Matteis & Godi, 2004). Les PI kinases 

sont relativement bien décrites dans la littérature, en comparaison aux PI phosphatases. Dans 

la suite de notre exposé, nous nous focaliserons donc sur les PI kinases. 

 

 

I. Les phosphatidylinositol kinases 

mammaliennes 

Les PI kinases ont été initialement décrites pour leurs activités enzymatiques, capables de 

transférer un groupement phosphate à une position donnée de l’anneau inositol du PtdIns. La 

purification de ces enzymes a ensuite permis de les classer en trois familles différentes : les PI 

3-kinases (PI3Ks), les PI 4-kinases (PI4Ks) et les PI phosphate kinases (PIPKs). Les membres 

de chacune de ces familles ont été identifiés chez la levure et d’autres eucaryotes inférieurs, et 

chaque membre partage une forte homologie avec son équivalent chez les mammifères. Ainsi, 

cette conservation au cours de l’évolution souligne l’importance de ces enzymes dans la 

physiologie des cellules eucaryotes (Fruman et al., 1998). 

 

A. Les PI 3-kinases 

Les PI3Ks sont sans doute les PI Kinases les mieux caractérisées. Différents travaux ont 

confirmé le rôle des PI3Ks et de leurs produits, non seulement dans la régulation de la 

prolifération cellulaire, mais aussi dans de nombreuses autres réponses cellulaires. La voie des 

PI3Ks est ainsi impliquée dans de nombreuses pathologies humaines comme le cancer et le 

diabète (Cantley, 2002; Vivanco & Sawyers, 2002). Il existe 3 classes de PI3Ks distinguables 

par la spécificité vis-à-vis de leurs substrats in vitro, et leur mode de régulation. 
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1. Les PI3Ks de la classe I 

Les PI3Ks de la classe I sont des hétérodimères constitués d’une sous-unité catalytique de 

110-120 kDa et d’une sous-unité régulatrice. In vitro, tous les membres de la classe I sont 

capables de phosphoryler le PtdIns, le PI4P, ou le PI (4,5) P2 en position 3-OH ; mais in vivo, 

ils utilisent préférentiellement le PI (4,5) P2. Cependant, l’utilisation d’agonistes stimulant ces 

enzymes in vivo conduit à des augmentations du niveau cellulaire de PI (3,4) P2 et PI (3,4,5) 

P3. De plus, des études cinétiques avec du P32 suggèrent que le PI (3,4) P2 peut être produit en 

partie par l’action d’une PI 5-phosphatase sur le PI (3,4,5) P3. Les PI3Ks de la classe I 

possèdent une activité protéine kinase intrinsèque, qui est indissociable de leur activité lipide 

kinase. Les principaux substrats de l’activité protéine kinase des PI3Ks de la classe I sont les 

résidus sérines contenus dans le domaine catalytique lui-même et/ou dans sa sous-unité 

régulatrice associée (Fruman et al., 1998; Tolias & Cantley, 1999). 

 

2. Les PI3Ks de la classe II  

Les enzymes de la classe II sont des grandes protéines monomériques de 170-210 kDa, 

contenant un domaine catalytique similaire de 40 à 45% à celui des enzymes de la classe I. In 

vitro, les PI3Ks de la classe II phosphorylent préférentiellement le PtdIns et le PI4P. 

Cependant, il n’a pas encore été déterminé quels lipides sont produits in vivo, et comment 

l’activité de ces enzymes y est régulée. Basé sur leur activité enzymatique obtenue in vitro, les 

PI3Ks de la classe II produiraient probablement du PI3P in vivo. Elles pourraient aussi 

contribuer à l’accumulation de PI (3,4) P2 observée dans des cellules stimulées (Fruman et al., 

1998; Tolias & Cantley, 1999). 

 

3. Les PI3Ks de la classe III 

Contrairement aux enzymes de la classe I et II, les PI3Ks de la classe III phosphorylent 

uniquement le PtdIns. Ces enzymes pourraient donc induire des augmentations locales de 

PI3P qui pourraient servir pour le recrutement de protéines requises dans le trafic vésiculaire 

intracellulaire (Fruman et al., 1998). 
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B. Les PIP kinases 

Deux enzymes distinctes ont été purifiées, du fait de leur capacité à phosphoryler le PIP en PI 

(4,5) P2. Ces deux enzymes ont préalablement été nommées PI4P 5-kinases de type I et II, 

mais des études ultérieures ont révélé que les deux familles d’enzymes phosphorylaient de 

façon sélective différentes positions sur l’anneau inositol. Pour distinguer ces différents sites 

de phosphorylation, ces enzymes ont été renommées PIP4Ks et PIP5Ks. 

1. Les PIP 4-kinases 

Les PIP4Ks phosphorylent le PI3P et le PI5P en position 4-OH. Peu de choses sont connues 

sur la régulation de leur activité. Etant donné que le PI (3,4) P2 est un second messager qui 

participe à l’activation de la protéine kinase Akt et de certaines Protéines Kinases C (PKC), 

les PIP4Ks pourraient jouer un rôle en amont de ces kinases (Fruman et al., 1998; Tolias & 

Cantley, 1999). Akt joue un rôle dans la croissance et la survie cellulaire, tandis que les PKC 

sont impliquées dans différentes fonctions physiologiques cellulaires comme les phénomènes 

d’apoptose, l’activation des plaquettes, le remodelage du cytosquelette d’actine, la modulation 

de l’activité des canaux ioniques, ou encore la prolifération cellulaire (Toker, 1998).  

2. Les PIP 5-kinases 

La réaction la mieux étudiée, catalysée par les PIP5Ks est la conversion du PI4P en PI (4,5) 

P2. Les PIP5Ks ont été montrées comme pouvant phosphoryler d’autres PIs in vitro. Certaines 

isoformes de ces enzymes convertissent le PI (3,4) P2 en PI (3,4,5) P3. D’autres utilisent aussi 

le PI3P comme substrat in vitro (Fruman et al., 1998; Tolias & Cantley, 1999). 

 

C. Les PI 4-kinases 

Les PI4Ks catalysent la production de PI4P à partir du PtdIns, première étape dans la 

formation de PI (4,5) P2 et de PI (3,4,5) P3, deux lipides dont les fonctions de molécules 

régulatrices sont bien établies (Fruman et al., 1998).  

Les PI4Ks sont d’une importance majeure dans l’organisation des cellules eucaryotes. En 

effet : elles contrôlent les évènements de signalisation en régulant la synthèse de PI (4,5) P2 au 

niveau de la membrane plasmique et du noyau ; via la génération de PI4P, elles régulent aussi 

le trafic vésiculaire et la sécrétion de protéines de l’appareil de Golgi. Elles organisent 
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également le transfert lipidique entre les membranes, affectant ainsi la composition lipidique 

membranaire. Par conséquent, les PI4Ks apparaissent non plus comme de simples 

fournisseurs du précurseur de la synthèse de PI (4,5) P2, mais aussi comme les enzymes 

générant du PI4P, en tant que molécule signalisatrice (Balla & Balla, 2006; D’Angelo et al., 

2008). Dans les cellules, toutes les réactions biochimiques connues pour être influencées par 

le PI4P requièrent l’action des PI4Ks. Au départ, la recherche sur les PI4Ks a été nourrie par 

la notion que ces enzymes étaient nécessaires pour la production de pools de PI (4,5) P2, et par 

conséquent de DiAcyl Glycérol et PI (1,4,5) P3 (Balla, 1998). 

Quatre PI4Ks ont été identifiées chez les mammifères. Cependant, malgré leur position 

centrale dans la synthèse de phospholipides, leur régulation est faiblement comprise (Balla & 

Balla, 2006; D’Angelo et al., 2008; Fruman et al., 1998). A l’origine, les PI4Ks ont été 

classées en type II et III (le type I s’étant avéré être une PI3K) sur la base de leur poids 

moléculaire, et de leur sensibilité à des inhibiteurs comme l’adénosine et la Wortmannine 

ainsi qu’à des détergents non ioniques (ex : triton) (Balla & Balla, 2006; Balla, 1998; 

Endemann et al., 1987; Graham & Burd, 2011). 

1. Les PI 4-kinases de type II 

Ces enzymes sont liées de façon étroite à la membrane, du fait de leur palmitoylation sur un 

motif riche en sérine localisé dans le domaine catalytique (Barylko et al., 2001). Il a été 

montré que cette palmitoylation était essentielle à l’adressage des PI4Ks de type II au réseau 

trans-golgien (Barylko et al., 2009). 

Les PI4Ks de type II ont un poids moléculaire d’environ 55 kDa (Carpenter & Cantley, 1990). 

Deux formes de ces enzymes, IIα et IIβ sont exprimées chez les vertébrés. Les premières 

études ont identifié l’activité des PI4Ks de type II au niveau de la membrane plasmique. Il a 

été supposé que ces kinases participaient à la formation du pool membranaire de PI (4,5) P2. Il 

était donc surprenant de constater que la majorité des PI4K de type IIα et IIβ était localisée 

dans les membranes intracellulaires, en particulier dans le réseau trans-golgien et les 

endosomes. En accord avec leur localisation endosomale, des données suggèrent que les 

PI4Ks de type II régulent le trafic intracellulaire (Balla & Balla, 2006). De plus, d’autres 

études proposent que ces enzymes ont un rôle dans le trafic du réseau trans-golgien (Wang et 

al., 2007, 2003) et dans le processus d’endocytose de l’EGF-R (Minogue et al., 2006). 
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La phosphorylation des PI4Ks de type II par la protéine kinase D a été rapportée ; toutefois, 

les conséquences en termes d’activité de ces enzymes ne sont pas encore élucidées. La 

régulation des PI4Ks de type II n’est pas très bien connue (Balla & Balla, 2006). 

2. Les PI 4-kinases de type III 

Moins abondantes que les PI4Ks de type II dans les cellules, les PI4Ks de type III (PI4KIIIs) 

sont structurellement apparentées aux PI3Ks, avec un fort degré de conservation de leurs 

domaines catalytiques ; cela explique aussi la sensibilité des PI4KIIIs à la Wortmannine, un 

des inhibiteurs les plus puissants des PI3Ks (Wymann et al., 1996). De plus, les PI4KIIIs et 

les PI3Ks contiennent un domaine « Lipid Kinase Unique » (LKU) prédit comme ayant une 

structure hélicoïdale (Balla & Balla, 2006; Heilmeyer et al., 2003). Ce domaine serait 

nécessaire pour l’activité kinase des PI4KIIIs, en interagissant avec, et en activant le domaine 

C-terminal de ces kinases (Minogue & Waugh, 2012; Strahl et al., 2007). 

Comme pour les PI4KIIs, il existe deux formes de PI4KIIIs, α et β. Les PI4KIIIs ont été 

clonées après purification de ces enzymes à partir de la glande surrénale et de cerveau bovins. 

L’analyse de la distribution des PI4KIIIs mammaliennes a révélé qu’elles sont exprimées de 

façon ubiquitaire dans les tissus, bien que PI4KIIIα soit exprimée de façon prédominante dans 

le cerveau, et que PI4KIIIβ soit répartie de manière plus large (Balla, 1998). Au niveau 

cellulaire, PI4KIIIα est principalement localisée dans le RE (Wong et al., 1997), mais aussi 

dans l’espace péricentriolaire qui contient probablement le compartiment golgien (Nakagawa 

et al., 1996), ainsi que dans le nucléole (Kakuk et al., 2006). PI4KIIIβ quant à elle est 

principalement associée aux membranes golgiennes (Wong et al., 1997), mais est également 

retrouvée dans le noyau (Balla & Balla, 2006; de Graaf et al., 2002) (Figure 22). 
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Figure 22 : Distribution cellulaire des PI4Ks. 
EE, Endosome précoce ; PM, membrane plasmique ; Lys, lysosome ; MVB, corps multivésiculaire ; ER, 
réticulum endoplasmique ; TGN, réseau trans-golgien. D’après (Balla & Balla, 2006). 

 

En plus de l’expression ubiquitaire de PI4KIIIα et β, le fort degré de conservation de ces 

kinases, aussi bien chez la levure que chez les mammifères porte à croire qu’elles exercent 

des fonctions spécifiques et jouent un rôle essentiel dans les cellules (Gehrmann & 

Heilmeyer, 1998). 

a) PI4KIIIα. 

Deux isoformes de PI4KIIIα ont été décrites chez les mammifères et annotées dans la base de 

données NCBI : une grande isoforme de 230 kDa (isoforme 1) et une variante plus courte 

d’environ 97 kDa, comprenant seulement la partie C-terminale qui contient le domaine 

catalytique (isoforme 2) (Figure 23). C’est l’isoforme 2 qui a été clonée la première chez les 

mammifères mais a été d’abord classée par erreur comme étant une PI4K de type II (Wong & 

Cantley, 1994). Des études ultérieures ont permis de conclure que cette isoforme était en 

réalité un variant épissé de l’enzyme de 230 kDa (Balla, 1998; Nakagawa et al., 1996). Mais 

récemment, l’équipe de Tamas Balla a montré que la petite isoforme, en plus d’être 

faiblement représentée dans les cellules, serait aussi catalytiquement inactive (Szentpetery et 

al., 2011). 

En 2010, l’équipe de Lefrancois a proposé une cascade d’évènements impliquant PI4KIIIα 

dans la formation des vésicules de transport au niveau de l’appareil de Golgi (Dumaresq-

Doiron et al., 2010). Le recrutement de diverses protéines vers des membranes cellulaires 
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incluant le Golgi, les endosomes et la membrane plasmique nécessite l’activation de la petite 

GTPase Arf1 (Cohen et al., 2007; Dell’Angelica et al., 2000; Ooi et al., 1998). Cette 

activation est conditionnée par le recrutement et la liaison au Golgi de GBF1, un membre de 

la famille des Guanidine nucleotide Exchange Factor (GEF) (Jackson & Casanova, 2000). 

Lefrancois et ses collaborateurs ont donc montré que PI4KIIIα recrutait GBF1, vers les 

membranes de l’appareil de Golgi (Dumaresq-Doiron et al., 2010). En formulant l’hypothèse 

de départ que le recrutement de GBF1 vers le Golgi nécessitait la présence du PI4P, l’équipe a 

alors démontré que c’est PI4KIIIα, et non PI4KIIIIβ qui était responsable de la production des 

PI4Ps impliqués dans le recrutement de GBF1. Le schéma de la cascade est le suivant : la 

protéine Rab1 active PI4KIIIα, ce qui conduit à une production accrue de PI4P. Ces PI4Ps 

permettent à GBF1 de se lier d’abord aux membranes de l’appareil de Golgi, puis d’activer 

Arf1, ce qui a alors pour conséquence la formation des vésicules de transport (Dumaresq-

Doiron et al., 2010). 

 

 

Figure 23 : Représentation schématique des deux isoformes de PI4KIII α.  
La relation structurale entre les deux isoformes au niveau protéique est montrée en indiquant la localisation des 
domaines fonctionnels. L’organisation exon-intron du gène est également figurée. En plus du gène pi4kIIIα, la 
région chromosomique comprend deux pseudogènes, pi4kIIIαp1 et pi4kIIIαp2, localisés de part et d’autre de 
pi4kIIIα. D’après (Szentpetery et al., 2011). 
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b) PI4KIIIβ  

PI4KIIIβ est une enzyme d’environ 92 kDa. Elle contient un domaine de liaison à la protéine 

Rab11, situé entre le site catalytique et le domaine LKU. L’association PI4KIIIβ-Rab11 

pourrait réguler le transport membranaire du Golgi vers la membrane plasmique. En effet, 

PI4KIIIβ se lie à Rab11, et il apparait que cette interaction est nécessaire pour recruter Rab11 

au Golgi, et permettre la régulation du transport membranaire (de Graaf, 2004). 

Le recrutement de PI4KIIIβ au Golgi est facilité par Arf1 (Godi et al., 1999, 2004). L’activité 

enzymatique de PI4KIIIβ peut aussi être modulée par la phosphorylation d’un ou plusieurs de 

ses sites de phosphorylation. Par exemple, la phosphorylation de PI4KIIIβ à la position 

Ser268 par la Protéine kinase D (PKD) est essentielle pour son activité kinase et pour sa 

capacité à soutenir le transport post-golgien, mais n’est pas nécessaire au recrutement vers le 

Golgi (Hausser et al., 2005). Cette phosphorylation par la PKD intervient après que cette 

dernière ait été dirigée vers le Golgi, suite à sa liaison avec Arf1 (Graham & Burd, 2011). La 

phosphorylation des sérines Ser258 et Ser266 a été montrée comme importante pour le 

recrutement de PI4KIIIβ vers le Golgi (Balla & Balla, 2006; Heilmeyer et al., 2003). 

 

Dès 1999, le rôle de PI4KIIIβ au niveau de l’appareil de Golgi a été mis en lumière. En effet, 

Godi et al. ont montré que PI4KIIIβ contrôlait l’intégrité structurelle de cet organite. En 

présence d’un dominant négatif de PI4KIIIβ avec une mutation permettant d’inactiver 

l’activité kinase de l’enzyme, l’équipe a observé une désorganisation totale de la structure de 

l’appareil de Golgi (Godi et al., 1999). En 2006, Tόth et al. ont établi que PI4KIIIβ est une 

enzyme clé qui contribue à la régulation du transport de céramides entre le RE et le Golgi. 

Ces céramides sont des molécules lipidiques retrouvées en abondance dans les membranes 

cellulaires, où elles entrent notamment dans la constitution des sphingomyélines, constituants 

fondamentaux de la myéline des nerfs. Les céramides peuvent également revêtir des fonctions 

de signalisation lipidique. Leurs actions les mieux comprises vont de la différenciation 

cellulaire à l’apoptose, en passant par la prolifération cellulaire. Le rôle de PI4KIIIβ dans le 

maintien de la structure du Golgi et dans le transport des céramides conforte l’hypothèse d’un 

rôle central de cette enzyme dans la régulation des fonctions golgiennes, notamment le trafic 

vésiculaire du Golgi vers la membrane plasmique (Tóth et al., 2006). 



Le métabolisme des phosphoinositides 

 

69 

Tableau 2 : Principales caractéristiques des PI4KIIIs 

Propriétés PI4KIIIα PI4KIIIβ 

Autres noms PI4KIIIΑ, PI4KCA, PI4K230 PI4KB, PI4KCB, PI4K92 
Homologue chez la levure Stt4p Pik1p 
Poids moléculaire apparent 210 kDa 110 kDa 
Poids moléculaire calculé 230 kDa 92 kDa 
Localisation chromosomique 22q11.2 1q21.3 

Wortmannine IC50 50-300 nM IC50 50-300 nM 

LY-294002 IC50 50-100 µM IC50 100 µM 
K1 (Adenosine) Millimolaires Millimolaires 

Triton X-100 Active Active 
 

Pendant longtemps, la question s’est posée de savoir comment PI4KIIIα et PI4KIIIβ avaient 

accès au PtdIns, leur substrat localisé à la membrane plasmique, étant donné que ces enzymes 

sont solubles et qu’elles ne présentent aucun domaine hydrophobe apparent (Balla, 1998). 

Pour PI4KIIIβ, la réponse pourrait venir de son interaction avec la protéine Arf1, qui est 

insérée dans la bicouche lipidique. De plus, il n’avait pas été possible de déterminer laquelle 

de ces PI4KIIIs était responsable de la génération du pool à la membrane plasmique de PI4P, 

précurseur de PI (4,5) P2. Cela était principalement dû au manque d’outils appropriés. Cette 

question était d’autant plus pertinente qu’aucune des PI4KIIIs n’avait pu être trouvée dans des 

proportions détectables au niveau de la membrane plasmique. Jusqu’alors, il avait juste été 

montré que les PI4KIIIs étaient requises pour le maintien d’un pool de PIs, et par conséquent 

pour un équilibre des concentrations intracellulaires d’Ins (1,4,5) P3 et de Ca2+ (Nakanishi et 

al., 1995; Willars et al., 1998). La récente découverte de PIK93, un inhibiteur des PI3Ks qui 

permet de discriminer parmi les deux formes de PI4KIIIs, s’est avérée être un outil utile pour 

répondre à cette question (Balla et al., 2008; Knight et al., 2006; Tóth et al., 2006). Balla et 

ses collaborateurs ont ainsi pu montrer que PI4KIIIα était indispensable à la production de 

pools à la membrane plasmique de PI4P et de PI (4,5) P2, ainsi qu’à la signalisation calcique 

(Balla et al., 2008). 

En outre, à la fin de l’année 2012, Nataksu et al. ont prouvé la présence de PI4KIIIα à la 

membrane. Ils ont ainsi montré qu’elle co-localisait avec deux protéines, EFR3B et TTC7B. 

La première a une localisation plasmique, tandis que la seconde est cytosolique. La 

palmitoylation en N-terminal de EFR3B est une condition essentielle à sa localisation au 

niveau de la membrane plasmique, ce qui lui permet ensuite de recruter TTC7B ; leur 

association étant nécessaire au recrutement à la membrane de PI4KIIIα. Une fois le lien à la 
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membrane de PI4KIIIα établi, l’équipe a précisé le rôle de PI4KIIIα à la membrane, ainsi que 

son implication dans le métabolisme et la physiologie cellulaire. En réalisant des souris 

« knockout » (KO) pour PI4KIIIα, les auteurs ont fait plusieurs observations : une perte 

sélective de PI4P au niveau de la membrane plasmique, une baisse modérée du niveau 

plasmique de PI (4,5) P2. Il n’y a pas de modification de la structure et la fonction de 

l’appareil de Golgi, mais une rupture de l’actine corticale, ainsi qu’une modification de 

l’organisation de la clathrine (taille et distribution anormale). De plus, les niveaux 

membranaires de cholestérol étaient 20% plus bas que dans les contrôles, alors que les 

niveaux intracellulaires augmentaient. PI4KIIIα apparait alors comme un déterminant critique 

de l’identité de la membrane plasmique. En son absence, les cellules régulent à la hausse 

l’expression des PIP5Ks, qui convertissent PI4P en PI (4,5) P2, ce qui explique la baisse 

modérée de PI (4,5) P2, par rapport à celle de PI4P (Nakatsu et al., 2012). Cette étude est la 

première à rapporter un recrutement direct de PI4KIIIα à la membrane plasmique ; de plus, 

elle apporte un éclairage sur le rôle de PI4KIIIα au niveau de la membrane plasmique. 

 

 

II. Le Phosphatidylinositol 4-phosphate 

Le phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P), produit des PI4Ks représente 60% des PIs 

monophosphorylés dans les cellules de mammifères. Longtemps considéré comme servant 

uniquement de précurseur au PI(4,5)P2, le PI4P apparait depuis quelques années comme un 

régulateur direct de fonctions cellulaires importantes. La localisation subcellulaire des 

effecteurs du PI4P a initialement porté à croire que la plus grande partie du PI4P résidait dans 

les membranes du complexe de Golgi (D’Angelo et al., 2008). Cependant, l’existence d’un 

pool non golgien physiologiquement relevant commence à être mis à jour. Du fait de la 

localisation de certaines des enzymes responsables de sa synthèse, le PI4P est retrouvé à la 

membrane plasmique. A ce niveau, il peut être métabolisé en PI (4,5) P2 qui servira de 

substrat pour la production de PI (1,4,5) P3, la mobilisation du Ca2+, et la transduction du 

signal (D’Angelo et al., 2008; Graham & Burd, 2011). 

Le PI4P est également le PI prédominant dans le complexe de Golgi (des quantités moins 

importantes étant retrouvées dans le RE et les endosomes) (Godi et al., 2004; Graham & 

Burd, 2011). Une carence de ce lipide affecte la structure et la fonction de l’appareil de Golgi 
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(Godi et al., 1999). La restriction spatiale du PI4P au niveau du complexe de Golgi est assurée 

par des phosphatases, dont l’une est probablement Sac1. Cette protéine est associée au 

complexe golgien et au RE, et pourrait déphosphoryler le PI4P quand un trafic rétrograde 

intervient du Golgi vers le RE (Graham & Burd, 2011; Paolo & Camilli, 2006).  

Dans certains cas, il est raisonnable de supposer que l’importance du PI4P repose sur sa 

conversion ultérieure en PI (4,5) P2. Pour d’autres processus cellulaires par contre, comme le 

trafic membranaire ou le métabolisme des sphingolipides au niveau du complexe de Golgi, il 

a été spécifiquement montré que cette nécessité du PI4P est également due à son action 

directe sur ses effecteurs (Figure 24) (D’Angelo et al., 2008). Deux principales classes 

d’effecteurs des PI4Ps ont été caractérisées à ce jour : les protéines adaptatrices et les 

protéines de transfert de lipides. 

 

Figure 24 : Distribution intracellulaire des PI4Ks et des effecteurs de PI4P dans les cellules de 
mammifères. 
La localisation intracellulaire des PI4Ks et des effecteurs de PI4P suggèrent un rôle central du complexe de 
Golgi dans la synthèse et dans la fonction biologique des PI4P. N, noyau; GC, complexe de Golgi; PM, 
membrane plasmique ; ER, Réticulum Endoplasmique (D’après D’Angelo et al., 2008). 
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A. Les Protéines adaptatrices 

Le premier exemple décrit de régulation spatiale d’une protéine adaptatrice par les PI4Ps a été 

celui de AP-1 (Adaptor Protein-1). Cette dernière se lie directement au PI4P présent dans le 

réseau trans-golgien, de manière PI4KIIα-dépendante. AP-1 se lie également à Arf1, et la 

liaison concomittante à PI4P et à Arf1, combinée à la reconnaissance directe du cargo 

(contenu soluble ou transmembranaire de molécules), représente une stratégie efficace pour la 

régulation spatio-temporelle du recrutement de AP-1 sur des domaines spécifiques du réseau 

trans-golgien (D’Angelo et al., 2008).  

Une stratégie similaire est adoptée par une autre famille de protéines adaptatrices, les GGAs 

(Golgi-localised, γ-ear-containing, Arf-binding proteins). Ces GGAs sont des protéines 

monomériques localisées au niveau du réseau trans-golgien et dans les endosomes, et 

participent au trafic membranaire entre ces compartiments (D’Angelo et al., 2008).  

EpsinR est un membre de la famille des Epsines, une famille de protéines se liant aux PIs et 

dans laquelle les membres interagissent avec le domaine «oreille» des Adaptor Proteins et de 

la clathrine et peuvent induire une courbure membranaire (Ford et al., 2002). Contrairement 

aux autres membres de la famille qui interagissent avec AP-2 et PI (4,5) P2, EpsinR montre 

également une affinité pour AP-1 et PI4P. De façon surprenante, l’association de l’EpsinR 

avec les membranes est indépendante de AP-1, mais dépendante de Arf1, ajoutant ainsi cette 

protéine à la liste des « clathrin adaptor » qui utilisent un code à double clé pour se localiser 

dans le compartiment « réseau trans-golgien-endosome ». 

 

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

Cette famille inclut : la protéine de transfert de céramides « ceramide-transfert protein » 

CERT, l’ « OxySterol/cholesterol Binding Protein » OSBP, et les « phosphatidylinositol Four-

phosphate-AdaPtor Proteins » FAPP 1 et 2. Ces différentes protéines seront par la suite 

regroupées sous le nom de famille COF. Les protéines de transfert de lipides de cette famille 

contiennent un domaine distinct de liaison aux lipides ou domaine de transfert localisé dans la 

région C-terminale de la protéine, ainsi qu’un domaine d’homologie à la plekstrine (Plekstrin 

Homology : PH) conservé, en N-terminal (D’Angelo et al., 2008). Le terme Plekstrin 

Homology vient de l’identification d’une région d’environ 100 acides aminés dans ces 
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domaines ; cette région apparaît deux fois dans une protéine plaquettaire : la pleckstrine. Les 

domaines PH sont capables de se lier spécifiquement à un lipide donné. Ils se fixent au PI4P 

mais aussi à Arf1 (dans le cas de FAPP et OSBP). Cette capacité des COFs à se lier au PI4P et 

à Arf1 les dote de la propriété de « détecteur-concomitant» de domaines membranaires 

enrichis en PI4P et en forme active de Arf1. De façon encore plus importante, la survenue de 

cette combinaison n’est pas due au hasard, car il a été montré que Arf1 interagit avec, et 

recrute PI4KIIIβ au Golgi (Godi et al., 1999; De Matteis et al., 2007). Les COFs sont 

localisées au niveau des membranes golgiennes grâce à leur domaine PH conservé. Chacune 

des protéines de cette famille interagit avec PI4P dans un but précis. 

1. CERT 

Les céramides provenant du RE et transportées dans l’appareil de Golgi grâce au CERT 

servent à la production de sphingomyéline par la sphingomyéline synthase 1 (SGMS1). CERT 

assure le transport non vésiculaire de céramide du RE, son lieu de synthèse vers le Golgi, où il 

est converti en sphingomyéline (Hanada et al., 2003; Vicinanza et al., 2008). Bien que 

localisée au Golgi, CERT peut s’associer avec des protéines liées à la membrane du RE, 

comme VAP-A. Ces interactions peuvent définir une jonction de transport entre le RE et les 

membranes de Golgi, ou permettre à CERT de faire la navette entre les deux compartiments 

(D’Angelo et al., 2008). La localisation et l’activité de CERT sont contrôlées par un cycle de 

phosphorylation-déphosphorylation. La phosphorylation de CERT, médiée par la PKD réduit 

sa liaison avec PI4P, son association à la membrane, ainsi que son activité de transfert de 

céramide (Fugmann et al., 2007). Tόth et al. ont d’ailleurs montré que PI4KIIIβ était 

l’enzyme clé responsable de la régulation du transport de céramide effectuée par CERT, entre 

le RE et le Golgi (Tóth et al., 2006). Une fonction majeure de PI4P dans les cellules animales 

est donc de contrôler la synthèse de sphingolipides à travers le recrutement de protéines liant 

le PI4P à l’appareil de Golgi (Graham & Burd, 2011). 

2. OSBP 

OSBP a été initialement isolé comme un récepteur cytosolique des oxystérols, dérivés de 

l’oxydation enzymatique ou non du cholestérol. OSBP est localisé au niveau du RE et de 

l’appareil de Golgi, grâce à son domaine PH qui se lie au PI4P et à Arf1, avec un cycle de 

phosphorylation-déphosphorylation qui régule aussi sa distribution subcellulaire. Plusieurs 

études ont établi des connections bi-directionnelles entre OSBP et les stérols cellulaires, 

montrant ainsi des effets des stérols sur OSBP et des effets de OSBP sur le métabolisme des 



Le métabolisme des phosphoinositides 

 

74 

stérols. Entre autres, la localisation de OSBP dans le Golgi est contrôlée par les oxystérols, et 

les niveaux cellulaires de cholestérol peuvent être régulés par l’association de OSBP et de 

phosphatases. OSBP prolonge aussi la synthèse de sphingomyéline dépendante de CERT et 

stimulée par les oxystérols, même si le mécanisme exact reste à définir (D’Angelo et al., 

2008). 

3. FAPP2 

FAPP2 a été initialement décrit comme un effecteur de Arf1 et de PI4P, impliqué dans le 

trafic réseau trans-golgien-membrane plasmique. Il a un rôle prédominant dans le transport de 

molécules vers la membrane apicale des cellules polarisées. A la différence de FAPP1, 

FAPP2 possède en C-terminal un domaine putatif de transfert de glycolipides (Godi et al., 

2004; Lenoir et al., 2010; Lin et al., 2000). Il a été récemment montré que FAPP2 était requis 

dans la synthèse de glycosphingolipides, synthèse qui dépend de la production de PI4P au 

niveau du Golgi et de la GTPase Arf1. FAPP2 a également été montré comme nécessaire dans 

la voie de transport rétrograde des glucosylcéramides du complexe de Golgi vers le RE 

(D’Angelo et al., 2007). 

 

Aux deux principales classes d’effecteurs des PI4Ps s’ajoute la protéine GOLPH3 (Golgi 

Phosphoprotein 3) : elle a récemment été identifiée comme protéine de liaison aux PI4P. C’est 

une protéine abondante, dont la localisation dans le Golgi nécessite le PI4P. Il a été également 

montré que GOLPH3 interagit avec une myosine, MYO18A qui relie les membranes 

golgiennes au cytosquelette d’actine (Figure 25). Cette interaction procurerait une force de 

traction requise pour le trafic vésiculaire et l’architecture du Golgi, démontrant alors un rôle 

supplémentaire des PI4P dans le Golgi (Dippold et al., 2009). 
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Figure 25 : Diagramme de l’appareil de Golgi. 

GOLPH3 se fixe sur PI4P et se lie à MYO18A, traduisant une force de traction nécessaire pour la vesiculation 
du Golgi, contribuant à sa forme aplatie. D’après (Dippold et al., 2009). 

 

Les protéines ciblées par le PI4P fonctionnent pour réguler la composition des membranes 

golgiennes et sont de ce fait supposées réguler les propriétés mécaniques de ces membranes. 

Ainsi, le PI4P a des cibles qui régulent simultanément la force de traction sur les membranes 

et leurs propriétés mécaniques, incluant probablement leur élasticité, déterminant alors le 

comportement de ces membranes lorsqu’elles sont soumises à une tension. Il est donc tentant 

de spéculer que la régulation coordonnée d’une force de traction, ainsi les propriétés 

mécaniques de la membrane procurent un arrangement idéal pour contrôler la sortie de 

vésicules provenant de l’appareil de Golgi, et par conséquent pour générer cette morphologie 

unique caractéristique du Golgi (Dippold et al., 2009). 

En résumé, grâce au travail de nombreux laboratoires au cours de la dernière décennie, le 

PI4P est apparu comme un régulateur important et direct de plusieurs processus cellulaires, 

dont la plupart sont conservés, des levures aux mammifères. Il a été montré aussi bien dans 

les cellules de levures que de mammifères, que la reconnaissance du PI4P est cruciale pour au 

moins deux aspects distincts de la biogénèse des vésicules au niveau du réseau trans-golgien : 

le tri des chargements dans les vésicules, et les réarrangements membranaires qui dirigent le 

bourgeonnement vésiculaire (D’Angelo et al., 2008; Graham & Burd, 2011). De plus, le rôle 

central du PI4P dans le trafic antérograde du complexe Golgien à la membrane plasmique, et 

dans le métabolisme des sphingomyélines et des glycosphingolipides fait de lui un agent 

majeur dans le contrôle du flux de protéines et de lipides vers la surface cellulaire, et par 

conséquent dans la composition de la membrane plasmique elle-même. 
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La liste des protéines et domaines protéiques ayant une affinité pour le PI4P est en constante 

expansion. Toutefois, notre connaissance actuelle des régulateurs et des effecteurs de ce lipide 

est encore réduite, et des recherches supplémentaires seront nécessaires pour fournir un 

tableau plus complet.  

Dans la cellule, les enzymes responsables de la déphosphorylation de ce PI4P en PtdIns sont 

des PI Phosphatases. Dans la partie suivante, nous nous intéresserons à l’une d’elles, la 

phosphatase Sac1. 

 

 

III. La phosphatase mammalienne Sac1 

Chez les mammifères, Sac1 est une protéine membranaire intégrale qui réside de façon 

primaire dans le RE. Cette rétention dans le RE est contrôlée par l’interaction entre Sac1 et la 

protéine COP-I, qui capture l’enzyme dans le Golgi et la recycle en retour vers le RE, en 

vésicules COP-I (Rohde et al., 2003). 

Sac1 déphosphoryle le PI4P en PtdIns. La fonction principale de Sac1 serait de prévenir la 

dispersion arbitraire de PI4P dans les membranes intracellulaires, maintenant ainsi la 

compartimentalisation du pool (Roy & Levine, 2004). Des études chez la levure et les 

mammifères ont montré que Sac1 était responsable du renouvellement de PI4P au niveau du 

RE et du Golgi (Rohde et al., 2003). En revanche, on ne sait toujours pas comment le 

transport de Sac1 entre le RE et l’appareil de Golgi est effectué. La fonction de Sac1 au 

niveau du Golgi n’est pas bien définie.  

En 2008, l’équipe de Mayinger a émis l’hypothèse que la régulation du niveau de PI4P dans le 

Golgi pouvait être dépendante de la croissance cellulaire, couplant ainsi la signalisation 

lipidique et la prolifération cellulaire. Elle a alors analysé le rôle de Sac1 dans le contrôle de 

la sécrétion stimulée par des mitogènes (Figure 26). Dans les cellules quiescentes, Sac1 

s’accumule dans l’appareil de Golgi, où elle « consomme » le pool de PI4P, et ce faisant, elle 

inhibe le trafic antérograde. La relocalisation de Sac1 du RE vers l’appareil de Golgi nécessite 

son oligomérisation et le recrutement du complexe COP-II. Après stimulation par des 

mitogènes, Sac1 est phosphorylée et passe à l’état de monomère. Elle est alors relocalisée au 

RE grâce à COP-I, ce qui entraîne une augmentation du niveau de PI4P à l’appareil de Golgi, 
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et par conséquent une stimulation de la sécrétion (trafic antérograde du Golgi vers la 

membrane plasmique) (Blagoveshchenskaya et al., 2008). 

Cette même équipe a aussi identifié la voie de p38, une Protéine Kinase Activée par les 

Mitogènes (MAPK) comme impliquée dans la dissociation des oligomères de Sac1 après la 

stimulation par les mitogènes (Figure 26). L’inhibition de la voie MAPK p38 abolit le passage 

de Sac1 du Golgi vers le RE et ralentit la sécrétion. Cela suggère des rôles directs de la 

MAPK p38 et de Sac1 dans la transmission des signaux de croissance à la machinerie 

sécrétrice. Cela indique aussi que la voie p38 joue un rôle dans la modulation des PIs du RE et 

du Golgi lors d’une stimulation par des mitogènes. Sac1 ne serait donc plus seulement une 

enzyme impliquée dans la restriction spatiale des pools de PIs, mais jouerait un rôle important 

dans les voies de transduction du signal induites par les mitogènes (Blagoveshchenskaya et 

al., 2008). 

 

Figure 26 : Régulation-Mitogène dépendante de Sac1 et signalisation de PI4P à l’appareil de Golgi. 
Dans les cellules quiescentes, Sac 1 s’oligomérise et s’accumule dans l’appareil de Golgi, qui à son tour régule 
négativement le PI4P et la sécrétion constitutive. Après stimulation par un facteur de croissance, l’activité de p38 
MAPK est nécessaire pour la dissociation des complexes Sac1, ce qui déclenche le trafic rétrograde et la 
redistribution de Sac1 au RE. La réduction des niveaux Sac1 au niveau du Golgi permet d’accumuler PI4P dans 
cet organite, induisant une sécrétion constitutive (Blagoveshchenskaya et al., 2008). 

 

Au cours de l’année 2008, Liu et al. ont également mis en évidence des rôles importants de 

Sac1. Les auteurs ont en effet démontré que la réduction du niveau de Sac1 dans les cellules 

était associée à une désorganisation du complexe Golgien et du fuseau mitotique dans des 

cellules humaines. Ils ont alors pointé du doigt que cette phosphatase jouait probablement un 
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rôle essentiel de gène de ménage, nécessaire pour une organisation adéquate de l’appareil de 

Golgi et du fuseau mitotique (Liu et al., 2008). 

 

 

IV. PI4KIIIβ et virus pathogènes 

Ces dernières années, le rôle important des PI4KIIIs dans le cycle biologique de plusieurs 

pathogènes a été mis en lumière. En 2003, un nouveau coronavirus a été décrit comme l’agent 

étiologique responsable du Syndrome Respiratoire Sévère Aigu (SARS, Severe Acute 

Respiratory Syndrome) (Drosten et al., 2003). En 2012, Yang et ses collègues ont montré que 

l’activité kinase de PI4KIIIβ était nécessaire à l’étape d’entrée du SARS-CoV S. Par contre, la 

manière dont PI4KIIIβ contrôle l’entrée de ce virus n’a pas été élucidée. Il semblerait 

cependant que cette kinase ne contrôle, ni le niveau d’expression membranaire du récepteur 

Angiotensin-1 Converting Enzyme 2 (ACE2), ni l’attachement du virus à la cellule, ni son 

internalisation, ni l’étape de fusion (Yang et al., 2012). 

Récemment, l’importance de PI4KIIIβ pour la réplication de plusieurs Picornavirus a été bien 

documentée. Les Picornavirus sont des virus non enveloppés, simple brin de polarité positive. 

Ils incluent de nombreux pathogènes humains et animaux comme les Entérovirus (rhinovirus, 

poliovirus, coxackievirus) et les Kobovirus (Aichivirus). 

En 2010, Hsu et al. ont montré comment les Entérovirus (notamment Poliovirus et 

Coxackievirus, respectivement responsables de la poliomyélite et de la fièvre aphteuse) 

remodèlent la voie sécrétoire de l’hôte pour générer des organelles de réplication (Hsu et al., 

2010). Les Entérovirus stimulent la synthèse de PI4P au niveau de leurs sites de réplication. 

Une fraction significative de ce PI4P est produite par l’activité de PI4KIIIβ, qui est aussi un 

effecteur majeur de la protéine Arf1 et co-localise avec celle-ci lors de l’infection 

entérovirale. Cette co-localisation est dépendante de la localisation et de l’activité de 

GBF1/Arf1. De façon étonnante, l’ARN polymérase entérovirale 3Dpol se lierait 

préférentiellement au PI4P, malgré l’absence de région prédite pour l’attachement au PI4P. 

En se basant sur ces différentes observations, un modèle a été proposé, sur la réorganisation 

de la voie sécrétoire au cours de l’infection des entérovirus (Figure 27). En se liant au module 

GBF1/Arf1, la protéine virale 3A amplifie le recrutement de PI4KIIIβ au niveau de la 
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membrane, où la synthèse de PI4P s’effectue (Delang et al., 2012; Hsu et al., 2010). GBF1 et 

Arf1 sont des facteurs de l’hôte, connus comme nécessaires à la réplication entérovirale 

(Belov et al., 2007; Lanke et al., 2009). Par contre, aucune interaction physique n’a été 

retrouvée entre 3A et PI4KIIIβ (Teterina et al., 2011). La synthèse accrue de PI4P aboutit à 

un enrichissement du microenvironnement membranaire. Ce microenvironnement va à son 

tour augmenter le recrutement de la polymérase 3Dpol qui, en tant que membre du complexe 

de réplication, va initier la synthèse de l’ARN (Arita et al., 2011; Hsu et al., 2010). 

 

Figure 27 : Vue d’ensemble des différents modes de recrutement des PI4KIIIs au niveau des complexes de 
réplication du VHC, des entérovirus et du Virus Aichi. 
PI: Phosphatidyl inositol, ERGIC, compartiment intermédiaire RE-Golgi. D’après (Delang et al., 2012). 
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Plus récemment, il a été montré que le virus Aichi, un autre Picornavirus appartenant au genre 

des Kobuvirus nécessitait aussi PI4KIIIβ pour la réplication de son ARN (Greninger et al., 

2012; Sasaki et al., 2012). Etonnamment, le virus Aichi adopte une stratégie différente des 

entérovirus pour recruter PI4KIIIβ au niveau des sites de réplication. En effet, le recrutement 

de PI4KIIIβ aux complexes de réplication du virus Aichi est basé sur son interaction avec 

ACBD3 (Acyl-Coenzyme A Binding Domain protein 3), une protéine du Golgi impliquée 

dans le maintien de sa structure (Figure 27). Les protéines non structurales 2B, 2BC, 2C, 3A 

et 3AB du virus Aichi interagissent également avec ACBD3, mais aucune liaison directe entre 

PI4KIIIβ et les protéines virales n’a été observée (Sasaki et al., 2012). Comme pour le cas des 

entérovirus, il y a une accumulation de PI4P au niveau des sites de réplication du virus Aichi. 

Cependant, il reste à élucider si le PI4P est capable de se lier à la polymérase 3Dpol du virus 

Aichi. Greninger et al. aussi ont démontré que la protéine 3A de plusieurs Picornavirus 

s’associait avec PI4KIIIβ et ACBD3 (Rhinovirus humain 14, Kobuvirus bovin, Coxsakievirus 

B3 et Poliovirus) (Greninger et al., 2012).  

Au final, deux stratégies de recrutement de PI4KIIIβ au cours de l’infection des Picornavirus 

ont été rapportées : (i) liaison et modulation de GBF1/Arf1 pour amplifier le recrutement de 

PI4KIIIβ, et (ii) interaction avec ACBD3 pour le recrutement de PI4KIIIβ. Il sera intéressant 

d’explorer si tous les Picornavirus requièrent PI4KIIIβ pour leur réplication et si oui, 

comment PI4KIIIβ est recrutée dans les complexes de réplication. 

 

 

V. PI4KIIIs, PI4Ps et VHC 

La récente découverte de systèmes de culture permissives à l’infection par le VHC a permis 

d’élucider le lien étroit entre les lipides de la cellule hôte et le virus, à chaque étape de son 

cycle. L’entrée du VHC est déclenchée par l’interaction coordonnée dans le temps, entre les 

particules virales et des récepteurs de surface cellulaire, y compris le récepteur des 

lipoprotéines de faible densité (LDL-R). La réplication de l’ARN viral dépend des acides gras 

et de la biosynthèse du cholestérol (Huang et al., 2007; Kapadia et al., 2007). Ce processus de 

réplication se produit sur des membranes intracellulaires modifiées, formant un « réseau 

membranaire ». Leur biogenèse est induite par les protéines virales non structurales NS4B et 

NS5A et exige l’activité des lipides kinases cellulaires appartenant à la famille des PI4KIIIs. 
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Une caractéristique des membranes induites par le VHC est donc la présence de PI4P, 

synthétisé par ces kinases. Curieusement, certains facteurs cellulaires récemment identifiés 

comme indispensables au VHC se lient sélectivement à des dérivés de PIs, ce qui suggère un 

rôle crucial des PIPs dans la réplication virale et l’assemblage. Cet assemblage se produit à la 

surface des gouttelettes lipidiques et est rattaché de façon étroite à la voie de lipoprotéines de 

très faible densité conduisant à la formation de lipoviroparticules. Ainsi, le VHC exploite le 

métabolisme lipidique à bien des égards et peut donc servir de modèle pour mieux 

comprendre la biogenèse des membranes, la formation de gouttelettes lipidiques et le trafic 

des lipides (Alvisi et al., 2011; Syed et al., 2010). 

Dans ce présent chapitre, nous nous intéressons particulièrement au rôle des PI4KIIIs et de 

leur produit dans le cycle viral du VHC. 

Depuis 2009, plusieurs études ont été menées sur l’implication des PI4KIIIs dans le cycle 

biologique du VHC. L’importance de PI4KIIIα dans la réplication du VHC est bien établie. 

En effet, cette kinase a été identifiée dans plusieurs criblages de siRNA, indépendamment du 

génotype viral et des outils biologiques utilisés (Berger et al., 2009; Borawski et al., 2009; Li 

et al., 2009; Tai et al., 2009; Trotard et al., 2009; Vaillancourt et al., 2009). En revanche, le 

rôle de PI4KIIIβ est encore controversé ; elle semble contribuer à la réplication de réplicons 

de génotype 1, mais pas à celle de l’isolat JFH1 de génotype 2a (Borawski et al., 2009; Reiss 

et al., 2011; Trotard et al., 2009). Tai et al. ont aussi démontré que l’inhibition de PI4KIIIβ 

inhibait la réplication du génotype JFH1, mais que cela n’entrainait pas de modifications au 

niveau de la morphologie du réseau membranaire (Tai & Salloum, 2011). Néanmoins, ces 

deux kinases sont supposées effectuer des tâches complémentaires, non redondantes car 

l’inhibition de chacun des gènes entraîne une diminution de PI4P (Hsu et al., 2010), mais 

aussi parce que l’effet inhibiteur résultant de l’extinction partielle de PI4KIIIα sur la 

réplication du VHC ne peut être restauré par la surexpression de PI4KIIIβ (Tai et al., 2009). 

Depuis, plusieurs équipes ont proposé un modèle par lequel PI4KIIIα interagirait avec le VHC 

lors de sa réplication. Ainsi, lors de l’infection du VHC, la phosphoprotéine virale NS5A 

recrute PI4KIIIα au « réseau membranaire », pour y augmenter le niveau de PI4P nécessaire à 

l’intégrité de ce réseau et par conséquent à la réplication virale (Reiss et al., 2011). Cette 

hypothèse est principalement basée sur trois observations. Tout d’abord, PI4KIIIα co-localise 

à la fois avec NS5A et avec l’ARN viral double-brin au cours de l’infection du génotype 2a 

JFH1 (Berger et al., 2009; Lim & Hwang, 2011) (Figure 28) et du génotype 1b (Lim & 
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Hwang, 2011). Ce recrutement est tributaire du domaine DI de NS5A (Reiss et al., 2011). 

Deuxièmement, NS5A peut stimuler in vitro l’activité kinase de PI4KIIIα, sans augmenter son 

expression, conduisant à la production accrue de PI4P (Berger et al., 2011; Reiss et al., 2011). 

Cela est cohérent avec une étude récente qui indique que NS5A régule l’expression de 

certains gènes cellulaires requis pour la réplication du VHC, mais pas celle de PI4KIIIα , ni 

PI4KIIIβ (Maqbool et al., 2013). Troisièmement, l’inhibition de PI4KIIIα par le biais de 

l’ARN interférence, modifie à la fois la localisation subcellulaire de NS5A, et l’architecture 

du « réseau membranaire » (Reiss et al., 2011; Tai & Salloum, 2011; Tai et al., 2009) et 

éventuellement aussi sa formation, de même que l’établissement de complexes de réplication 

du VHC (Berger et al., 2009; Reiss et al., 2011).  

 

Figure 28 : PI4KIII α est un composant du complexe de réplication de l’ARN du VHC. 
Colocalisation de PI4KIIIα avec NS5A ou de l’ARN double brin. Des cellules de la lignée Huh7.5 ont été 
infectées avec du VHCcc, puis transfectées avec un plasmide contenant PI4KIIIα. Les cellules ont ensuite été 
marquées avec un anticorps anti-NS5A ou anti-PI4KIIIα. Les noyaux sont marqués au DAPI (Lim & Hwang, 
2011). 

 

Cependant, l’identité de l’enzyme responsable de la production de PI4P est encore 

controversée. Alors que certaines équipes mettent en avant PI4KIIIα (Berger et al., 2011; Lim 

& Hwang, 2011; Reiss et al., 2011; Tai & Salloum, 2011), d’autres au contraire pointent 

PI4KIIIβ (Hsu et al., 2010; Zhang et al., 2012), en montrant qu’elle co-localise avec les 
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protéines Arf1 et GBF1 au niveau du Golgi, pour y enrichir la concentration locale en PI4P. 

D’ailleurs, Goueslain et al. ont démontré en 2010 que GBF1 était un facteur cellulaire requis 

pour la réplication du VHC (Goueslain et al., 2010). Mais Bianco et al. ont émis l’hypothèse 

de l’existence d’un « cross-talk » entre PI4KIIIα et PI4KIIIβ pour le maintien d’un niveau 

physiologique de PI4P dans le Golgi. En effet, dans leur modèle, ils ont observé que la baisse 

d’expression de PI4KIIIα s’accompagnait d’une augmentation inattendue du pool golgien de 

PI4P (Bianco et al., 2012). 

Reiss et al. ont montré que l’activité kinase de PI4KIIIα était indispensable à la réplication du 

VHC (Reiss et al., 2011). Mais une question se pose : comment PI4P contribue-t-il à la 

réplication du VHC ? La raison pour laquelle le VHC détourne PI4KIIIα pour sa réplication 

reste à clarifier. Une hypothèse serait que le VHC recrute PI4KIIIα pour générer un 

microenvironnement riche en PI4P au niveau du complexe de réplication. Cependant, la 

fonction de PI4P dans ce complexe de réplication n’est pas claire. En 2005, il a été démontré 

que PI4P pouvait changer localement la courbure membranaire (McMahon & Gallop, 2005). 

Les membranes enrichies en PI4P pourraient ainsi générer des poches membranaires de haute 

courbure, afin de protéger les ARN et les protéines du virus du mécanisme de défense de 

l’hôte (Stapleford & Miller, 2010). D’un autre côté, PI4P pourrait fournir des sites de liaison 

pour concentrer des protéines virales et/ou cellulaires au niveau du réseau membranaire, pour 

une synthèse efficace de l’ARN viral. Pour conforter cet argument, plusieurs protéines 

cellulaires se liant au PI4P, en l’occurrence OSBP1 et CERT ont déjà été identifiées comme 

nécessaires à la réplication du VHC (Amako et al., 2009, 2011). 

Une autre hypothèse serait que PI4KIIIα influe sur la modulation de la phosphorylation de 

NS5A, en favorisant la synthèse de la forme hypophosphorylée p56 et stimulant ainsi la 

réplication de l’ARN. Il est supposé que les formes hypophosphorylée p56 et 

hyperphosphorylée p58 sont impliquées dans la régulation du cycle de réplication virale en 

favorisant la réplication de l’ARN ou l’assemblage de la particule virale, respectivement. La 

baisse de l’interaction entre PI4KIIIα et NS5A, ainsi que l’inhibition de la réplication de 

l’ARN du VHC corrèlent avec des niveaux accrus de p58, suggérant que PI4KIIIα pourrait 

être impliquée dans la régulation de la phosphorylation de NS5A (Reiss et al., 2012). Il reste 

alors à élucider si la phosphorylation de NS5A est directement ou indirectement modulée par 

PI4KIIIα. 
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Toujours pour tenter de comprendre la contribution de PI4P dans la réplication du VHC, un 

autre de ses effecteurs, GOLPH3, a été très récemment décrit comme impliqué dans le cycle 

du VHC. Cependant, l’inhibition de GOLPH3 n’affecterait pas la réplication du VHC, mais 

réduirait plutôt significativement la quantité d’ARN viral sécrété dans le milieu de culture, 

suggérant ainsi que GOLPH3 participe ou facilite le processus de sécrétion du virus (Bishé et 

al., 2012). Toutefois, des expériences supplémentaires seront nécessaires pour confirmer cette 

hypothèse et déterminer si d’autres protéines se liant au PI4P sont requises pour la réplication 

du VHC. Il sera aussi utile de mieux comprendre l’importance de l’accumulation du PI4P au 

niveau du complexe de réplication du VHC. 
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I. Le carcinome hépatocellulaire 

Les cancers hépatiques sont de nature variée. On distingue tout d’abord les cancers primitifs 

du foie, qui peuvent naître des différentes populations cellulaires du foie (hépatocytes, 

cholangiocytes, cellules associées aux sinusoïdes…). Ainsi, le carcinome hépatocellulaire 

(CHC) et le carcinome fibrolamellaire se développent dans les hépatocytes, tandis que le 

cholangiocarcinome trouve son origine dans les cholangiocytes, cellules endothéliales des 

canalicules biliaires. L’angiosarcome quant à lui émerge des cellules des sinusoïdes 

hépatiques. A l’inverse, les cancers secondaires du foie ne prennent pas naissance dans le foie, 

mais correspondent plutôt à l’implantation hépatique de métastases. De façon générale, toutes 

les tumeurs peuvent métastaser dans le foie. Cependant, en raison de son irrigation, les 

cancers secondaires du foie sont principalement issus de tumeurs des voies digestives (colon, 

pancréas et estomac). Dans ce chapitre, nous ne parlerons que du CHC, qui représente à lui 

seul 85 à 90% des cancers primitifs du foie (Kew, 2002). 

 

A. Epidémiologie et manifestations cliniques du CHC 

Le CHC est le cinquième cancer le plus répandu dans le monde, avec environ 750.000 cas 

diagnostiqués chaque année, et la troisième cause de mortalité par cancer avec 700.000 

décès/an (Jemal et al., 2011). Le processus de la carcinogenèse hépatique survient dans 90% 

des cas sur un foie cirrhotique et les infections par le VHB et le VHC représentent la 

principale cause de cirrhose (Ikegami et al., 2007). 

Chez un patient atteint d’une maladie du foie pouvant être d’origine infectieuse (hépatite 

virale due au VHB ou au VHC), nutritionnelle (alcool, obésité), toxique (aflatoxine B1) ou 

génétique (hémochromatose), un tissu cicatriciel remplace les cellules hépatiques 

endommagées : c’est la fibrose hépatique. Lorsque la fibrose atteint un degré majeur de 

remaniement tissulaire conduisant à un dépôt important de matrice extracellulaire avec perte 

de l’architecture hépatique normale et des signes de régénération hépatique, elle est appelée 

cirrhose. C’est dans un contexte de fibrose/cirrhose que 90% des cancers du foie surviennent 

(Fattovich et al., 2004; Okuda, 2007; Parkin et al., 2005).  

 

Il existe une grande variabilité géographique dans l’incidence du CHC. Dans les pays en voie 

de développement de l’Asie ou de l’Afrique sub-saharienne, le principal facteur de risque 
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reste l’infection par le VHB. Dans ces régions, l’aflatoxine B1 représente un autre facteur de 

risque aggravant. Cette toxine est produite par les champignons Aspergillus flavus et 

Aspergillus parasiticus, et est majoritairement retrouvée dans les graines stockées dans de 

mauvaises conditions (atmosphère humide) (Gao et al., 2012). Dans les pays développés où 

des mesures de prophylaxie ont été prises contre le VHB, le principal facteur de risque est le 

VHC. Dans ces pays, le développement de la cirrhose est également étroitement corrélé à une 

forte consommation d’alcool (Morgan et al., 2004). De façon inquiétante, l’augmentation de 

l’incidence de l’obésité et du diabète dans ces pays développés représente aussi des facteurs 

de risques supplémentaires. 

 

La recherche de thérapies ciblées efficaces dans le traitement du CHC a conduit à 

l’élaboration d’une stratégie visant à classer les tumeurs, afin de mieux les cibler. Ainsi, 

plusieurs études ont permis d’élaborer des classifications standard pour le diagnostic et le 

pronostic du CHC. Une des classifications les plus utilisées en clinique est celle d’Edmonson- 

Steiner. Edmonson et Steiner ont défini une classification basée sur le degré de différenciation 

du CHC, en quatres grades (I-IV). Le Tableau 3 décrit les caractéristiques de chaque grade 

défini par Edmonson et Steiner en 1954. 

 

Tableau 3 : Classification d’Edmonson-Steiner.  
 

Grade I CHC bien différencié d’aspect trabéculaire 

Grade II 
CHC bien différencié, trabéculaire, avec cytoplasmes abondants ; noyaux plus 

larges, hyperchromatiques, nucléolés ; rares aspects acineux ou glandulaires 

Grade III 
atypies nucléaires marquées (>grade II) ; cellules géantes multinucléées, bile 

moins abondante, rares formations acineuses. 

Grade IV CHC peu différencié 

 

La Figure 29 ci-dessous montre les caractéristiques histologiques de différents grades de 

CHC, selon un mode de classification qui se rapproche de celui utilisé par Edmonson et 

Steiner. 
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Figure 29 : Carcinome hépatocellulaire de Grade 1 à 4 (respectivement de gauche à droite). 
Grade 1 : Les cellules tumorales ont un cytoplasme éosinophile abondant et rond avec un noyau régulier. 
Histologiquement, ces cellules ne peuvent pas être distinguées de cellules de foie normal. Grade 2 : Le rapport 
noyau/cytoplasme est important, un noyau irrégulier, un hyper chromatisme et des nucléoles proéminent. 
Grade 3 : Présence d’un nombre plus important de pléomorphisme nucléaire que dans les tumeurs de grade 2. 
Grade 4 : Pléomorphisme nucléaire marqué avec des cellules géantes. D’après l’Atlas of tumor pathology, 
Tumors of the Liver and Intrahepatic Bile Ducts. Kamal G. Ishak; Zachary D. Goldman and J.Thomas Stocker 
(AFIP). 

 
 

B. Altérations génétiques dans le CHC  

La carcinogénèse hépatique est un processus multi-étapes impliquant des modifications de 

plusieurs facteurs génétiques qui peuvent être divisées en au moins 4 groupes :  

- les gènes suppresseurs de tumeurs (p53, Rb, PTEN, RUNX3),  

- les oncogènes (myc, K-Ras, B-Raf),  

- les facteurs de croissance et leurs récepteurs (TGF-α, IGF-2) 

-  les altérations activant les voies de développement Wnt/β-caténine (CTNNB1) et 

la voie Hedgehog (Shiraha et al., 2013).  

Nous nous intéresserons à quelques uns de ces facteurs génétiques dans la suite de cette 

section. 

 

� Le gène p53 joue un rôle important dans le contrôle du cycle cellulaire, la 

régulation transcriptionnelle et l’apoptose (Bourdon, 2007; Vousden & 

Lane, 2007). C’est aussi le gène le plus largement étudié dans les tumeurs 

solides, et des mutations de ce gène ont été identifiées dans une variété de 

cancers humains (Hollstein et al., 1991; Nigro et al., 1989). p53 est le gène 

suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans le CHC (20% des 

cas). De façon intéressante, les mutations de p53 ne sont pas retrouvées 
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dans les tumeurs hépatocellulaires bénignes. Épidémiologiquement, les 

mutations de p53 sont fréquemment retrouvées dans le CHC induit par 

l’aflatoxine B1 (~ 50%) (Buendia, 2000; Tannapfel et al., 2001). En effet, 

cette toxine présente la particularité d’induire des mutations de p53, ce qui 

favoriserait alors une instabilité chromosomique et l’hépatocarcinogenèse 

(El-Serag & Rudolph, 2007). 

 

� Le gène du rétinoblastome (Rb) est un autre gène suppresseur de tumeur 

largement étudié dans le CHC et dans d’autres tumeurs solides. Il contrôle 

la progression dans le cycle cellulaire en réprimant les protéines de la 

famille des facteurs de transcription E2F. Il a en effet été montré que 

l’augmentation de l’expression des protéines E2F-1 et E2F-2 était 

nécessaire à l’hépatocarcinogenèse (Conner et al., 2000). Des mutations de 

Rb ont été retrouvées dans environ 15% des CHC (Ozturk, 1999).  

 

� La phosphatase PTEN est un gène suppresseur de tumeur qui régule 

négativement la voie de signalisation des PI3Ks/Akt, voie impliquée dans 

la régulation de la survie cellulaire (Li & Sun, 1998). L’absence ou la 

réduction de l’expression de PTEN a été retrouvée dans environ 40% des 

CHC (Hu et al., 2003). 

 

� Les mutations activatrices de la voie Wnt/CTNNB1 sont retrouvées dans 

20 à 40% des CHC (de La Coste et al., 1998). Cette voie de signalisation 

régule notamment l’expression de facteurs de transcription impliqués dans 

le contrôle de la prolifération cellulaire (cycline D1 par exemple). Dans les 

cellules saines, CTNNB1 est hautement régulée par le complexe 

APC/axine/GSK3 qui stimule continuellement sa dégradation protéasomale 

(Clevers & Nusse, 2012). Dans le cancer du foie, il a été montré que 

l’inhibition hépato-spécifique de l’APC, gène lié à polypose adénomateuse 

familiale était suffisante pour induire l’hépatocarcinogenèse chez la souris, 

et que ceci était lié à l’accumulation anormale de CTNNB1 (Colnot et al., 

2004).  
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� L’expression du facteur de croissance TGF-α est augmentée dans la plupart 

des cas de CHC (81%) (Schaff et al., 1994). TGF-α stimule la prolifération 

des cellules dans le CHC en activant la voie de signalisation du récepteur à 

l’EGF. La surexpression de TGF-α pourrait être associée à l’infection par 

le VHB (Hsia et al., 1992). 

 

� La voie de signalisation du facteur de croissance IGF-2 est également 

impliquée dans l’hépatocarcinogenèse. Des mutations du récepteur de IGF-

2 sont fréquemment retrouvées dans le CHC (25-55% des cas) (De Souza 

et al., 1995; Yamada et al., 1997). La modification de ce récepteur entraîne 

la surexpression de IGF-2, car le récepteur induit la dégradation de l’IGF-2 

en condition normale. Le récepteur de l’IGF-2 active également le facteur 

de croissance TGF-β, un régulateur négatif de la croissance des cellules 

(Dennis & Rifkin, 1991). La modification du récepteur au TGF-β lui-même 

a également été constaté dans le CHC (~ 10% des cas) (Kawate et al., 

1999). 

 

 

II. PI4Ks, PI4P et cancers 

Les changements dynamiques dans les concentrations membranaires de PIs régulent de 

nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération, les réarrangements du cytosquelette 

et la motilité cellulaire (Paolo & Camilli, 2006). Ces modulations sont induites par plusieurs 

PI Kinases, PI Phosphatases, phospholipases et sont souvent dérégulées dans les cancers, 

conduisant à une tumorogenèse et des métastases (Yuan & Cantley, 2008). Plusieurs 

découvertes récentes indiquent que les PI4Ks peuvent jouer un rôle important dans la 

pathogenèse de certains cancers. Dans cette section, nous nous intéresserons aux PI4Ks et au 

PI4P, leur produit. 
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A. PI4P et cancers 

Les données actuelles suggèrent que des réductions importantes de la synthèse de PI4P 

peuvent avoir un impact sur la viabilité ou la prolifération cellulaire, de façon spécifique aux 

types cellulaires et aux isoformes PI4Ks. En 2010, Chu et al. ont montré qu’une inhibition de 

l’expression de PI4KIIα ou PI4KIIIβ conduisait à une réduction de 70-80% de la production 

de PI4P. Cela résultait en une diminution de la prolifération cellulaire et à l’apoptose des 

cellules MDA-MB-231, provenant d’une lignée de cancer du sein (Chu et al., 2010). 

Cependant, dans les cellules COS-7 de la lignée rénale du singe vert d’Afrique, l’apoptose n’a 

été observée qu’après l’extinction de l’expression de PI4KIIα seule, indiquant que les cellules 

diffèreraient dans leurs dépendances par rapport aux PI4Ks, pour la survie cellulaire (Chu et 

al., 2010). Par ailleurs, dans les cellules COS-7, la surexpression d’une version inactive pour 

l’activité kinase de PI4KIIα entrainerait une diminution de l’activation d’Akt, protéine kinase 

impliquée dans la croissance et la survie cellulaire. La forme kinase inactive de PI4KIIα 

induirait un trafic endosomal défectueux par modification du recrutement d’AP-3 (Craige et 

al., 2008), mais n’inhiberait pas la synthèse de PI4P endogène (Wang et al., 2003). La 

conclusion serait donc que les fonctions non-catalytiques des PI4Ks pourraient être 

importantes pour le maintien de la signalisation pro-survie.  

De façon intéressante, Reiss et al. ont retrouvé des niveaux élévés de PI4P chez des patients 

chroniquement infectés par le VHC, par une analyse en immunohistochimie de sections 

consécutives d’échantillons de foie congelés. Des cellules positives au marquage de NS5A ou 

de la protéine de capside C ont été trouvées uniquement dans les tissus obtenus à partir des 

patients infectés par le VHC. Surtout, le marquage de NS5A, de la protéine de capside C et de 

PI4P (Figure 30) révèle que les zones infectées par le VHC sont toujours enrichies en PI4P, 

indiquant ainsi que l’infection par le VHC entraîne effectivement des niveaux élevés de PI4P. 

Par ailleurs, ils ont également montré que PI4KIIIα était responsable de cette production 

accrue de PI4P dans le cadre d’une infection par le VHC. En réalisant des expériences de co-

localisation entre PI4KIIIα, PI4KIIIβ et les protéines virales, ils ont constaté que seule 

PI4KIIIα interagissait avec NS5A. Ils ont alors proposé que PI4KIIIα était recrutée au 

complexe de réplication par NS5A, ce qui stimulait ainsi son activité kinase, conduisant aux 

niveaux élevés de PI4P (Reiss et al., 2011). 
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Figure 30 : Immunohistochimie sur les tissus du foie congelés provenant d’un patient non infecté par le 
VHC et d’un patient infecté chroniquement par le VHC. 
Des sections hépatiques consécutives ont été colorées pour NS5A, PI4P, et la protéine de capside C. Notez que 
les cellules présentant une coloration positive pour les protéines virales et PI4P résident dans la même région de 
chaque section (Reiss et al., 2011). 

 

B. PI4KIII α dans le cancer du pancréas et dans la chimiorésistance 

L’implication possible de PI4KIIIα dans le cancer du pancréas découle d’une étude qui a 

comparé l’expression du gène entre deux lignées de cellules de carcinome pancréatique ayant 

des caractéristiques différentes. Cette étude a identifié PI4KIIIα et la MAPK kinase 2, comme 

associées à un phénotype plus invasif et métastatique (Ishikawa et al., 2003). 

Fait intéressant, dans une autre étude chez le poisson zèbre, l’inhibition de l’expression de 

PI4KIIIα induisait des anomalies du développement. Ces anomalies ont été attribuées à la 

perturbation de l’axe de signalisation du récepteur au facteur de croissance fibroblastique 

(Fibroblast Growth Factor : FGF), stimulé par la voie MAPK (Ma et al., 2009). STT4, 

l’orthologue de PI4KIIIα chez la levure, contrôle également la cascade MAPK (Audhya & 

Emr, 2002). Ces deux études génétiques ont révélé une synergie inattendue entre PI4KIIIα et 

la signalisation des MAPKs, mais des travaux supplémentaires sont nécessaires pour 

comprendre la signification de ces résultats dans le cancer (Waugh, 2012). 

Deux études distinctes ont également mis en lumière l’importance de PI4KIIIα dans la 

chimiorésistance. Un criblage par ARN interférence a identifié PI4KIIIα comme médiateur de 
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la résistance au cisplatine dans des lignées cellulaires de médulloblastome (Guerreiro et al., 

2011). Cette isoforme a également été identifiée comme étant importante pour la résistance à 

la gemcitabine dans des cellules d’adénocarcinome pancréatique (Giroux et al., 2006). Ces 

résultats suggèrent que PI4KIIIα pourrait avoir une fonction encore sous-estimée dans la 

chimiorésistance constitutive de cancers qui sont récalcitrants à l’induction apoptotique. 

C. PI4KIII β et cancer du sein 

Peu de données existent concernant l’implication de PI4KIIIβ dans les cancers. Néanmoins, 

des études sur des lignées cellulaires de cancer du sein ont montré que l’expression de 

PI4KIIIβ était anti-apoptotique pour les cellules MDA-MB-231 (Chu et al., 2010) et que la 

surexpression de cette isoforme dans les cellules MCF 10A (cellules de glandes mammaires 

fibrocystiques) perturbait entre autres la morphogenèse acinaire in vitro (Pinke & Lee, 2011). 

Ces deux études pointent donc un rôle potentiel de PI4KIIIβ dans le cancer du sein. De plus, 

des données indiquent que cette enzyme pourrait fonctionner en aval du facteur d’élongation 

1α, une protéine qui est surexprimée dans les tumeurs du sein (Kulkarni et al., 2007; 

Tomlinson et al., 2005) et dans les tumeurs ovariennes (Anand et al., 2002).  

D. PI4KII α dans la régulation de récepteurs et dans le cancer 

Une étude récente a montré que PI4KIIα était surexprimée dans de nombreux cancers 

humains, tels que dans le mélanome, le fibrosarcome, le cancer du sein, le carcinome de la 

vessie ou encore le carcinome de la thyroïde (Li et al., 2010). Dans cette étude, Li et ses 

collaborateurs ont rapporté que la surexpression de PI4KIIα favorisait l’angiogenèse de la 

tumeur grâce à une production accrue du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 

(Vascular Endithelial Growth Factor : VEGF) et d’un facteur induit par l’hypoxie, mais aussi 

via des modifications des cascades de signalisation impliquant les PI3Ks et la protéine kinase 

ERK (Li et al., 2010). PI4KIIα a également été montrée comme étant importante dans la 

signalisation de Wnt (Pan et al., 2008; Qin et al., 2009), et pour le trafic endosomal activé par 

le récepteur à l’EGF (Minogue et al., 2006). Les travaux futurs dans ce domaine devront se 

concentrer sur la compréhension de la façon dont les fonctions de PI4KIIα dans le réseau 

trans-golgien et dans le trafic endosomal deviennent dysfonctionnelles dans le cadre d’un 

cancer. Ces travaux devront également déterminer comment cela pourrait avoir un impact sur 

la compartimentalisation des récepteurs stimulés par les cascades de signalisation (Waugh, 

2012). 
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E. PI4KII β et le carcinome hépatocellulaire 

PI4KIIβ est fortement exprimée dans le foie et son rôle anti-métastatique dans le CHC a été 

proposé (Mazzocca et al., 2008). L’expression de PI4KIIβ dans les cellules hépatiques aboutit 

à une augmentation du trafic de CD81, de la membrane plasmique vers les vésicules 

intracellulaires qui séquestrent également l’actine ; ce qui conduit à un remodelage du 

cytosquelette d’actine et inhibe la migration cellulaire. Inversement, la réduction de 

l’expression de PI4KIIβ conduit à une augmentation de la motilité cellulaire (Mazzocca et al., 

2008), qui représente une étape clé dans le développement d’un CHC invasif et métastatique. 

Des travaux complémentaires seront nécessaires pour élucider le mécanisme par lequel cette 

isoforme peut potentiellement maintenir les niveaux de CD81 à la surface cellulaire.
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« Celui qui se donne la peine de se courber ne se relèvera pas sans rien. » 

Proverbe mossi (Burkina Faso)
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Depuis la découverte du VHC en 1989, de nombreux travaux ont été effectués pour étudier les 

interactions entre le pathogène et son hôte. Ainsi, au cours des étapes d’entrée du virus dans la 

cellule hôte, plusieurs facteurs cellulaires indispensables ont été identifiés. Lors du 2nd 

semestre 2009, cinq équipes dont la nôtre, ont découvert que la propagation du VHC dans des 

cellules de la lignée hépatique humaine Huh7.5.1 nécessitait l’expression de 2 kinases 

cellulaires : les phosphatidylinositol 4-kinases de type III, α et β (PI4KIIIα et PI4KIIIβ) 

(Berger et al., 2009; Borawski et al., 2009; Li et al., 2009; Tai et al., 2009; Trotard et al., 

2009; Vaillancourt et al., 2009). Ces différents travaux ont principalement montré 

l’importance de PI4KIIIα au cours de la réplication du VHC. En revanche, contrairement aux 

données obtenues par une autre équipe (Berger et al., 2009), nos résultats expérimentaux 

suggéraient que les PI4KIIIs étaient également impliquées au cours de l’entrée du VHC, avec 

une dépendance plus ou moins marquée selon le génotype viral (Trotard et al., 2009). 

Bien que plusieurs équipes de recherche s’accordent sur le fait que PI4KIIIα pourrait 

représenter une cible thérapeutique potentielle, toutes les études qui avaient été réalisées 

jusque-là ont été faites sur des lignées hépatiques humaines. Les interactions entre le virus et 

des cellules transformées peuvent ne pas réfleter correctement celles survenant in vivo dans 

des hépatocytes humains. Afin de confirmer l’implication des PI4KIIIs au cours de l’entrée du 

VHC, notre principal projet de recherche consistait à exploiter les cultures primaires 

d’hépatocytes humains, sachant que ces cellules présentent à la fois un état de différenciation 

hépatique plus proche de l’in vivo et une polarisation bien établie. 

Ainsi, le premier objectif de ma thèse se résumait en deux axes principaux : 

- Vérifier l’importance de l’activité kinase des PI4KIIIs au cours de l’entrée du 

VHC dans les hépatocytes humains primaires, à travers une approche chimique ; 

- Valider l’implication de ces kinases et de leur activité enzymatique au cours de 

l’entrée virale dans les hépatocytes humains primaires grâce à une approche 

génétique basée sur l’ARN interférence et la restauration de phénotype. 

Sachant que les enzymes du métabolisme des phosphoinositides (kinases et phosphatases) 

sont souvent dérégulées au cours des cancers (Waugh, 2012), notre second objectif était 

d’étudier l’expression de PI4KIIIα au cours de pathologies hépatiques. 
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« Qui veut du miel doit avoir le courage d’affronter les abeilles. »  

Proverbe sénégalais
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I. Culture cellulaire 

Toutes les cellules ont été maintenues à 37°C, avec 5% de CO2 et sous atmosphère humide. 

A. Les hépatocytes humains primaires 

Les hépatocytes humains sont isolés à partir de fragments de foie, issus de déchets opératoires 

obtenus auprès de patients ayant subi une hépatectomie partielle. Les fragments exploités sont 

prélevés dans une zone du tissu jugée saine, d’un point de vue macroscopique. Toutes les 

procédures expérimentales sont conduites en accord avec les réglementations et les lois 

françaises et ont été approuvées par le Comité National d’Ethique. Les cellules sont isolées 

selon une méthode décrite par Guguen-Guillouzo et Guillouzo (1986), puis ensemencées à 

forte densité (0,2.106 cellules/cm²) dans du milieu William’s E (Invitrogen) complémenté 

avec 3,5.10-7 M d’hydrocortisone hemisuccinate (Roussel), 2 mM de L-glutamine 

(Invitrogen), 50 mg/L de gentamicine (Sigma), 100 unités/mL de penicilline (Invitrogen), 100 

µg/mL de streptomycine (Invitrogen) , 5 µg/mL d’insuline (Sigma) et 10% de sérum de veau 

fétal (SVF) (Gibco). Le lendemain de l’ensemencement, puis tout au long de la culture, le 

milieu de culture est renouvelé tous les 2 ou 3 jours. Ce dernier milieu diffère de celui utilisé à 

l’ensemencement par la présence de 3,5.10-6 M d’hydrocortisone hemisuccinate, 5% de SVF, 

2% de dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma) et 5% de sérum humain issu de patients 

hémochromatosiques ayant subi une phlébotomie, dans le cadre de leurs traitements. 

B. Les lignées cellulaires 

Les cellules de la lignée hépatique Huh7.5.1 sont cultivées dans du milieu DMEM (4,5 g/L D-

glucose, 4 mM L-glutamine) (Gibco), complémenté avec 100 unités/mL de penicilline 

(Invitrogen), 100 µg/mL de streptomycine (Invitrogen), 1 mM d’HEPES (Invitrogen), 2,24 

mM L-Glutamine (Invitrogen), des acides aminés non essentiels (Sigma) et 10% SVF (Gibco) 

décomplémenté (30 min à 56°C).  

Les cellules de la lignée HEK 293T (Human Embryonic Kidney) sont cultivées dans du 

milieu DMEM (4,5 g/L D-glucose, 4 mM L-glutamine), complémenté avec 100 unités/mL de 

penicilline (Invitrogen), 100 µg/mL de streptomycine (Invitrogen) et 10% de SVF (Gibco) 

décomplémenté. 
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II. Constructions plasmidiques 

Afin d’inhiber l’expression des gènes PI4KIIIα et PI4KIIIβ, nous avons utilisé des plasmides 

pLKO.1 contenant les séquences shRNA spécifiques de chaque cible (Openbiosystems). Les 

tableaux ci-dessous représentent les différentes séquences shRNA. 

Tableau 4 : Séquences des shRNA ciblant PI4KIIIα  

Nom Séquence de 5’ vers 3’ 
Zone 
ciblée 

shA1 CCGGCGCCATGTTCTCAGATAAGAACTCGAGTTCTTATCTGAGAACATGGCGTTTTTG ORF 

shA2 CCGGGCGGGAGTTTGATTTCTTTAACTCGAGTTAAAGAAATCAAACTCCCGCTTTTTG ORF 

shA3 CCGGCCACTACATCTGGATCGACTTCTCGAGAAGTCGATCCAGATGTAGTGGTTTTTG ORF 

shA4 CCGGGCGTGAAGACATAAGCATCATCTCGAGATGATGCTTATGTCTTCACGCTTTTTG ORF 

shA5 CCGGGCCAGGTTTAAGAACACAGAACTCGAGTTCTGTGTTCTTAAACCTGGCTTTTT ORF 

shA6 CCGGCCGATGTGGTTCCAAATGCAACTCGAGTTGCATTTGGAACCACATCGGTTTTTG ORF 

shA7 CCGGGCTGCACAAATACTACATGAACTCGAGTTCATGTAGTATTTGTGCAGCTTTTT ORF 

shA8 CCGGCCAGTTCATCTGGAACATGAACTCGAGTTCATGTTCCAGATGAACTGGTTTTT ORF 

shA9 CCGGGCGTCTCATCACATGGTACAACTCGAGTTGTACCATGTGATGAGACGCTTTTT ORF 

shA10 CCGGCAAGCTCTTGAAGCACAGGTTCTCGAGAACCTGTGCTTCAAGAGCTTGTTTTT ORF 

shA11 CCGGCCGATGTGGTTCCAAATGCAACTCGAGTTGCATTTGGAACCACATCGGTTTTTG ORF 

shA12 CCGGCCTCTGTTTGCACTGGACATACTCGAGTATGTCCAGTGCAAACAGAGGTTTTTG 3’NC 

shA13 CCGGCGGCAACATTATGCTGGACAACTCGAGTTGTCCAGCATAATGTTGCCGTTTTTG ORF 

shA14 CCGGCGACCTCTTCAAGAACATCTTCTCGAGAAGATGTTCTTGAAGAGGTCGTTTTTG ORF 

shA15 CCGGCATCGACCTCTTCAAGAACATCTCGAGATGTTCTTGAAGAGGTCGATGTTTTTG ORF 

 

Zone ciblée : NC = Non Codante, ORF = Open Reading Frame, cadre ouvert de lecture 

.
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Tableau 5 : Séquences des shRNA ciblant PI4KIIIβ  

Nom Séquence de 5’ vers 3’ 
Zone 
ciblée 

shB1 CCGGTCTCGGTACTTAGGACTTGATCTCGAGATCAAGTCCTAAGTACCGAGATTTTT 3’NC 

shB2 CCGGCCATACAAGATTCTTGTGATTCTCGAGAATCACAAGAATCTTGTATGGTTTTT ORF 

shB3 CCGGCCGAGAGTATTGATAATTCATCTCGAGATGAATTATCAATACTCTCGGTTTTT ORF 

shB4 CCGGCGACATGTTCAACTACTATAACTCGAGTTATAGTAGTTGAACATGTCGTTTTT 3’NC 

shB5 CCGGCCAGTTGCTTAACATGTACATCTCGAGATGTACATGTTAAGCAACTGGTTTTT ORF 

 

pLKO.1 shRNA contrôle (shNT, Non Targeting) : 

shNT : CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTT 

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

 

Afin de réaliser les expériences de restauration du phénotype, nous avons utilisé différentes 

constructions plasmidiques contenant les formes sauvages (WT) et mutées (KD) de nos gènes 

d’intérêt. Les plasmides pWPi-HA-PI4KIIIα 230 kDa (WT) (pWPi-CA WT) et pWPi-HA-

PI4KIIIα-D1957A 230 kDa (KD) (pWPi-CA KD) ont été fournis par le Dr Lohmann 

(Allemagne). Les plasmides pLV-HA-PI4KIIIβ 110 kDa (WT) (pLV-CB WT) et pLV-HA-

PI4KIIIβ 110 kDa D656A (KD) (pLV-CB KD) ont été obtenus auprès du Dr Balla (USA). 

Pour exemples, les constructions pWPi-CA WT et pLV-CB WT sont présentées ci-dessous. 
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pWPI-CA-WT

CA

SV40 T Ag

 

Figure 31 : Représentation schématique du plasmide codant pour le gène PI4KIII α WT 

 

pLV-CB-WT

CB

SV40 T Ag

 

Figure 32 : Représentation schématique du plasmide codant pour le gène PI4KIII β WT 
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III. Production de particules virales 

A. Pseudoparticules VHCpp 

Elles ont été produites par co-transfection au phosphate de calcium des cellules de la lignée 

HEK 293T avec trois vecteurs : un vecteur de transfert (pLL3.7 Rluc) (Rubinson et al., 2003) 

contenant la séquence de la Renilla luciferase, des vecteurs contenant les gènes nécessaires à 

la formation des particules virales (pMDLg/pRRE et pRSV/Rev) (Dull et al., 1998) et un 

vecteur exprimant les protéines d’enveloppe du VCH (phCMV E1E2, clone H77) (Bartosch et 

al., 2003a). Au final, 15 µg de pLL3.7 Rluc, 12,5 µg pMDLg/pRRE, 4 µg de pRSV/Rev et 8 

µg de phCMV E1E2 ont été utilisés pour la transfection de 7.106 cellules. 

Les surnageants des cellules productrices ont été collectés 48 et 72h après transfection, puis 

ont été filtrés (0,45 µM) pour éliminer les cellules en suspension. Les particules ont été alors 

concentrées 100 fois par ultracentrifugation (75 000 g pendant 2h à 4°C) sur un coussin de 

sucrose concentré à 20%. Les culots ont enfin été repris dans le milieu d’entretien des cellules 

Huh7.5.1, puis conservés à -80°C. 

B. Particules dérivées de clone cellulaire VHCcc 

Les particules VHCcc chimériques J6/JFH1 de génotype 2a ont été générées en électroporant 

(choc unique à 900 µF et 270 V) des cellules Huh7.5.1 (4.106) avec 20 µg d’ARN issu du 

plasmide pFL-J6/JFH-5’C19Rluc2AUbi (obtenu auprès du Dr Rice, USA). Le surnageant des 

cellules productrices a été collecté 48h et 72h post-transfection puis filtré (0,45 µM) pour 

éliminer les cellules en suspension. Les virus ont ensuite été conservés à -80°C. 

C. Particules lentivirales contenant les shRNA ou les gènes PI4KIII α et 

PI4KIII β, WT et KD 

Les vecteurs lentiviraux comportant les shRNA ou les gènes d’intérêt ont été produits selon 

un protocole similaire à celui dédié à la production de VHCpp. Les cellules de la lignée HEK 

293T ont été co-transfectées au phosphate de calcium avec : 

-  le vecteur de transfert, contenant un shRNA de la cible, le shNT ou les gènes 

d’intérêt ; 

-  le vecteur d’empaquetage psPAX2, et  
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-  le vecteur pMD2/G contenant la protéine d’enveloppe G du virus de la stomatite 

vésiculaire (VSV-G).  

Au total, 22,5 µg de pLKO.1 shRNA ou de plasmide comportant le gène PI4KIIIα et 

PI4KIIIβ, WT et KD, 14,9 µg de psPAX2 et 7,9 µg de pMD2/G ont été utilisés pour la 

transfection de 7.106 cellules. La suite du protocole reste identique à celui utilisé pour la 

production de VHCpp. 

Le protocole de production est schématisé sur la Figure 33 ci-dessous : 

HEK293T

Transfection 
phosphate de 

calcium

Récolte du surnageant 
2 et 3 jours post-

transfection

Concentration des 
virus par 

ultracentrifugation

Huh7.5.1

Titration 
des virus

Détermination du 
nombre d’unités 
infectieuses par  

QPCR

5’LTR Ψ sh RNA PuroR 3’sinLTRRRE cPPTU6 hPGKpLKO.1 shRNA

psPAX2pMD2.G

 

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

Pour la titration des particules VHCpp et VHCcc, les cellules Huh7.5.1 ont été ensemencées à 

10 000 cellules/cm² dans une plaque 96 puits. Le lendemain, elles ont été infectées avec des 

dilutions effectuées en série au dixième (de 10-1 à 10-6), dans un volume final de 50 µL. Cinq 

jours après, les cellules ont été lysées afin de révéler les puits infectés en analysant la 

luminescence à l’aide du kit « Renilla Assay Luciferase » (Promega), selon le protocole du 

fabriquant. La lecture de la luminescence est réalisée avec le luminomètre Centro XS3 LB960 

(Berthold Technologies). La quantité de particules virales infectieuses est déterminée par le 

calcul du TCID50/mL selon la méthode de Reed & Muench. 

Pour la titration des lentivirus contenant les shRNA ou les gènes PI4KIIIα ou PI4KIIIβ WT ou 

KD, les cellules Huh7.5.1 ont été ensemencées à 25 000 cellules/cm² dans une plaque 24 

puits. Le lendemain, elles ont été infectées avec des dilutions de virus au 1/125, 1/250 et 

1/1000, dans un volume final de 250 µL. Trois jours après, l’ADN génomique total a été 

extrait à l’aide du kit « NucleoSpin Tissue XS » (Macherey Nagel), selon les 

recommandations du fournisseur. Une PCR quantitative a été réalisée en utilisant des 

oligonucléotides ciblant une région des vecteurs de transfert ; A2-F : 

AGCAACCCTCTATTGTGTGC et A2-R : GTGCGGTGGTCTTACTTTTG. Le titre viral a 

alors été calculé en déterminant le nombre de particules transduites dans les cellules. Pour 

cela, nous disposions d’une gamme réalisée à partir d’un lentivirus contrôle comportant la 

GFP, dont le titre avait été préalablement déterminé par FACS. Le protocole de la PCR 

quantitative sera détaillée plus bas, dans une autre section. 

 

V. Procédures d’infection 

A. Protocole d’inhibition de PI4KIII α et PI4KIII β 

Le lendemain de l’ensemencement, les hépatocytes humains primaires ou les cellules 

Huh7.5.1 ont été transduits avec les lentivirus contenant les séquences shPI4KIIIα, 

shPI4KIIIβ, ou le shNT. Pour cela, les lentivirus ont été dilués afin d’atteindre les 

multiplicités d’infections souhaitées (Multiplicity Of Infection : MOI). Le volume final 

d’infection est de 50 µL pour un puits de 0,32 cm2 de diamètre (MW96), dédié au test de 

susceptibilité à l’infection par le VHCpp ou le VHCcc. Il est de 250 µL pour un puits de 2 
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cm2 (MW24), dédié à l’extraction d’ARN totaux ou de protéines totales. La durée de la 

transduction est de 6 h. 

 Trois (pour les cellules Huh7.5.1) ou cinq jours (pour les hépatocytes humains primaires) 

plus tard, les cellules ont été infectées avec les pseudoparticules VHCpp. Pour cela, une MOI 

de 0,2 TCID50/mL (pour les hépatocytes humains primaires) ou 0,02 TCID50/mL (pour les 

cellules Huh7.5.1) a été utilisée dans un volume final de 50 µL dans une plaque 96 puits. 

L’infection se fait sur la nuit (~16h). 

B. Protocole de restauration de l’infection par le VHC 

Le lendemain de l’ensemencement, les hépatocytes humains primaires ou les cellules 

Huh7.5.1 ont été transduits avec les lentivirus comportant les gènes d’intérêt, sauvages ou 

mutés. Pour cela, les lentivirus ont été dilués à la MOI souhaitée, dans un volume final de 50 

µL pour un puits de 0,32 cm2 (MW96) et de 250 µL pour un puits de 2 cm2 (MW24). La 

durée de la transduction est de 6 h. Le lendemain de cette première transduction, les cellules 

ont été transduites à nouveau, avec les lentivirus contenant les séquences shPI4KIIIα, 

shPI4KIIIβ, ou shNT, à la MOI souhaitée, pendant 6h. 

Trois ou cinq jours après cette 2nde transduction, les cellules Huh7.5.1 ou les hépatocytes 

humains primaires ont été infectés avec les particules VHCcc ou VHCpp, respectivement. 

Pour cela, une MOI de 0,005 TCID50/mL (pour le VHCcc) ou 0,01 TCID50/mL (pour VHCpp) 

a été utilisée dans un volume final de 50 µL dans une plaque 96 puits. L’infection se fait sur la 

nuit (~16h). 

C. Analyse de l’infection 

Vingt quatre heures après la fin de l’infection par le VHCpp ou le VHCcc, la cytotoxicité est 

déterminée (voir section VIII plus bas), puis les cellules sont lysées afin de mesurer le niveau 

de luminescence, à l’aide du kit « Renilla Assay Luciferase » (Promega), selon le protocole du 

fabriquant, et grâce au luminomètre Centro XS3 LB960 (Berthold Technologies). Les valeurs 

de luminescence sont systématiquement normalisées avec celles obtenues pour la cytotoxicité, 

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

IC50 sur PI4KIIIα 

LY-294002 provient de Calbiochem (USA). AL-9 a été obtenu auprès du Dr De Francesco 

(Italie). T-00127-HEV1 provient de la société Early Discovery Chemistry (Royaume-Uni). 

Les différents réactifs utilisés sont : 

- PI4KIIIα (MW = 230 kDa) (Millipore) 

- Phosphatidylinositol PI-diC8 (Cell Signaling, USA) 

- Phosphatidylsérine PS-diC8 (Coger)  

- Tampon HTRF contenant entre autres de l’HEPES, du NaCl et du MgCl2, des 

détergents, et de l’azide de sodium (Millipore). 

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

 Brièvement, le protocole expérimental est le suivant : PI4KIIIα a préalablement été diluée 

dans le tampon HTRF, en présence de phosphatidylinositol (1 mM final) et de 

phosphatidylsérine (1 mM final). Ensuite, 3 µL de cette solution réactionnelle ont été incubés 

pendant 10 minutes avec les inhibiteurs (AL-9, LY290042, et T-00127-HEV1) préalablement 

dilués dans le tampon HTRF. Puis, 1µL d’ATP à 100 µM final a été ajouté, suivie d’une 

incubation de 30 minutes. Ensuite, 5 µL d’ADP-GloTM Reagent ont été ajoutés avant une 

incubation de 40 minutes. Enfin, 10 µL de Kinase Detection Reagent ont été ajoutés, avant 

une dernière incubation de 40 minutes. La mesure de la luminescence est alors effectuée avec 

le luminomètre Centro XS3 LB960 (Berthold Technologies). Toute la réaction se fait à 

température ambiante. La valeur de l’IC50 a été mesurée grâce au logiciel GraphPad. 

 

VII. Traitement des hépatocytes humains 

primaires avec les inhibiteurs chimiques 

Toutes les drogues (T-00127-HEV1, LY-294002 et AL-9) ont été reprises dans du DMSO 

100%. Le traitement des cellules est intervenu six jours après l’ensemencement. Les cellules 

ont d’abord été pré-incubées pendant 3h à 37°C à la concentration souhaitée à 2% final de 
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DMSO. Puis, elles ont été infectées sur la nuit avec le VHCpp, à une MOI de 0,02 toujours en 

présence de la drogue, et d’une concentration finale de 1% DMSO. Vingt quatre heures après 

la fin de l’infection par le VHCpp, la cytotoxicité est déterminée (voir section suivante), puis 

les cellules sont lysées afin de mesurer le niveau de luminescence. 

 

VIII. Évaluation de la cytotoxicité in vitro  

La toxicité liée à une exposition des cellules aux inhibiteurs chimiques et/ou aux transductions 

lentivirales a été déterminée en plaque de 96 puits, 24h après la fin de l’infection par le VHC, 

en utilisant le kit « Cell Proliferation Reagent WST-1 » (Roche), selon les recommandations 

du fournisseur. Le principe de ce kit réside dans le fait que les sels de tétrazolium sont clivés 

en molécules de formazan par des déshydrogénases mitochondriales. La quantité de formazan 

formée est directement corrélée aux nombres de cellules métaboliquement actives dans la 

culture. La mesure de l’absorbance du formazan a été effectuée à l’aide du spectrophotomètre 

FLUOstar Optima (BMG Labtech, USA) à une longueur d’onde 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 à l’aide du kit « High pure RNA isolation » (Roche), 

selon les recommandations du fournisseur. La concentration et la pureté de l’ARN ont été 

évaluées au spectrophotomètre Nanodrop 1000 (Labtech France). L’intégrité de l’ARN a été 

vérifiée après migration sur gel d’agarose 1%, en présence de Bromure d’Ethidium (BEt). 

Pour réaliser la transcription inverse, 0,3 à 1,5 µg d’ARN ont été utilisés. Après un pré-

chauffage de 5 min à 70°C, le mélange réactionnel a été ensuite complété avec le tampon 

« RT first strand » 1X (Invitrogen), 36 ng/mL de random hexamers (Promega), 0.5 mM de 

dNTP, 10 mM de dithiothréitol, 20 U de RNasin (Promega) et 200 U de M-MLV transcriptase 

inverse (Invitrogen). La synthèse d’ADNc se déroule pendant 1 h à 42°C. La réaction se 

termine par un chauffage du milieu réactionnel pendant 5 min à 95°C. 

La quantification des transcrits de PI4KIIIα et PI4KIIIβ a été effectuée en utilisant le kit 

« qPCR Master Mix Plus for SYBR Green I » (Eurogentec), dans un volume final de 25 µL 
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contenant 0,4 µM final du couple d’oligonucléotides spécifiques de la cible à amplifier 

(Tableau 6). Les échantillons ainsi préparés ont été soumis à une première étape d’activation 

de l’enzyme de 10 min à 95°C. Ensuite 40 cycles de PCR ont été réalisés. Ils consistent en 

une étape de dénaturation de 20 secondes à 95°C et une étape d’hybridation et d’élongation 

pendant 1 min à 62°C. Les résultats de l’amplification sont analysés en temps réel à l’aide de 

l’ABI 7300 (Applied Biosystems). La quantité de l’ARNm de la cible a été normalisée par 

rapport à la quantité de l’ARNm de la GAPDH. Enfin, la quantité d’ARNm au sein de chaque 

échantillon a été exprimée de manière relative à l’échantillon 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 

PI4KIIIα_F GGTCGTCTCCCTGGTCACTC 

PI4KIIIα _R GTCGTAGGTCCGGCTCCTG 

PI4KIIIβ_F TGGAGATCATGCAGCAAGGTTC 

PI4KIIIβ_R GGAAGCCGTCATAGAGTTTGG 

 

X. Western-Blot 

Les hépatocytes humains primaires ou les cellules Huh7.5.1 ont été lavés avec du PBS froid et 

lysés dans un tampon contenant : 62,5 mM de Tris-HCl pH 6.8 ; 2% SDS, 10% glycérol, 50 

mM DTT, et 0.01% bleu de bromohénol, complété extemporanément avec un cocktail 

d’inhibiteurs de protéases (Roche). Les cellules ont ensuite été soniquées (Sonics and 

Materials, Danbury, USA) pendant 30 secondes, puis les débris insolubles ont été culotés par 

centrifugation à 11 000 rpm pendant 10 minutes à 4°C. Les protéines ainsi extraites ont été 

dosées suivant le protocole de dosage par coloration à l’amidoblack (Sigma). Environ 30 µg 

d’extrait total ont été soumis à une électrophorèse sur gel d’acrylamide 7,5%. Après 

migration, les protéines ont été transférées en milieu liquide sur une membrane de 
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nitrocellulose (Schleicher und Schuell) sur la nuit à 400 mA pour les protéines de haut poids 

moléculaire ou à 100V pendant 2H pour les protéines de faible ou moyen poids moléculaire. 

Le tampon utilisé est un tampon phosphate à pH 6,7 composé de NaH2PO4.H2O et de 

Na2HPO4. 

L’analyse de l’expression de PI4KIIIα 230 kDa (polyclonal anti-rabbit, Cell Signaling 4902), 

PI4KIIIβ 110 kDa (polyclonal anti-rabbit, Upstate 06-578), Tag-αHA (monoclonal anti-

souris, Covance MM-101P), et de la tubuline-α 50 kDa (monoclonal anti-souris, Sigma 

T5168) a été réalisée par incubation avec les anticorps respectifs, après une mise au point des 

conditions optimales pour certains d’entre eux. Le signal a été détecté par 

chimioluminescence, en conjonction avec un anticorps secondaire anti-rabbit ou anti-mouse 

couplé à la péroxydase HRP (Dako). Cette détection a été effectuée avec : 

- le Super Signal West Femto Chimiolumunescent Substrate (Thermo Scientific) 

pour révéler la protéine PI4KIIIα ;  

- ou le « Enhanced Chemio Luminescence » (ECL, Millipore) pour révéler 

PI4KIIIβ, la tubuline α, ou le Tag-HA. 

Les signaux ont été détectés et quantifiés en utilisant l’imageur FujiFilm LAS 3000 et le 

logiciel MultiGauge. 

 

XI. Analyses statistiques 

Les données ont été exprimées et représentées comme la moyenne de plusieurs expériences ± 

écart à la moyenne (SEM, Standard Error of the Mean). Des tests t non appariés de Student 

ont été utilisés pour comparer la moyenne des groupes témoins et expérimentaux. La valeur p 

ainsi que la taille de l’échantillon de chaque groupe expérimental ont été précisées dans les 

légendes des figures respectives. 
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« Celui qui désire la pluie doit aussi accepter la boue. » 

Proverbe malawite 

 

« Personne-quel que soit son degré- ne voit jamais le sommet de son propre crâne ; pour y voir clair, vient 

toujours un moment où l’on a besoin de l’aide d’un tiers. » 

Tradition orale peule, d’après Amadou Hampâté Bâ 
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Résultat 1Résultat 1Résultat 1Résultat 1    ::::    

Effet d’inhibiteurs des PI4KIIIEffet d’inhibiteurs des PI4KIIIEffet d’inhibiteurs des PI4KIIIEffet d’inhibiteurs des PI4KIIIs    

sur l’entrée du VHCsur l’entrée du VHCsur l’entrée du VHCsur l’entrée du VHC
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I. Impact de l’inhibition de l’activité des PI4KIIIs sur 

l’entrée virale 

Pour étudier l’implication potentielle des PI4KIIIs au cours de l’entrée du VHC dans les 

hépatocytes humains primaires, nous avons utilisé une approche chimique. Pour cela, nous 

disposions de trois inhibiteurs des PI4KIIIs : 

- Un composé proche de l’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 hépatocytes humains primaires, nous avons déterminé 

leur IC50 in vitro, sur la protéine PI4KIIIα (Voir section Outils expérimentaux). Les valeurs 

obtenues étaient de : 21 µM ±5,6 pour LY294002; 2,3 µM ±1,1 pour AL-9 et 100 µM pour T-

00127-HEV1 (Figure 34 A, B). Cette dernière molécule T-00127-HEV1 précipitait en milieu 

aqueux à des concentrations supérieures à 125 µM, ce qui n’a pas permis de faire une courbe 

complète. A notre connaissance, la seule équipe ayant utilisé T-00127-HEV1 comme 

molécule inhibitrice des PI4KIIIs a testé une concentration maximale de 10 µM lors de la 

détermination des IC50. Elle a alors conclu que cette molécule était spécifique de PI4KIIIβ, 

avec une IC50 de 60 nM (Arita et al., 2011). Concernant l’inhibiteur AL-9, l’IC50 que nous 

avons obtenu était légèrement supérieure à celle déterminée par Bianco et al., qui était de 

l’ordre de 0,57 µM ±0,08 pour PI4KIIIα. De plus, cette équipe a noté que cette molécule 

inhibait également PI4KIIIβ, à une IC50 un peu plus forte : 3,08 ±0,21 µM (Bianco et al., 

2012). Enfin, pour ce qui est de LY294002, l’IC50 que nous avons déterminé était inférieure à 

celle trouvée par Balla et al., qui variait entre 50 et 100 µM pour PI4KIIIα. En outre, elle 

serait d’environ 100 µM pour PI4KIIIβ (Balla & Balla, 2006). Cette molécule a également 

une activité inhibitrice sur d’autres kinases comme les PI3Ks (IC50 ~ 1,4 µM) auxquelles les 

PI4KIIIs sont structurellement apparentées, avec un fort degré de conservation dans leurs 

domaines catalytiques (Wymann et al., 1996). Le Tableau 7 ci-dessous récapitule ces 

différentes IC50. 
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Tableau 7 : Gamme des IC50 issues de différentes études 

PI4KIII α PI4KIII β PI3Ks

LY294002 21-100 µM 100 µM 1,4 µM

T-00127-HEV1 100 µM 0,06 µM ND

AL-9 0,57-2,3 µM 3,08 µM ND  

ND : Non Déterminée 
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Figure 34: Détermination des IC50 d’inhibiteurs des PI4KIIIs et analyse de leur effet sur la viabilité des hépatocytes
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Utilisée à différentes concentrations, LY294002 a eu un effet dose-dépendant sur la protection 

des hépatocytes humains primaires à l’infection par le VHCpp de génotype 1a. Cette 

protection a atteint 75%, sans effet toxique significatif (Figure 34C). De plus fortes 

concentrations (100, 150 et 200 µM) ont également été testées, donnant lieu à une inhibition 

plus importante de l’entrée, avec toutefois une légère toxicité à 200 µM (données non 

présentées). L’absence d’effet inhibiteur du LY294002 aux faibles concentrations (inférieures 

à 10 µM) tend à montrer que les PI3Ks ne sont pas impliquées au cours de l’entrée du VHCpp 

dans les hépatocytes humains primaires. En effet, LY294002 a une action inhibitrice sur les 

PI3Ks, à une IC50 de 1,4 µM. La molécule T-00127-HEV1 a également permis une protection 

dose-dépendante des cellules (Figure 34D). Les résultats obtenus avec ces deux molécules 

inhibitrices suggèrent que l’inhibition de l’activité kinase des PI4KIIIs permet de protéger les 

hépatocytes humains primaires de l’infection par le VHCpp. Par conséquent, l’activité 

enzymatique de ces kinases serait importante pour l’entrée du VHCpp dans les hépatocytes 

humains primaires. Par contre, l’utilisation d’AL-9 n’a pas permis d’avoir des résultats 

concluants. En effet, les deux premières expériences, réalisées sur deux lots différents 

d’hépatocytes humains primaires ont abouti à une protection de l’infection par le VHCpp 

d’environ 50%, aux plus faibles doses d’AL-9 (0,1 ; 0,5 et 1 µM) (Figure 34E, histogramme 

du milieu). Par contre, cet effet a été perdu aux plus fortes doses, à partir de 2,5 µM. Sur les 

trois dernières expériences, réalisées sur 3 autres lots de cellules, AL-9 n’a eu aucun effet sur 

l’entrée du VHCpp dans les hépatocytes humains primaires (Figure 34E, histogramme de 

droite). 

 

 

II. Discussion des résultats 

Des inhibiteurs chimiques ont été testés afin d’évaluer l’importance de l’activité kinase des 

PI4KIIIs au cours de l’entrée du VHCpp dans les hépatocytes humains primaires. La première 

molécule utilisée, LY294002 est un dérivé de la quercétine, initialement décrite pour ses 

capacités à inhiber les PI3Ks. En effet, la forte homologie entre les sites catalytiques des 

PI4KIIIs et des PI3Ks explique leur sensibilité commune à certaines drogues, avec toutefois 

des degrés de sensibilité variable. LY294002 n’a pas afffecté l’infection des hépatocytes 

humains primaires par le VHCpp, jusqu’à une dose de 10 µM. L’infection par le VHCpp ne 

semblait donc pas dépendante des PI3Ks puisque l’IC50 de cette drogue sur les PI3Ks a été 
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évaluée à 1,4 µM. A partir de doses plus fortes (25 à 75 µM), LY294002 a permis de protéger 

les hépatocytes humains primaires d’une infection par le VHCpp, et ce, de façon dose-

dépendante. Cette sensibilité semblait coincider avec l’inhibition de PI4KIIIα pour laquelle 

nous avions déterminé une IC50 de l’ordre de 20 µM, alors que l’IC50 de LY294002 sur 

PI4KIIIβ avait été évaluée à 100 µM par d’autres équipes. Ces données étaient en cohérence 

avec celles obtenues à l’aide d’une seconde molécule nommée T-00127-HEV1. Cette drogue 

a été décrite dans des travaux publiés par Arita et ses collaborateurs (Arita et al., 2011) 

comme étant une molécule spécifique de PI4KIIIβ, avec une IC50 faible, définie à 0,06 µM. 

Cette équipe a également réalisé des tests biochimiques de son spectre d’action, avec une dose 

unique de 10 µM : ni la kinase PI4KIIIα, ni les 6 différentes PI3Ks n’ont été inhibées. Il faut 

toutefois noter que les auteurs auraient utilisé une forme tronquée en N-terminale de 

PI4KIIIα, modification pouvant altérer son activité (Heilmeyer et al., 2003; Szentpetery et al., 

2011). Au cours de nos travaux, nous avons utilisé la grande isoforme complète de PI4KIIIα 

afin de déterminer l’IC50 de T-00127-HEV1, que nous avons évalué proche de 100 µM. Or, 

cette molécule n’a pas eu d’impact sur l’infection des hépatocytes humains primaires par le 

VHCpp jusqu’à la dose de 10 µM, donc bien au-delà de la dose normalement nécessaire pour 

inhiber PI4KIIIβ (IC50 ~0,06 µM). Par contre, un effet inhibiteur dose-dépendant a été 

observé à partir d’une dose de 25 µM. La dose correspondant à son IC50 sur PI4KIIIα (100 

µM) permettait de réduire l’infection de 75%. 

L’utilisation de ces deux molécules sur le modèle d’infection des hépatocytes humains 

primaires par le VHCpp suggérait donc que l’activité de PI4KIIIα serait indispensable à 

l’entrée virale. Néanmoins, une telle approche basée sur des inhibiteurs chimiques présente 

des limites. En premier lieu, les drogues ont rarement une spécificité stricte. Ainsi, avant 

d’imputer le phénotype induit par une drogue à l’inhibition de sa cible principale connue, il 

faut confirmer les résultats obtenus à l’aide de plusieurs drogues et d’approches 

expérimentales complémentaires. Par ailleurs, nos études ont été réalisées sur des hépatocytes 

humains primaires, or ces cellules sont spécialisées dans la prise en charge de xénobiotiques 

afin de les transformer et les éliminer. Nos conditions de cultures, qui sont définies pour 

maintenir un état de différenciation hépatique proche de l’in vivo, permettent de conserver ces 

propriétes de métabolisation des drogues. Par conséquent, même si les gammes d’inhibition 

de l’entrée du VHCpp obtenues avec les drogues LY294002 et T-00127-HEV1 

correspondaient aux gammes d’inhibition de PI4KIIIα, on ne peut émettre de conclusion 

définitive. En effet, on ne peut pas omettre le risque que ces drogues soient en partie 
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métabolisées par les hépatocytes humains, diminuant ainsi les doses effectives pour retomber 

dans des gammes d’inhibition non plus de PI4KIIIα, mais de PI4KIIIβ, voire de PI3Ks. 

D’ailleurs, il est probable que nous ayons été confrontés à une interférence des propriétes de 

métabolisation des hépatocytes humains lors de l’utilisation d’une troisième drogue, PIK93. 

Ce phenylthiazole a été décrit comme un outil capable de discriminer éventuellement entre 

PI4KIIIα et PI4KIIIβ car l’isoforme β est 50 fois plus sensible à cette drogue, que l’isoforme 

α (IC50 respectifs de 0,02 µM et 1,1 µM). Cependant, cette drogue est tout aussi efficace pour 

inhiber les PI3Ks (IC50 à partir de 0,02 µM). L’incubation des hépatocytes humains primaires 

en présence de PIK93 à des concentrations allant jusqu’à 50 µM (soit 50 fois supérieures à 

son IC50 sur PI4KIIIα) n’a pas protégé les cellules d’une infection par le VHCpp (données 

non montrées). Pourtant, cette même drogue était capable de diminuer efficacement l’activité 

réplicative de réplicons présents dans des lignées hépatiques humaines, dès une dose de 1 µM 

(données non montrées). 

Pour tenter de compléter nos données, nous avons utilisé une quatrième drogue, AL-9, très 

récemment caractérisée pour sa capacité à inhiber les PI4KIIIs (Bianco et al., 2012). AL-9 est 

un prototype de la classe des 4-anilino quinazolines. Cette classe contient des inhibiteurs de la 

réplication du VHC, et une portion de 4-anilino quinazoline est souvent retrouvée dans les 

inhibiteurs de kinases, incluant des molécules anti-cancereuses approuvées en clinique (ex : 

erlotinib qui inhibe EGF-R). Cette molécule présentait un avantage théorique limité, pour 

tenter de discriminer l’implication des 2 PI4KIIIs au cours de l’entrée virale. En effet, 

PI4KIIIα était seulement légèrement plus sensible à AL-9 que PI4KIIIβ (IC50 respectifs de 

0,6-2,3 µM versus 3,08 µM). Par ailleurs, des résultats contrastés ont été obtenus sur le 

modèle d’infection d’hépatocytes humains primaires par le VHCpp. Ainsi, sur deux lots de 

cellules, une inhibition de l’ordre de 50% fut détectée lors de l’utilisation de concentrations 

(0,1 à 1 µM) proches de l’IC50 d’AL-9 sur PI4KIIIα. Cependant, cet effet inhibiteur 

disparaissait à des concentrations supérieures (2,5 à 10 µM) sur ces deux lots de cellules, et 

aucune baisse d’efficacité de l’infection ne fut détectée sur les 3 autres lots distincts de 

cellules, et ce, quelque soit la dose (0,1 à 10 µM). Deux hypothèses, qui ne sont pas 

exclusives, pourraient expliquer les phénomènes observés : 

(i) AL-9 serait inactivé en étant pris en charge par les enzymes du métabolisme 

hépatique, de façon plus ou moins efficace selon les lots de cellules. En effet, 

l’efficacité de métabolisation peut varier d’un individu à l’autre, d’autant plus que les 
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donneurs ont été exposés à des traitements distincts avant l’hépatectomie qu’ils ont dû 

subir. Ces thérapies influencent différemment les capacités de métabolisation des 

hépatocytes, la plupart du temps en les stimulant. Par ailleurs, AL-9 pourrait activer 

cette métabolisation à partir d’une certaine concentration expliquant ainsi la perte 

d’effet inhibiteur aux doses élevées, supérieures à 1 µM. 

(ii)  Les PI4KIIIs présenteraient un polymorphisme génétique capable de moduler leur 

sensibilité à AL-9. D’ailleurs, certaines études ont fait état de l’existence de ce 

polymorphisme dans le gène PI4KIIIα. En effet, le criblage de deux domaines 

fonctionnels de PIK4IIIα et de la région du promoteur a abouti à l’identification de 15 

polymorphismes différents dont trois ont été retrouvés chez des pateints atteints de 

désordres bipolaires, et 3 autres atteints de schizophrénie (Saito et al., 2003). 

Au final, seul l’effet inhibiteur de 2 drogues, LY294002 et T-00127-HEV1 était en accord 

avec l’implication de l’activité de PI4KIIIα au cours de l’entrée du VHC dans les hépatocytes 

humains primaires. Cependant, les limites de cette apporche, exposées plus haut, ne 

permettent pas d’émettre une conclusion définitive. 
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Résultat 2Résultat 2Résultat 2Résultat 2    :::: 

Mise au point de la stratégie Mise au point de la stratégie Mise au point de la stratégie Mise au point de la stratégie 

d’extinction des PI4KIIIsd’extinction des PI4KIIIsd’extinction des PI4KIIIsd’extinction des PI4KIIIs
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Certaines données obtenues avec l’approche chimique ont permis de suggérer que l’activité 

kinase des PI4KIIIs serait requise pour l’entrée du VHC dans les hépatocytes humains 

primaires. Afin de confirmer ces données, nous avons décidé d’utiliser une approche 

génétique basée sur l’ARN interférence. Cependant, ces cellules sont réfractaires aux 

méthodes classiques de transfection telles que la lipofection. Il était donc nécessaire d’utiliser 

la vectorolgie lentivirale afin d’introduire les shRNA dans la cellule cible. 

Au début de ma thèse, nous disposions de plasmides adaptés à la production de lentivirus 

(OpenBiosystems, série pLKO.1-shRNA) contenant différentes séquences shRNA pour 

chaque cible. En particulier, nous avions 15 shRNA ciblant PI4KIIIα et 5 shRNA ciblant 

PI4KIIIβ. Ces shRNA ciblent soit le cadre ouvert de lecture, soit la région 3’NC. Aucune des 

séquences ciblées ne se chevauchent. Nous disposions également d’un plasmide contenant un 

shRNA contrôle, qui ne cible aucune région du génome humain : il s’agit du shNT (Non 

Targeting). Toutes ces séquences sont présentées dans la section Outils expérimentaux 

(Tableaux 4 et 5). 

Nous avons réalisé un criblage afin de sélectionner les shRNA les plus efficaces pour 

l’extinction de l’ARNm ciblé. Cette sélection s’est effectuée en 2 étapes principales. Ne 

disposant pas systématiquement d’hépatocytes humains primaires, la 1ère étape de sélection a 

été réalisée par transfection transitoire des cellules de la lignée hépatique Huh7.5.1. Pour cela, 

les différents plasmides-shRNA ont été introduits par lipofection dans les cellules. Trois jours 

après la transfection, les ARN totaux ont été extraits puis analysés par RT-QPCR. 

Trois critères ont été pris en compte pour choisir les séquences shRNA : (i) efficacité 

d’extinction de l’ARNm ciblé, (ii) spécificité de l’extinction en vérifiant l’absence d’impact 

sur le niveau d’expression d’ARNm de l’isoforme étudiée en parallèle et (iii) choix d’au 

moins une séquence ciblant une région non codante de l’ARNm ciblé afin de permettre des 

expériences ultérieures plus aisées de restauration du phénotype. Sur les 15 shRNA ciblant 

PI4KIIIα, seuls 4 shRNA (shA2, shA3, shA9 et shA12) ont montré une efficacité d’inhibition 

d’environ 40% de l’ARNm. Les autres se sont avérés inefficaces. Sur les 5 shRNA ciblant 

PI4KIIIβ, 3 shRNA (shB1, shB4 et shB5) ont permis d’inhiber l’ARNm de l’ordre de 50%. 

Au cours de la 2nde étape de sélection, des lentivirus comportant les séquences shPI4KIIIα et 

shPI4KIIIβ pré-sélectionnées, ou comportant la séquence shNT ont été produits, puis testés 

sur les cellules Huh7.5.1. Les shA2 et shA3 ont finalement été retirés de la liste car une 2nde 

expérience de transfection n’a pas permis d’observer une inhibition efficace de l’ARNm de 
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PI4KIIIα avec ces deux shRNA. Nous avons donc produit des lentivirus non concentrés 

comportant les shRNA suivants : shA9, shA12, shB1, shB4, shB5 ou shNT. Une fois les 

lentivirus produits (protocole présenté dans la section Outils expérimentaux), ils ont été 

utilisés (purs et non titrés) pour transduire les cellules Huh7.5.1, afin d’évaluer l’efficacité 

d’extinction de l’ARNm. 
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Figure 35: Efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIII α et PI4KIII β dans les Huh7.5.1 par transduction
lentivirale.
Les cellules de la lignée hépatique Huh7.5.1, ensemencées la veille à 50 000 cellules/cm2 ont été transduites avec
des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT) ou différents shRNA indépendants ciblant PI4KIIIα
(histogrammes du haut) ou PI4KIIIβ (histogrammes du bas). Trois jours après la transduction, les ARN totaux ont
été extraits. Les niveaux d’ARNm de PI4KIIIα et PI4KIIIβ ont été évalués par RT-qPCR, normalisés par rapport à
l’ARNm de la GAPDH et exprimés par rapport au shNT.
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Nous avons constaté une diminution de l’expression de l’ARNm de PI4KIIIα d’environ 75% 

avec shA12, et d’environ 50% avec shA9 sans impact inhibiteur sur PI4KIIIβ. Au contraire, 

l’inhibition de l’ARNm de PI4KIIIα a entrainé une augmentation d’environ 50% de l’ARNm 

de PI4KIIIβ (Figure 35, histogrammes du haut). Concernant PI4KIII β, shB1, shB4 et shB5 

ont permis une inhibition de l’ARNm, d’au moins 50%. Par contre, le shB4 n’était pas 
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spécifique de PI4KIIIβ car il inhibait aussi l’ARNm de PI4KIIIα, de l’ordre de 50% (Figure 

35, histogrammes du bas). Il a donc été ôté de la liste. Ces inhibitions des ARNm cibles ont 

été obtenues sans aucun effet toxique sur les cellules. 

En définitive, les shRNA retenus pour la suite de notre travail étaient :  

- Pour PI4KIIIα, shA9 qui cible le cadre ouvert de lecture et shA12 qui cible la 

région 3’NC. Ils seront désormais appelés shPI4KIIIα #1 et shPI4KIIIα #2, 

respectivement. 

- Pour PI4KIIIβ, shB1 qui cible la région 3’NC et shB5 qui cible le cadre ouvert de 

lecture. Ils seront désormais appelés shPI4KIIIβ #1 et shPI4KIIIβ #2, 

respectivement. 

.
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RéRéRéRésultat 3sultat 3sultat 3sultat 3    ::::    

Implication de PI4KIIIImplication de PI4KIIIImplication de PI4KIIIImplication de PI4KIIIα    dans dans dans dans 

l’entrée du VHCl’entrée du VHCl’entrée du VHCl’entrée du VHC
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Avant la présentation des différents résultats, il est important de souligner que nous avons 

évalué l’efficacité de transduction des hépatocytes humains primaires en utilisant des 

lentivirus comportant le gène codant pour la GFP (pLKO.3G). Cinq jours après la 

transduction, à une MOI de 62,5 (la plus faible utilisée lors de nos expériences), nous avons 

observé par FACS que 84% des cellules étaient transduites (données non montrées). La 

transduction lentivirale est donc efficace dans les hépatocytes humains primaires. 

 

I. Effet de l’extinction de PI4KIIIα sur l’entrée virale 

Les lentivirus comportant les séquences shRNA sélectionnées (shPI4KIIIα #1 et shPI4KIIIα 

#2) ont été produits, concentrés et titrés selon le protocole se trouvant dans la section Outils 

expérimentaux. Les expériences présentées dans la Figure 36 ci-dessous ont été réalisés sur 

trois lots différents d’hépatocytes humains primaires. 
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Figure 36: Effet de l’inhibition de PI4KIII α sur l’entrée du VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les hépatocytes
humains primaires.
A. Protocole expérimental. Cinq jours avant leur infectionpar le VHCpp, les cellules ont été transduites à différentes

Multiplicités d’Infection avec des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou deux shRNA
indépendants ciblant PI4KIIIα (shPI4KIIIα #1 et shPI4KIIIα #2, barres blanches et hachurées, respectivement).

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

C. Efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIα. Les niveaux d’ARNm de PI4KIIIα ont été évalués par RT-qPCR,
normalisés par rapport à l’ARNm de la GAPDH et exprimés par rapport au shNT correspondant.

D. Efficacité d’extinction de la protéine PI4KIIIα. Les lysats cellulaires ont été analysés en utilisant un anticorps anti-
PI4KIIIα ou un anticorps anti-tubulineα. Les positions de PI4KIIIα, de la tubulineα, et des masses moléculaires en kDa
sont indiquées sur chaque côté de la membrane.

E. Impact de l’extinction partielle de PI4KIIIα sur l’infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de 0,2). Les niveaux 
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL c’est-à-dire aux cellules 
non transduites (histogramme de droite).

B, C et E sont présentés comme la moyenne de trois expériencesindépendantes, réalisées sur différents lots de cellules±

SEM. * p <0,05 ** p <0,001, *** p <0,0001.
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Le protocole expérimental est schématisé sur la Figure 36A. Le lendemain de 

l’ensemencement, les cellules ont été transduites avec les vecteurs lentiviraux-shRNA, à 

différentes MOI. Cinq jours après la transduction, l’expression de PI4KIIIα a été analysée par 

RT-QPCR et WB. En parallèle, une infection a été réalisée pendant 16 h avec du VHCpp de 

génotype 1a (isolat H77). Environ 48 heures après cette infection, la viabilité cellulaire ainsi 

que les niveaux d’infection ont été mesurés. 
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Comme présenté sur la Figure 36B, les différentes transductions n’ont eu aucun effet sur la 

viabilité des hépatocytes humains primaires, par rapport aux cellules contrôles, non 

transduites et non infectées. 

Nous avons aussi vérifié l’efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIα. De façon 

étonnante, cette inhibition d’environ 50% est restée stable, quelque que soit la MOI utilisée et 

ce, pour les 2 shRNA (Figure 36C). Il en est de même pour l’extinction de la protéine, qui 

était également stable et de l’ordre de 50% (Figure 36D). Malgré l’absence d’une inhibition 

dose-dépendante des quantités d’ARNm et de protéine, une protection dose-dépendante de 

l’infection par le VHCpp a été observée. Par rapport au contrôle shNT de la même MOI, elle 

est de l’ordre de 50% à la MOI de 62,5 et atteint 80% pour la MOI 250, la plus élevée (Figure 

36E, histogramme de gauche). Cependant, en exprimant les pourcentages d’infection par 

rapport aux cellules non transduites, nous avons observé que l’effet dose-dépendant constaté 

pouvait être biaisé par le fait que les cellules transduites avec les lentivirus-shNT étaient plus 

susceptibles à l’infection par le VHCpp, au fur et à mesure que les MOI augmentaient (Figure 

36E, histogramme de droite). L’inhibition semble donc stable au final et est cohérente avec 

les taux stables d’inhibition de la protéine, quelque soit la MOI utilisée. Ces résultats 

montrent l’implication de PI4KIIIα au cours de l’entrée du VHCpp de génotype 1a dans les 

hépatocytes humains primaires. En effet, le fait qu’une protection similaire de l’infection ait 

été obtenue avec 2 shRNA distincts suggère que l’effet observé est spécifique, car il est peu 

probable que 2 shRNA distincts présentent le même effet adverse, s’ils en ont. 

En parallèle des hépatocytes humains primaires, nous avons voulu valider l’efficacité de nos 

shRNA dans les cellules Huh7.5.1. La Figure 37 ci-dessous est représentative de quatre 

expériences différentes. Le protocole expérimental est très similaire à celui utilisé pour les 

hépatocytes humains primaires, à l’exception du temps entre la fin de la transduction et le test 

d’infection par le VHCpp, qui a été réduit à 3 jours (Figure 37A). La densité cellulaire 

(prenant en compte la prolifération et la toxicité) des différentes conditions expérimentales a 

été comparée à celle mesurée dans les puits de culture cellulaire qui ont été ni transduits, ni 

infectés. Un effet dose-dépendant a été observé, en paticulier avec le shPI4KIIIα #1 (Figure 

37B). 
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Figure 37: Effet de l’inhibition de PI4KIII α sur l’entrée du VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les cellules de la
lignée hépatique Huh7.5.1.
A. Protocole expérimental. Trois jours avant leur infection par le VHCpp, les cellules ont été transduites à différentes

Multiplicités d’Infection avec des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou deux shRNA
indépendants ciblant PI4KIIIα (shPI4KIIIα #1 et shPI4KIIIα #2, barres blanches et hachurées, respectivement).

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

C. Efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIα. Les niveaux d’ARNm de PI4KIIIα ont été évalués par RT-qPCR,
normalisés par rapport à l’ARNm de la GAPDH et exprimés par rapport au shNT correspondant.

D. Impact de l’extinction partielle de PI4KIIIα sur l’infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de 0,02). Les niveaux 
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL c’est-à-dire aux cellules 
non transduites (histogramme de droite).

B, C et D sont représentatifs de quatre expériences indépendantes. Les écarts-types présentés sur B et D ont été obtenus sur
des triplicats pour chaque condition, dans la même expérience. Le panel C quant à lui montre des résultats acquis sur un seul
puits lysé pour l’extraction d’ARN total.

 

Quant à l’extinction de l’ARNm de PI4KIIIα, un effet dose-dépendant a été détecté, avec des 

inhibitions supérieures à 50% (Figure 37C). Dans cette expérience de validation, l’extinction 

protéique n’a pas été vérifiée. Avec le shPI4KIIIα #1, dès la plus faible MOI utilisée (62,5) et 

pour laquelle la densité cellulaire n’a pas été modifiée, les cellules Huh7.5.1 ont été 

efficacement protégées d’une infection par le VHCpp, d’environ 75% (Figure 37D, 

histogramme de gauche et de droite). Nous avons remarqué qu’une diminution de l’ARNm de 

PI4KIIIα légèrement plus importante à une MOI de 250 pour ce shPI4KIIIα #1 ne se traduit 

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

cette différence soit trop faible pour augmenter la protection, ou qu’un seuil de protection ait 
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été atteint. Ainsi, un pourcentage réduit de virus pourrait entrer dans les cellules Huh7.5.1, 

indépendamment de PI4KIIIα. De façon surprenante, malgré une inhibition efficace de 

l’ARNm avec le shPI4KIIIα #2, aucun effet significatif sur l’entrée virale n’a été observé 

avec ce 2nd shRNA (Figure 37D). Cette expérience de validation a été réalisée avec les mêmes 

lots de lentivirus que ceux utilisés sur les hépatocytes humains primaires, mais il n’y a pas eu 

d’augmentation de l’infection par le VHCpp due à la transduction avec les lentivirus-shNT 

dans les Huh7.5.1, et ce malgré l’utilisation de MOI identiques (37D, histogramme de droite). 

 

II. Validation de l’implication de PI4KIIIα dans 

l’entrée virale. 

La protection de l’infection, induite par 2 inhibiteurs chimiques et par 2 shRNA différents 

ciblant PI4KIIIα suggérait que cette kinase était impliquée dans l’entrée du VHCpp de 

génotype 1a dans les hépatocytes humains primaires. Toutefois, au vue des données 

partiellement contradictoires obtenues sur les cellules Huh7.5.1, nous avions choisi de réaliser 

des tests de restauration de l’entrée virale en surexprimant dans les hépatocytes humains 

primaires une PI4KIIIα active ou inactive, échappant au shPI4KIIIα #2 qui cible la partie 

3’NC du gène. Cette approche devait nous permettre d’exclure de possibles effets adverses 

dans l’approche génétique et également statuer sur l’importance de l’activité kinase de 

PI4KIIIα au cours de l’entrée virale. Pour cela, nous avons généré des lentivirus contenant la 

séquence complète de PI4KIIIα sous sa forme sauvage, ou sous sa forme inactive (Kinase 

Dead) (mutation D1957A), à partir de constructions plasmidiques obtenues auprès du Dr 

Volker Lohmann et validées au cours de ses travaux (Reiss et al., 2011) :  

- Un vecteur transfert plasmidique vide, qui sert de contrôle (pWPi-vide) ; 

- Un vecteur codant PI4KIIIα sous sa forme sauvage (NM_058004.2) (pWPi-CA 

WT) et incluant en N-terminal une séquence nucléotidique issue de 

l’hémaglutinine du virus de la grippe (tag-HA). Ce vecteur exprime la grande 

isoforme de 230 kDa. Le gène cloné est uniquement constitué de la partie codante 

et contrairement à l’ARN endogène, il échappe au shPI4KIIIα #2 ciblant la région 

3’NC ; 
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- Un vecteur codant PI4KIIIα mutée (pWPi-CA KD). Cette forme mutée diffère de 

la forme sauvage uniquement par la substitution D1957A qui est une mutation 

ponctuelle inactivatrice de l’activité kinase.  

Comme tous les lentivirus produits au cours de ma thèse, les lentivirus contenant le vecteur 

vide ou le vecteur comprenant le gène PI4KIIIα WT ou PI4KIIIα KD ont été concentrés puis 

titrés (Voir section Outils expérimentaux). 

Les résultats de la Figure 38 ci-dessous sont ceux d’une seule expérience. Le protocole 

expérimental utilisé est schématisé sur la Figure 38A. Brièvement, le lendemain de 

l’ensemencement, les hépatocytes humains primaires ont été transduits avec les lentivirus 

contenant le vecteur vide ou le vecteur permettant l’expression du gène PI4KIIIα WT ou KD 

(notés pWPi-vide, pWPi-CA WT et pWPi-CA KD, respectivement), à une MOI de 1000. Le 

lendemain de cette transduction dite « de surexpression », les cellules ont été transduites avec 

des lentivirus comportant soit le shNT, soit le shPI4KIII α #2, à une MOI de 500. Cinq jours 

après cette 2nde transduction, l’expression de PI4KIIIα a été analysée par RT-QPCR et WB ; 

en parallèle, une infection a été réalisée pendant 16 h avec du VHCpp de génotype 1a (isolat 

H77). Environ 48 heures après cette infection, une analyse de la viabilité cellulaire a été 

effectuée, et les niveaux d’infections ont été évalués 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 PI4KIII α endogène.
A. Protocole expérimental. Six jours avant leur infection par le VHCpp, les cellules ont été transduites avec des vecteurs

lentiviraux vides ou contenant PI4KIIIα soit sous sa forme sauvage (WT), soit sous sa forme mutée pourson activité
kinase (KD), à une Multiplicité d’Infection de 1000. Le lendemain, elles ont été transduites à une multiplicité d’Infection
de 500 avec des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou un shRNA ciblant uniquement
PI4KIIIα endogène, dans sa région 3’NC (shPI4KIIIα #2, barres hachurées).

B. Impact des transductions lentivirales sur la viabilité cellulaire exprimée par rapport au NTL/NI, correspondant aux
cellules non transduites par des lentivirus et non infectées par le VHCpp.

C. Efficacité de surexpression de l’ARNm de PI4KIIIα. Les niveaux d’ARNm totaux de PI4KIIIα (endogène et exogène) ont
été évalués par RT-qPCR, normalisés par rapport à l’ARNm de la GAPDH et exprimés par rapport au NTL/NTL, c’est-à-
dire aux cellules non transduites.

D. Efficacité de la surexpression protéique de PI4KIIIα. Les lysats cellulaires ont été analysés en utilisant un anticorps anti-
PI4KIIIα pour évaluer la protéine totale (endogène et exogène), un anticorps anti-TagαHA pour évaluer la protéine
exogène ou un anticorps anti-tubulineα. Les positions de PI4KIIIα, de la tubulineα , et des masses moléculaires en kDa
sont indiquées sur chaque côté de la membrane.

E. Impact de la surexpression de PI4KIIIα sur l’infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de 0,01). Les niveaux 
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’est-à-dire aux 
cellules non transduites (histogramme de droite).
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Comme présenté sur la Figure 38B, les doubles transductions n’ont eu aucun effet sur la 

viabilité des hépatocytes humains primaires, par rapport aux cellules non transduites et non 

infectées. 

L’efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIα endogène a été vérifiée. Elle était d’environ 

50% dans les cellules transduites avec les vecteurs lentiviraux vides (pWPi-vide) et le 
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lentivirus-shPI4KIIIα #2. Cette extinction est donc similaire à celle obtenue lors de nos 

expériences précédentes de simple inhibition (Figure 36C). L’efficacité de surexpression de 

l’ARNm de PI4KIIIα exogène a été également mesurée. Malgré la forte MOI utilisée (1000), 

la surexpression reste modérée, de l’ordre de 5 à 15 fois pour PI4KIIIα WT, par rapport au 

contrôle (pWPi-vide) et de l’ordre de 20 à 30 fois pour PI4KIIIα KD (Figure 38C).  

Par ailleurs, dans ce lot d’hépatocytes humains primaires, l’inhibition de la protéine PI4KIIIα 

endogène était de l’ordre de 26% dans les cellules transduites avec les lentivirus vides (pWPi-

vide) et le lentivirus-shPI4KIIIα #2, par rapport aux cellules contrôles correspondantes, 

transduites avec le lentivirus- shNT (Figure 38D). Cette inhibition est donc plus faible que 

celle observée lors des expériences précédentes de simple inhibition (Figure 36D, ~50% 

d’inhibition). Nous avons également vérifié la surexpression protéique de la forme exogène, 

grâce au tag-HA fusionné au gène (Figure 38D, PI4KIIIα exogène). En parallèle, le niveau 

d’expression de PI4KIIIα totale a été analysé, c’est-à-dire la forme endogène plus la forme 

exogène (Figure 38D, PI4KIIIα totale). Curieusement, nous n’avons pas observé 

d’augmentation de la quantité protéique totale de PI4KIII α dans les cellules transduites avec 

pWPi-CA WT ou KD, par rapport aux cellules transduites avec les vecteurs vides, et ce 

malgré une expression réelle de la forme exogène (Figure 38D, PI4KIIIα exogène). Ainsi, 

malgré la forte MOI utilisée, nous n’avons pas constaté une surexpression protéique de 

PI4KIIIα, sauvage ou mutée. Dans les cellules transduites avec les vecteurs vides, le niveau 

d’infection par le VHCpp était d’environ 46% en présence du shPI4KIIIα #2 comparé aux 

cellules transduites avec le lentivirus-shNT, soit 54% d’inhibition de l’entrée virale (Figure 

38E). Elle était donc comparable à la protection observée lorsque les cellules avaient été 

uniquement transduites avec des lentivirus comportant shPI4KIIIα #1 ou shPI4KIIIα #2, à 

différentes MOI (Figure 36E). En analysant ensuite les niveaux d’infection par rapport à 

chaque shNT correspondant, l’infection semblait être partiellement restaurée, dans les cellules 

transduites avec le vecteur devant permettre la surexpression de PI4KIIIα WT. En effet, le 

niveau d’infection est passé de 46% dans les cellules contenant le vecteur vide, à 73% dans 

celles comportant pWPi-CA WT (Figure 38E, histogramme de gauche). Cette restauration 

partielle pouvait s’expliquer par le faible niveau de surexpression de PI4KIIIα exogène. En 

outre, aucune augmentation de l’infection n’a été observée dans les cellules comportant 

pWPi-CA KD, faisant ainsi penser que l’activité kinase de PI4KIIIα serait bien nécessaire à 

l’entrée du VHCpp dans les hépatocytes humains primaires (Figure 38E, histogramme de 

gauche). 
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Avant d’utiliser la MOI de 1000 pour la surexpression, des MOI plus faibles de 250 et 500 ont 

été testés lors de deux expériences différentes, mais sans effet sur la restauration de l’infection 

(données non montrées). A ce stade, il est donc difficile de conclure, pour deux raisons 

principales : d’une part, l’expérience n’a été réalisée qu’une fois, et d’autre part la restauration 

partielle observée pourrait être surestimée. En effet, nous avons noté une diminution de la 

susceptibilité à l’infection par le VHCpp dans les cellules transduites avec pWPi-CA WT et le 

lentivirus-shNT, par rapport au contrôle NTL/NTL, correspondant aux cellules non 

transduites (Figure 38E, histogramme de droite). 

 

III. Tentatives d’améliorer la surexpression de 

PI4KIIIα 

Face aux difficultés pour surexprimer PI4KIIIα exogène dans les hépatocytes humains 

primaires (Figure 38D), nous avons réalisé d’autres constructions plasmidiques dans 

lesquelles le promoteur EF-1α contrôlant l’expression de PI4KIIIα dans les vecteurs pWPi a 

été remplacé par un autre promoteur fort, celui du CMV. Nous avons nommé ces nouveaux 

vecteurs pWPC. Après production des lentivirus comportant ces nouvelles constructions, nous 

avons observé une baisse drastique du titre viral, passant de 1010 UI/mL pour les vecteurs 

pWPi-CA WT et PWPi-CA KD, à 108 UI/mL pour les vecteurs pWPC-CA WT et PWPC-CA 

KD, soit une baisse de 100 fois. Du fait de ce titre relativement faible, la MOI maximale qui 

pouvait être utilisée était d’environ 75.  

Lors des tests effectués sur les hépatocytes humains primaires, aucune surexpression 

protéique de PI4KIIIα n’a été observée avec les vecteurs lentiviraux pWPC-CA WT et 

pWPC-CA KD, à la MOI de 75. De plus, l’augmentation de la quantité de transcripts ARNm 

n’était que de 2 fois, par rapport aux cellules contrôles contenant les vecteurs vides (données 

non montrées). Des productions de ces mêmes vecteurs ont été réalisées une seconde fois, et 

les mêmes titres ont été obtenus. Nous avons donc été contraint d’arrêter l’exploitation de ces 

vecteurs pWPC car des MOI supérieures à 75 ne pourraient pas être utilisées. 

Suite à cet obstacle, nous avons changé de stratégie, en utilisant un autre vecteur plasmidique. 

Le nouveau vecteur alors appelé pLL3.8 contient également le promoteur CMV et est dérivé 

d’un plasmide déjà utilisé au sein de notre équipe, pour produire de manière efficace des 

lentivirus (notamment les pseudoparticules VHCpp). Les titres de cette nouvelle série étaient 
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de l’ordre de 109 UI/mL pour pLL3.8-CA WT et pLL3.8-CA KD, soit une baisse de 10 fois 

par rapport aux titres obtenus pour les vecteurs initiaux pWPi. Ainsi, la MOI maximale 

exploitable était de l’ordre de 750 pour ces nouveaux vecteurs. Là aussi, nous avons comparé 

leurs niveaux de surexpression par rapport aux vecteurs pWPi, mais cette fois dans les cellules 

Huh7.5.1. Une fois de plus, les niveaux d’expression étaient inférieurs à ceux obtenus avec les 

vecteurs initiaux pWPi (Figure 39). Par contre, c’était la première fois que nous observions 

une surexpression avec les vecteurs pWPi-CA WT et KD, dans les cellules Huh7.5.1. 

Contrairement à ce qui a été observé dans les hépatocytes humains primaires, il y a donc une 

réelle surexpression de PI4KIIIα WT et KD dans les Huh7.5.1 (comparer pWPi-vide, par 

rapport à pWPi-CA WT et CA KD pour PI4KIIIα totale). 

 

vide CA WT CA KD vide

pLL3.8pWPi

250

50

MM
(kDa)

250

Tubuline- α

PI4KIIIα exogène

PI4KIIIα totale (endogène + exogène)

CA WT CA KD

Figure 39: Efficacité de la surexpression protéique de PI4KIII α par différentes constructions lentivirales.
Le lendemain de l’ensemencement, les cellules Huh7.5.1 ontété transduites avec les différents vecteurs
lentiviraux, à une MOI de 750 chacun. Les lysats cellulairesobtenus 3 jours après la transduction ont été
analysés, en utilisant un anticorps anti-PI4KIIIα pour évaluer la protéine totale (endogène et exogène), un
anticorps anti-TagαHA pour évaluer la protéine exogène ou un anticorps anti-tubuline α. Les positions de
PI4KIIIα, de la tubulineα et des masses moléculaires en kDa sont indiquées sur chaque côté de la membrane.

 

 

Au final, les vecteurs initiaux pWPi étaient ceux qui permettaient la « meilleure » 

surexpression de nos gènes. Nous avons donc repris ces vecteurs pour la suite de nos 

expériences, en changeant de stratégie pour tenter d’améliorer le niveau d’expression de 

PI4KIIIα exogène. 
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IV. Validation de l’implication de PI4KIIIα dans le 

cycle complet du VHC 

Face à la difficulté technique de surexprimer PI4KIIIα WT et KD dans les hépatocytes 

humains primaires, nous avons néanmoins voulu valider les différents outils de surexpression, 

au moins dans le modèle de lignées. Mais nous nous sommes heurtés au fait que le 

shPI4KIIIα #2 s’était avéré inefficace pour protéger les cellules Huh7.5.1 de l’infection par le 

VHCpp (Figure 37D). Nous ne pouvions donc pas utiliser ce modèle VHCpp pour des 

expériences de restauration de l’infection. Nous avons alors choisi d’exploiter le modèle 

d’infection des cellules Huh7.5.1 par le VHCcc de génotype 2a (construction J6/JFH1) qui 

reproduit in vitro le cycle viral complet. Ce modèle avait été déjà utilisé par Reiss et al. pour 

démontrer par des expériences de restauration du phénotype que l’activité kinase de PI4KIIIα 

était importante pour la réplication du VHC (Reiss et al., 2011). 

Avant d’effectuer les tests de restauration de l’infection dans le modèle VHCcc, nous avions 

au préalable vérifié dans quatre expériences différentes, qu’une inhibition d’environ 60% de 

l’ARNm de PI4KIIIα à l’aide des shPI4KIIIα #1 et shPI4KIIIα #2 permettait de protéger 

efficacement les cellules Huh7.5.1 de l’infection par le VHCcc, de l’ordre de 90% (données 

non montrées). 

Notre première expérience de restauration a été réalisée avec une MOI de 1000 pour les 

lentivirus dédiés à la surexpression, selon un protocole expérimental similaire à celui utilisé 

sur les hépatocytes humains primaires (Figure 40A). 
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B: Densité cellulaire C: Expression ARNm PI4KIII αA: Protocole expérimental

Figure 40: Test de restauration de l’infection par le VHCcc de génotype 2a (J6/JFH1) dans les cellules de la lignée
hépatique Huh7.5.1 partiellement dépourvues de PI4KIIIα.
A. Protocole expérimental. Le lendemain de l’ensemencement, les cellules ont été transduites avec les vecteurs lentiviraux

vides ou contenant PI4KIIIα soit sous sa forme sauvage (WT), soit sous sa forme mutée pourson activité kinase (KD),
à une Multiplicité d’Infection de 1000. Vingt quatre heuresaprès, elles ont été transduites à une multiplicité d’Infection
de 125 avec des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou un shRNA ciblant uniquement
PI4KIIIα endogène, dans sa région 3’NC (shPI4KIIIα #2, barres hachurées).

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

C. Efficacité de surexpression de l’ARNm de PI4KIIIα. Les niveaux d’ARNm totaux de PI4KIIIα (endogène et exogène)
ont été évalués par RT-qPCR, normalisés par rapport à l’ARNmde la GAPDH et exprimés par rapport au NTL/NTL,
c’est-à-dire aux cellules non transduites.

D. Impact de la surexpression de PI4KIIIα sur l’infection par le VHCcc (Multiplicité d’Infection de 0,005). Les niveaux 
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’est-à-dire aux 
cellules non transduites (histogramme de droite).

Les écarts-types présentés sur B et D ont été obtenus sur des triplicats pour chaque condition, dans la même expérience. Le 
panel C quant à lui montre des résultats acquis sur un seul puits lysé pour l’extraction d’ARN total.
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Les différentes transductions n’ont eu aucun effet significatif sur la densité cellulaire, par 

rapport aux cellules non transduites et non infectées (Figure 40B). En parallèle, l’efficacité 

d’extinction de l’ARNm endogène de PI4KIIIα a été vérifiée dans les conditions de 

transduction avec le vecteur vide (pWPi-vide). Cette inhibition est d’environ 60% pour les 

cellules transduites avec le lentivirus-shPI4KIIIα #2 à une MOI de 125, par rapport aux 

cellules transduites avec le lentivirus-shNT. Quant à la surexpression de l’ARNm de PI4KIIIα 

exogène, elle a été estimée à environ 20 fois celle de l’ARNm endogène (Figure 40C). Les 

quantités de protéines n’ont pas été analysées dans cette expérience. La surexpression efficace 
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de l’ARNm a permis une restauration partielle de l’infection. Le niveau d’infection, d’environ 

35% dans les cellules transduites avec le lentivirus-shPI4KIIIα #2 en absence de 

surexpression de PI4KIIIα exogène (Figure 40D, conditions NTL et pWPi-vide) passe à 65% 

lorsque les cellules surexpriment PI4KIIIα WT exogène échappant au shPI4KIIIα #2 (Figure 

40D). Cette restauration partielle n’a pas été retrouvée dans les cellules transduites avec 

pWPi-CA KD. Au contraire, de façon très intéressante, il semble y avoir un effet dominant 

négatif du pWPi-CA KD. En effet, nous avons observé une baisse globale de la susceptibilité 

à l’infection par le VHCcc dans les cellules co-transduites avec les lentivirus contenant 

PI4KIIIα KD et shNT, par rapport aux cellules co-transduites avec les vecteurs lentiviraux 

vides et shNT (Figure 40D, histogramme de droite). Par ailleurs, malgré l’effet dominant 

négatif induit par le pWPi-CA KD, une protection supplémentaire est obtenue quand la 

quantité de PI4KIIIα endogène est également réduite à l’aide du shPI4KIIIα #2. Cela signifie 

que dans les cellules co-transduites avec les lentivirus pWPi-CA KD et shNT, l’infection 

résiduelle est assurée par la protéine PI4KIIIα endogène. Cette observation confirme que 

l’activité kinase de PI4KIIIα est nécessaire à l’infection des cellules Huh7.5.1 par le VHCcc, 

résultat en accord avec les données publiées par Reiss et ses collaborateurs (Reiss et al., 

2011). 

Afin de confirmer ce résultat d’une part, et d’améliorer la restauration de l’infection par le 

VHCcc d’autre part, nous avons réalisé 3 nouvelles expériences. Pour tenter d’améliorer la 

surexpression de la forme exogène, 3 transductions consécutives sur 3 jours ont été effectuées 

avec les lentivirus vides ou contenant pWPi-CA WT ou KD, toujours à une MOI de 1000 et 

avant la transduction dédiée à l’extinction de PI4KIIIα endogène. Le protocole expérimental 

est schématisé dans la partie A de la Figure 41. 

Cette figure présente les données de ces 3 expériences, en séparant parfois l’expérience n°1 

des expériences n°2 et n°3 pour lesquelles les résultats diffèrent. Etant donné que les résultats 

de surexpression de l’ARNm et d’impact sur la susceptibilité des cellules à l’infection par le 

VHCcc diffèrent selon les expériences, les histogrammes des Figures 41C et 41E présentent 

les données des 3 expériences, mais en séparant l’expérience n°1 des expériences n°2 et n°3. 

Les données de l’histogramme de la Figure 41B montrent clairement que les quadruples 

transductions n’affectent pas la densité cellulaire sur les 3 expériences. Quant à l’inhibition de 

l’ARNm de PI4KIIIα endogène, elle atteignait 60% dans les cellules Huh7.5.1 co-transduites 

avec le vecteur vide et le lentivirus-shPI4KIIIα #2, dans les 3 expériences (Figure 41C, 
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histogrammes du haut et du bas). Concernant l’expression de l’ARNm exogène, dans 

l’expérience n°1, les quantités d’ARNm étaient 40 fois supérieures dans les cellules où 

PI4KIIIα WT ou KD a été surexprimée, par rapport aux cellules contenant les vecteurs vides 

(Figure 41C, histogramme du haut). Par contre, les niveaux de surexpression de l’ARNm 

étaient de 125 fois plus que le niveau basal dans les expériences n°2 et n°3, pour les mêmes 

conditions expérimentales (Figure 41C, histogramme du bas). 
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B: Densité cellulaire C: Expression ARNm PI4KIII αA: Protocole expérimental

Figure 41: Test de restauration de l’infection par le VHCcc de génotype 2a (J6/JFH1) dans les cellules de la lignée
hépatique Huh7.5.1 partiellement dépourvues de PI4KIIIα endogène.
A. Protocole expérimental. Le lendemain de l’ensemencement, les cellules ont été transduites 3 fois sur 3 jours consécutifs avec

des vecteurs lentiviraux vides ou contenant PI4KIIIα soit sous sa forme sauvage (WT), soit sous sa forme mutée pourson
activité kinase (KD), à une Multiplicité d’Infection de 1000. Vingt quatre heures après, elles ont été transduites à une
multiplicité d’Infection de 125 avec des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou un shRNA ciblant
uniquement PI4KIIIα endogène, dans sa région 3’NC (shPI4KIIIα #2, barres hachurées).

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

C. Efficacité de surexpression de l’ARNm de PI4KIIIα. Les niveaux d’ARNm totaux de PI4KIIIα (endogène et exogène) ont
été évalués par RT-qPCR, normalisés par rapport à l’ARNm de la GAPDH et exprimés par rapport au NTL/NTL, c’est-à-
dire aux cellules non transduites.

D. Efficacité de la surexpression protéique de PI4KIIIα. Les lysats cellulaires ont été analysés, en utilisant un anticorps anti-
PI4KIIIα pour évaluer la protéine totale (endogène et exogène), un anticorps anti-TagαHA pour évaluer la protéine exogène
ou un anticorps anti-tubulineα. Les positions de PI4KIIIα, de la tubulineα et des masses moléculaires en kDa sont indiquées
sur chaque côté de la membrane.

E. Impact de la surexpression de PI4KIIIα sur l’infection par le VHCcc (Multiplicité d’Infection de 0,005). Les niveaux 
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’est-à-dire aux cellules 
non transduites (histogramme de droite).
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Au niveau protéique, nous avons observé une inhibition de l’ordre de 40%, dans les cellules 

co-transduites avec le vecteur vide et le lentivirus-shPI4KIIIα #2, comparé aux cellules co-

transduites avec le vecteur vide et le lentivirus-shNT (Figure 41D, PI4KIIIα totale). Une 

inhibition similaire a également été obtenue dans les expériences n°2 et n°3 (données non 
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montrées). Le western blot a aussi permis de confirmer la surexpression de PI4KIIIα WT ou 

KD exogène dans les cellules (Figure 41D, PI4KIIIα exogène). Nous avons aussi analysé le 

niveau d’expression de PI4KIIIα totale, c’est-à-dire la forme endogène et la forme exogène 

(Figure 41D, PI4KIIIα totale). Ainsi, dans les cellules où la protéine PI4KIII α WT ou KD a 

été surexprimée, nous avons noté une quantité de PI4KIIIα totale d’environ 30 fois supérieure 

à celle mesurée dans les cellules contenant des vecteurs vides. Ce niveau de surexpression est 

également similaire dans les expériences n°2 et n°3 (données non montrées). 

Dans les conditions expérimentales contrôles de simple transduction avec les lentivirus 

d’extinction des 3 expériences, les cellules Huh7.5.1 ont bien été protégées de l’infection par 

le VHCcc, avec le shPI4KIIIα #2 (Figure 41E, conditions NTL des expériences 1 et 2-3). Des 

différences de niveaux d’infection surviennent dans les conditions contrôles pWPi-vide. En 

effet, dans l’expérience n°1, les triples transductions effectuées à l’aide du lentivirus contrôle 

pWPi-vide n’affectent pas le niveau d’infection, puisque l’extinction avec le shPI4KIIIα #2 

protège les cellules à environ 60% d’une infection par le VHCcc, en comparaison aux cellules 

transduites avec le lentivirus-shNT (Figure 41E, Expérience 1). A l’inverse, dans les 

expériences n°2 et n°3, ces triples transductions avec le vecteur lentiviral pWPi-vide ont 

augmenté le niveau d’infection par le VHCcc et dans ce cas, aucune différence n’est 

détectable entre les conditions shNT et shPI4KIIIα #2 (Figure 41E, Expériences 2 et 3). Ces 

incohérences rendent donc impossible l’interprétation des résultats de restauration lorsque 

pWPi-vide est remplacé par pWPi-CA WT dans ces deux expériences. Cependant, dans 

l’expérience n°1, la surexpression de PI4KIIIα WT exogène échappant au shPI4KIIIα #2 

permet de rétablir la susceptibilité à l’infection par le VHCcc. Toutefois, pour une raison 

encore indéterminée, le niveau d’infection était même supérieur avec le shPI4KIIIα #2, 

comparé au shNT. 

Notons aussi que l’on retrouve bien un effet protecteur induit par les propriétés de dominant 

négatif de la protéine inactive (par surexpression de PI4KIIIα KD exogène) ; effet qui est 

toujours amplifié lorsque la quantité de protéine endogène est également réduite en parallèle à 

l’aide du shPI4KIIIα #2. 

Quelques semaines avant la finalisation de ce manuscrit, une ultime tentative de restauration 

de l’infection par le VHCpp a été réalisée sur les hépatocytes humains primaires, en testant la 

triple transduction pour tenter une surexpression plus efficace. 
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Le protocole expérimental est schématisé sur la Figure 42A. Les quantités disponibles de 

lentivirus permettant la surexpression de PI4KIIIα WT et KD étaient insuffisantes pour 

réaliser en parallèle les analyses d’ARNm et de protéines. En effet, la production des 3 

lentivirus de « surexpression » a été réalisée en même temps (5 flasques de 175 

cm2/lentivirus) et permet d’obtenir environ 2,2 mL de chaque lentivirus concentré (100x) avec 

des titres proches de 1010 UI/mL. Sachant qu’une expérience complète (ARNm, protéine et 

infection) sur les hépatocytes humains primaires requiert une grande quantité de virus (~1,4 

mL), nous avions décidé d’effectuer un simple test d’infection, sans analyser les quantités 

d’ARNm et de protéines. 

B: Viabilité cellulaireA: Protocole expérimental

Figure 42: Test de restauration de l’infection par le VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les hépatocytes humains
primaires partiellement dépourvus de PI4KIII α endogène.
A. Protocole expérimental. Le lendemain de l’ensemencement, les cellules ont été transduites 3 fois sur 3 jours consécutifs avec

les vecteurs lentiviraux vides ou contenant PI4KIIIα sous sa forme sauvage (WT) ou sous sa forme mutée pour son activité
kinase (KD) à une MOI de 1000. Vingt quatre heures après, elles ont été transduites à une MOI de 500 avec des lentivirus
contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou un shRNA ciblant uniquement PI4KIIIα endogène, dans sa région
3’NC (shPI4KIIIα #2, barres hachurées).

B. Impact des transductions lentivirales sur la viabilité cellulaire, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant aux cellules
non transduites par des lentivirus et non infectées par le VHCpp.

C. Impact de la surexpression de PI4KIIIα sur l’infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de 0,02). Les niveaux 
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’est-à-dire aux cellules 
non transduites (histogramme de droite).
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Les quadruples transductions n’ont pas eu d’effet sur la viabilité des hépatocytes humains 

primaires (Figure 42B). De façon surprenante, les triples transductions de surexpression ont 

augmenté la susceptibilité des cellules à l’infection par le VHCpp (Figure 42C, histogramme 

de droite). Toutefois, les lentivirus-shPI4KIIIα #2 ont permis de protéger de plus de 50% 

l’infection des hépatocytes humains primaires préalablement transduits avec le vecteur vide 

(pWPi-vide). Lorsque l’on analyse les résultats quand les valeurs sont rapportées au shNT 

correspondant (Figure 42C, histogramme de gauche), on a l’impression d’avoir obtenu une 

restauration de l’infection lorsque les cellules ont été préalablemant transduites afin de 

surexprimer PI4KIIIα WT exogène. Cependant, quand on analyse les valeurs brutes 

rapportées aux cellules non transduites (NTL/NTL) (Figure 42C, histogramme de droite), on 

s’aperçoit que l’augmentation précédemment observée n’est pas liée à une meilleure infection 

des hépatocytes humains primaires co-transduits avec les lentivirus contenant pWPi-CA WT 

et shPI4KIIIα #2. Elle est plutôt due à une diminution de l’infection dans les cellules contrôles 

co-transduites avec les lentivirus pWPi-CA WT et shNT. Le même phénomène survient 

également pour la construction pWPi-CA KD. Les biais liés aux variations d’infection des 

cellules transduites avec le lentivirus-shNT contrôle ne permettent donc pas de répondre à 

notre question initiale concernant la spécificité du phénomène de protection liée à l’extinction 

de PI4KIIIα à l’aide du shPI4KIIIα #2. Ces données sont à considérer avec précaution, étant 

donné que l’expérience n’a été réalisée qu’une fois. 

 

 

V. Discussion des résultats 

Des hépatocytes humains primaires dans lesquels les quantités de PI4KIIIα ont été diminuées 

se sont avérées moins susceptibles à l’infection par un VHCpp de génotype 1a. Cette 

protection a été reproduite sur 3 lots différents de cellules et à l’aide de 2 shRNA ciblant des 

régions différentes du gène d’intêret. Ces résultats venaient donc renforcer l’idée d’une 

intervention de la protéine PI4KIIIα au cours de l’entrée virale. Cependant, nous voulions 

confirmer ces données par une approche de restauration du phénotype. Toutefois, notre 

première tentative n’a pas été concluante (Figure 38). Même si une restauration partielle 

apparente semblait être obtenue, une analyse des données brutes révèle que la diminution de 

l’écart entre le contrôle shNT et le shPI4KIIIα #2 lors de la surexpression de PI4KIIIα WT 
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exogène n’était pas liée à une augmentation de la susceptibilité des cellules co-transduites 

avec les constructions shPI4KIIIα #2 et pWPi-CA WT. Cette diminution était plutôt liée à une 

baisse de l’infection dans les cellules contrôles co-transduites avec les constructions shNT et 

pWPi-CA WT. Par ailleurs, les analyses des ARNm et des protéines dans les cellules co-

transduites avec les lentivirus dédiés à la surexpression de PI4KIIIα révèlent que les niveaux 

d’expression obtenus pourraient être insuffisants pour obtenir une éventuelle restauration de 

phénotype (Figure 38C, 38D-PI4KIIIα totale). L’origine du problème provenait certainement 

de la taille du gène PI4KIIIα (7600 pb) qui diminuait d’une part les niveaux de production de 

lentivirus recombinants et peut-être d’autre part, l’efficacité d’expression de PI4KIIIα 

exogène. Ces limites venaient s’ajouter au fait que les hépatocytes humains primaires sont 

moins susceptibles que les lignées cellulaires à l’infection par des lentivirus pourtant 

pseudotypés avec la protéine G du VSV. 

La première piste que nous avons étudiée était que le promoteur eF-1α dont dépendait 

l’expression du gène pouvait être inadapté aux hépatocytes humains primaires. D’ailleurs, 

nous avons réalisé une étude comparative de l’efficacité de différents promoteurs au sein de 

ces cellules (kit SMART choice lentiviral shRNA, Thermo Scientific). Il s’est avéré que les 

promoteurs CMV humains et murins étaient plus efficaces que les autres promoteurs, dont 

EF-1α. Nous avons alors substitué le promoteur eF-1α par le promoteur CMV dans nos 

constructions. Cependant, nous avons été confrontés à une chute importante du titre viral. On 

peut d’ailleurs se poser la question d’un éventuel impact de la surexpression de PI4KIIIα sur 

la production de lentivirus, impact qui ne serait pourtant pas lié à l’activité kinase de 

PI4KIIIα, puisque la diminution du titre viral était également observée pour le mutant inactif. 

Par conséquent, nous avons tenté de palier en partie au problème de rendement de production 

en réduisant la taille du vecteur de transfert contenant le gène exogène. Nous avons ainsi 

utilisé un vecteur contenant 4000 pb de moins ; soit une taille finale de 12800 pb pour cette 

nouvelle série pLL3.8 au lieu de 17100 pb pour la série initiale pWPi, toujours en présence du 

promoteur CMV. La surexpression avec cette nouvelle série de construction s’est avérée 

inférieure à celle obtenue avec l’ancienne, bien que nous ne sachions l’expliquer. 

Au vue des difficultés rencontrées sur le modèle d’hépatocytes humains primaires, nous avons 

voulu validé nos outils dans le modèle de lignées. Cela nous aurait permis de prouver que la 

faible restauration provenait bien de la difficulté de surexprimer PI4KIIIα dans les 

hépatocytes humains primaires. Il fallait donc au préalable montrer que l’inhibition de 

PI4KIIIα par les shPI4KIIIα #1 et shPI4KIIIα #2 protègeait bien les Huh7.5.1 de l’infection 
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par le VHCpp. En réalité, seul le shPI4KIIIα #1 a permis de protéger les cellules Huh7.5.1 de 

l’infection, malgré des efficacités d’extinction similaires aux niveaux des ARNm. Pourquoi le 

shPI4KIIIα #2 est-il inefficace dans les lignées, alors qu’il permet de protéger les hépatocytes 

humains primaires de l’entrée virale ? Plusieurs interprétations peuvent être faites : 

(i) PI4KIIIα ne serait pas nécessaire à l’entrée du VHCpp dans les cellules Huh7.5.1. 

C’est pourquoi le shPI4KIIIα #2 n’impacte pas l’efficacité d’infection. Par contre, 

la protection de l’infection par le shPI4KIIIα #1 serait liée à un effet non 

spécifique de ce shRNA, ce qui expliquerait peut-être en partie l’effet inhibiteur 

observé sur la densité cellulaire. Cette hypothèse serait en accord avec les données 

obtenues par Berger et al., avec 3 siRNA différents ciblant PI4KIIIα (Berger et al., 

2009). Cependant, elle serait en contradiction avec les résultats obtenus avec un 

pool de 4 siRNA ciblant PI4KIIIα, pool capable d’inhiber la réplication virale et 

l’entrée du VHCpp de même génotype que celui utilisé dans nos expériences 

(Trotard et al., 2009). 

(ii)  PI4KIIIα est bien requise pour l’entrée du VHCpp dans les cellules Huh7.5.1. Dans ce 

cas, comment expliquer l’absence de protection avec le shPI4KIIIα #2 alors que la 

quantité d’ARNm est diminuée de façon aussi efficace qu’avec le shPI4KIIIα #1 ? 

Même si la probabilité est faible, on peut imaginer que le shPI4KIIIα #2 induit un 

effet adverse qui viendrait compenser l’effet inhibiteur lié à l’extinction de 

PI4KIIIα. 

Au final, avec ces seules données obtenues sur les cellules Huh7.5.1 avec des lentivirus, il est 

difficile de conclure, alors que les résultats acquis sur les hépatocytes humains primaires 

semblaient cohérents et en faveur d’une implication de PI4KIIIα au cours de l’entrée virale. 

Etant donnné que le shPI4KIIIα #2 ne pouvait donc pas être utilisé pour des expériences de 

restauration du phénotype d’entrée du VHCpp sur les cellules Huh7.5.1, nous l’avons alors 

utilisé dans le modèle VHCcc. Nous avons d’abord vérifié que les deux shPI4KIIIα 

permettaient de réduire la quantité intracellulaire d’ARNm de PI4KIIIα (~ 60% d’extinction) 

et de protéger efficacement (90% d’inhibition) les cellules Huh7.5.1 de l’infection par le 

VHCcc (données non montrées). Ensuite, notre 1er test de restauration du phénotype sur ce 

modèle était encourageant puisque l’expression de PI4KIII α WT exogène échappant au 

shPI4KIIIα #2 permettait de presque doubler le niveau d’infection, comparé au point 
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équivalent contrôle, sans PI4KIIIα WT exogène. Par ailleurs, non seulement aucune 

restauration n’était détectable avec la forme inactive de la protéine (PI4KIIIα KD), mais un 

effet dominant négatif fut observé. Ces résultats importants démontraient que nos outils 

(lentivirus d’extinction et de surexpression) étaient fonctionnels. Cette validation est un 

élément supplémentaire pour l’interprétation des données obtenues avec le shPI4KIIIα #2 qui 

s’est révélé incapable de protéger les cellules Huh7.5.1 de l’infection par le VHCpp. Elle est 

en effet en faveur d’une entrée du VHCpp, dans les cellules Huh7.5.1, indépendante de 

PI4KIIIα. L’effet protecteur observé avec le shPI4KIIIα #1 résulterait donc d’un effet non 

spécifique. 

Suite à cette augmentation encourageante de l’infection par le VHCcc après la surexpression 

de PI4KIIIα WT, nous avons tenté d’obtenir une restauration plus importante en procédant à 

des transductions multiples successives, afin d’augmenter la surexpression de l’exogène. Ces 

transductions multiples (triples) ont eu un effet inattendu sur les cellules Huh7.5.1, en 

fonction des expériences. En effet, dans la 1ère expérience de triple transduction de 

surexpression que nous avons effectué, la surexpression exogène de PI4KIIIα WT a permis de 

rétablir l’infection par le VHCcc, dans les cellules où PI4KIIIα endogène a été inhibée. Cette 

restauration de l’infection a été obtenue sans effet notable de la seule triple transduction. 

Ainsi, que ce soit dans les cellules contrôles simple transduction d’extinction (NTL) ou dans 

les cellules contrôles de triple transduction (pWPi-vide), l’inhibition de PI4KIIIα endogène 

par le shPI4KIIIα #2 a permis de protéger de façon similaire les cellules de l’infection par le 

VHCcc (Figure 41E). Par contre, dans les expériences n°2 et n°3, les triples transductions 

avec le vecteur porteur de pWPi-vide ont augmenté le niveau d’infection par le VHCcc, et 

dans ce cas, aucune différence n’était détectable entre les conditions shNT et shPI4KIIIα #2. 

Cependant, dans les 3 expériences, l’effet dominant négatif de PI4KIIIα KD était toujours 

observé. 

Même si les différences entre l’expérience n°1 et les expériences n°2 et n°3 rendent difficiles 

les interprétations de restauration du phénotype d’infection dans les cellules Huh7.5.1, nous 

pouvons supposer que PI4KIIIα est importante pour l’infection par le VHCcc de génotype 2a 

(J6/JFH1) dans les Huh7.5.1, et que cela dépend de l’activité kinase. Cette donnée est alors 

concordante avec les résultats de Reiss et al., où un génotype 2a a également été utilisé (isolat 

JcR). En effet, l’équipe allemande a généré des lignées Huh7.5 où PI4KIIIα endogène était 

stablement inhibée, et où les formes active ou inactive de PI4KIIIα exogène étaient 
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stablement exprimées. Après infection par le VHCcc JcR, ils ont constaté que l’infection était 

partiellement rétablie par la surexpression de PI4KIIIα WT, mais pas par celle de PI4KIIIα 

KD (Reiss et al., 2011). 

En voyant que la triple transduction avec les vecteurs lentiviraux contenant PI4KIIIα WT 

exogène avait permis une restauration de l’infection par le VHCcc dans les Huh7.5.1, du 

moins dans l’expérience n°1, nous avons voulu tester cette approche dans les hépatocytes 

humains primaires. Comme dans le cas des expériences n°2 et n°3 sur les cellules Huh7.5.1, 

nous avons observé un effet de la triple transduction sur l’infection par le VHCpp. En effet, 

dans les hépatocytes humains primaires transduits avec les vecteurs lentiviraux pWPi-vide, 

CA WT ou CA KD, nous avons constaté une augmentation globale de l’infection, comparée 

aux cellules contrôles (NTL) où ces vecteurs n’ont pas été introduits (Figure 42C). Toutefois, 

contrairement à ce qui a été observé dans les Huh7.5.1, cela n’a pas eu d’impact sur 

l’inhibition de l’infection par le VHCpp dans les cellules contrôles (pWPi-vide). Dans le 

même temps, la surexpression de PI4KIIIα WT ou KD a entraîné une diminution de 

l’infection par le VHCpp dans les cellules tranduites avec les lentivirus-shNT, comparé aux 

cellules co-tranduites avec le vecteur vide et le lentivirus-shNT (Figure 42C, histogramme de 

droite). Etonnament, l’infection semble partiellement restaurée par la surexpression de 

PI4KIIIα WT, mais aussi de PI4KIIIα KD. En effet, par rapport au contrôle shNT, le niveau 

d’infection est passé de 53% en présence du vecteur vide, à 85% et 95% quand PI4KIIIα WT 

ou KD était surexprimée, respectivement (Figure 42C, histogramme de gauche). La 

restauration de l’infection par la surexpression de PI4KIIIα KD dans ce test de triple 

transduction de surexpression était surprenante, mais il n’est pas exclu que l’intervention de 

PI4KIIIα au cours de l’entrée du VHCpp dans les hépatocytes humains primaires soit 

indépendante de son activité kinase. Cependant, cette hypothèse est en partie en contradiction 

avec les résultats obtenus lors de l’utilisation d’inhibiteurs chimiques. D’ailleurs, aucun effet 

dominant négatif n’a été détecté dans ce modèle lors de la transduction avec les lentivirus 

devant permettre la surexpression de PI4KIIIα inactive (KD). Toutefois, une surexpression 

insuffisante pourrait expliquer l’absence d’effet dominant négatif. Ces données de restauration 

suite à des transductions multiples sont cependant à considérer avec précaution car elles sont 

issues d’une unique expérience sur les hépatocytes humains primaires. 
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Au final, malgré la difficulté d’émettre une conclusion définitive, des indices suggèrent que 

PI4KIIIα est importante pour l’entrée du VHC dans les hépatocytes humains primaires. En 

effet, la protection de l’infection par 2 shRNA différents ciblant PI4KIIIα indique que l’effet 

observé pourrait être spécifique de l’extinction partielle de PI4KIIIα. 
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I. Effet de l’extinction de PI4KIIIβ sur l’entrée virale. 

En parrallèle de PI4KIIIα, nous avons également voulu évaluer l’implication de PI4KIIIβ au 

cours de l’entrée du VHC dans les hépatocytes humains primaires. Les expériences présentées 

dans la Figure 43 ci-dessous ont été réalisées sur trois lots différents d’hépatocytes humains 

primaires. Le protocole expérimental est schématisé dans la section A. Le lendemain de 

l’ensemencement, les cellules ont été transduites avec les vecteurs lentiviraux-shRNA, à 

différentes MOI. A cinq jours post-transduction, l’inhibition de PI4KIIIβ a été analysée par 

RT-QPCR et WB ; en parallèle, une infection avec du VHCpp de génotype 1a (isolat H77) a 

été réalisée pendant 16 h. Environ 48 heures après cette infection, la viabilité cellulaire, ainsi 

que les niveaux d’infection ont été mesurés. 
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shNT

shPI4KIIIβ #1

shPI4KIIIβ #2

J0: Ensemencement hépatocytes humains primaires

J1: Transduction Lentivirale (6h)

J6:

J8:

Analyse de l’efficacité d’extinction:
RT-QPCR, western blot

Infection VHCpp (16h)

Analyse de la viabilité cellulaire

Analyse de l’infection VHCpp

B: Viabilité cellulaire C: Expression ARNm PI4KIII β

D: Extinction protéique de PI4KIII β

E: Niveau d’infection

A: Protocole expérimental

Figure 43: Effet de l’inhibition de PI4KIII β sur l’entrée du VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les hépatocytes
humains primaires.
A. Protocole expérimental. Cinq jours avant leur infectionpar le VHCpp, les cellules ont été transduites à différentes

multiplicités d’infection avec des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou deux shRNA
indépendants ciblant PI4KIIIβ (shPI4KIIIβ #1 et shPI4KIIIβ #2, barres grises et hachurées, respectivement).

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

C. Efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIβ. Les niveaux d’ARNm de PI4KIIIβ ont été évalués par RT-qPCR,
normalisés par rapport à l’ARNm de la GAPDH et exprimés par rapport au shNT correspondant.

D. Efficacité d’extinction de la protéine PI4KIIIβ. Les lysats cellulaires ont été analysés en utilisant un anticorps anti-
PI4KIIIβ ou un anticorps anti-tubulineα. Les positions de PI4KIIIβ, de la tubulineα et des masses moléculaires en kDa
sont indiquées sur chaque côté de la membrane.

E. Impact de l’extinction partielle de PI4KIIIβ sur l’infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de 0,2). Les niveaux 
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL c’est-à-dire aux cellules 
non transduites (histogramme de droite).

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

SEM. * p <0,05;** p <0,001; *** p <0,0001
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La transduction avec les lentivirus contenant shPI4KIII β #2 (ciblant le cadre ouvert de 

lecture) a eu un effet toxique sur les hépatocytes humains primaires, par rapport aux cellules 

non transduites et non infectées (Figure 43B). Le shPI4KIIIβ #1 (ciblant la région 3’NC) 

quant à lui n’a pas été toxique. Du fait de la forte toxicité liée au shPI4KIIIβ #2, nous n’avons 

pas poursuivi son exploitation dans la suite de notre travail. De plus, nous avons testé des 

MOI plus faibles de lentivirus comportant ce shRNA (MOI inférieures à 10), mais l’effet 
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toxique était toujours présent. Deux hypothèses principales pourraient expliquer cette 

toxicité : la plus probable serait que PI4KIIIβ est indispensable à la survie cellulaire. En effet, 

en 1999, Godi et al. ont montré que PI4KIIIβ était nécessaire au maintien de l’intégrité 

structurelle de l’appareil de Golgi. L’inhibition de son activité kinase entrainait une 

désorganisation du complexe golgien, dans les cellules COS-7 de la lignée rénale du singe 

vert d’Afrique (Godi et al., 1999). Dans notre cas, cela impliquerait que le shPI4KIIIβ #2 ait 

été plus efficace que le shPI4KIIIβ #1 pour l’extinction de la cible ; ce qui explique son effet 

toxique. La deuxième hypothèse serait quant à elle liée à de possibles effets adverses du 

shRNA sur une autre cible vitale pour la cellule. 

L’efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIβ a été vérifiée pour le shPI4KIIIβ #2. Cette 

inhibition, d’environ 30% était stable quelque que soit la MOI utilisée (Figure 43C). 

L’extinction protéique était également faible, et a atteint 35% avec une MOI de 250 (Figure 

43D). L’inhibition protéique n’a pu être observée aux MOI 62,5 et 500, probablement du fait 

d’un biais de quantification lié à une quantité de tubuline plus faible pour ces conditions. 

Malgré ces extinctions faibles de l’ARNm et de la protéine, une protection des cellules à 

l’infection par le VHCpp a tout de même été observée, de l’ordre de 50% aux deux plus fortes 

MOI (250 et 500), lorsque les valeurs sont rapportées au contrôle d’infection, c’est-à-dire le 

lentivirus-shNT à la même MOI (Figure 43E, histogramme de gauche). Par contre, quand les 

valeurs sont rapportées au contrôle non transduit (NTL), on s’aperçoit que cette inhibition 

apparente n’est pas liée à une diminution de l’infection dans les cellules transduites avec les 

lentivirus-shPI4KIIIβ #2. Elle est plutôt due à une augmentation de la susceptibilité à 

l’infection, des cellules transduites avec le lentivirus-shNT (phénomène déjà observé, Figure 

36E, histogramme de droite). Il est par conséquent difficile de conclure sur l’implication de 

PI4KIIIβ au cours de l’entrée du VHCpp de génotype 1a dans les hépatocytes humains 

primaires puisque ces résultats discutables ont été obtenus avec un seul shPI4KIIIβ. 

En parallèle des hépatocytes humains primaires, nous avions auparavant voulu valider 

l’efficacité de nos shPI4KIIIβ dans les cellules Huh7.5.1. Les résultats présentés dans la 

Figure 44 ci-dessous sont représentatifs de 4 expériences différentes. Le protocole 

expérimental est très similaire à celui utilisé pour les hépatocytes humains primaires, à 

l’exception du temps entre la transduction lentivirale et l’infection par le VHCpp qui est de 3 

jours, au lieu de 5 jours (Figure 44A). 
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B: Densité cellulaire C: Expression ARNm PI4KIII β

D: Niveau d’infection

A: Protocole expérimental
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Figure 44: Effet de l’inhibition de PI4KIII β sur l’entrée du VHCpp de génotype 1a (isolat H77) dans les cellules de la
lignée hépatique Huh7.5.1.
A. Protocole expérimental. Trois jours avant leur infection par le VHCpp, les cellules ont été transduites à différentes

multiplicités d’infection avec des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou deux shRNA
indépendants ciblant PI4KIIIβ (shPI4KIIIβ #1 et shPI4KIIIβ #2, barres grises et hachurées, respectivement).

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

C. Efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIβ. Les niveaux d’ARNm de PI4KIIIβ ont été évalués par RT-qPCR,
normalisés par rapport à l’ARNm de la GAPDH et exprimés par rapport au shNT correspondant.

D. Impact de l’extinction partielle de PI4KIIIβ sur l’infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de 0,02). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL c’est-à-dire aux cellules
non transduites (histogramme de droite).

B, C et D sont représentatifs de quatre expériences indépendantes. Les écarts-types présentés sur B et D ont été obtenus sur
des triplicats pour chaque condition, dans la même expérience. Le panel C quant à lui montre des résultats acquis sur un seul
puits lysé pour l’extraction d’ARN total.

shNT

shPI4KIIIβ #1

shPI4KIIIβ #2

J0: Ensemencement Huh7.5.1

J1: Transduction Lentivirale (6h)

J4:

J6:

Analyse de l’efficacité d’extinction:
RT-QPCR, western blot

Infection VHCpp (16h)

Analyse de la viabilité cellulaire

Analyse de l’infection VHCpp

 

La transduction avec les lentivirus comportant shPI4KIIIβ #1 et shPI4KIIIβ #2 a eu un léger 

effet sur la densité cellulaire des Huh7.5.1 (Figure 44B), par rapport aux cellules non 

transduites et non infectées. Cependant, le shPI4KIIIβ #2 n’a pas eu d’effet aussi délétaire que 

sur les hépatocytes humains primaires. L’efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIβ a été 

vérifiée, et dès la plus faible MOI utilisée (62,5), l’inhibition était de 50% et dose-dépendante 

(Figure 44C). Dans cette expérience de validation, l’extinction protéique n’a pas été vérifiée. 

Avec une inhibition d’au moins 50% de l’ARNm, une protection efficace et stable des 

cellules à l’entrée du VHCpp a été observée ; elle était de l’ordre de 60% avec les deux 

shPI4KIIIβ par rapport au contrôle shNT de la même MOI et au NTL (Figure 44D, 
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histogrammes de gauche et de droite, respectivement). Par contre, la protection des cellules se 

perdait à la plus forte MOI de 250. Cette perte de protection pourrait venir d’effets adverses 

liés à une inhibition trop importante de PI4KIIIβ. 

Cette expérience de validation a été réalisée avec les mêmes lots de lentivirus que ceux 

utilisés sur les hépatocytes humains primaires, et il n’y a pas eu d’augmentation de l’infection 

par le VHCpp due à la transduction avec les lentivirus-shNT dans les Huh7.5.1 (Figure 44D, 

histogramme de droite). Ces résultats obtenus après l’extinction de PI4KIIIβ par les 

shPI4KIIIβ #1 et #2 sur les cellules Huh7.5.1 sont concordants avec les données 

précédemment publiées par notre équipe lors de l’utilisation de siRNA synthétiques (Trotard 

et al., 2009). 

 

II. Validation de l’implication de PI4KIIIβ dans 

l’entrée virale. 

Concernant les expériences réalisées sur les hépatocytes humains primaires, étant donné que 

nos interprétations ne reposent que sur un seul shRNA, il était important de confirmer que la 

protection était bien spécifique de l’extinction de PI4KIIIβ en tentant de restaurer le 

phénotype d’infection à l’aide d’une protéine PI4KIIIβ exogène échappant au shPI4KIIIβ #1. 

Cela permettrait d’exclure de possibles effets adverses et statuer si l’activité kinase est requise 

pour l’entrée virale, le cas échéant. 

Pour cela, nous disposions de plusieurs constructions plasmidiques obtenues auprès de Dr 

Tamas Balla et validées dans des travaux dont il est co-signataire (Hsu et al., 2010). Il s’agit : 

- D’un vecteur de transfert plasmidique vide, qui sert de contrôle (pLV-vide) ; 

- D’un vecteur codant PI4KIIIβ sous sa forme sauvage (U81802.1) (pLV-CB WT) 

et incluant en N-terminal un tag-HA. Le gène cloné, d’environ 2500 pb est 

uniquement constitué de la partie codante qui, contrairement à l’ARN endogène 

échappe au shPI4KIIIβ #1 ciblant la région 3’NC ; 

- D’un vecteur codant PI4KIIIβ sous sa forme mutée (pLV-CB KD). Cette forme 

mutée diffère de la forme sauvage uniquement par la substitution D656A qui est 

une mutation ponctuelle inactivatrice de l’activité kinase. 
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Le protocole expérimental utilisé est schématisé sur la Figure 45A. Brièvement, le lendemain 

de l’ensemencement, les hépatocytes humains primaires ont été transduits avec les lentivirus 

contenant PI4KIIIβ WT ou KD. Le lendemain, les cellules ont été transduites avec les 

lentivirus-shNT ou shPI4KIIIβ #1. Cinq jours plus tard, l’expression de PI4KIIIβ a été 

analysée par RT-QPCR et WB ; en parallèle, une infection avec le VHCpp a été réalisée 

pendant 16 h. Environ 48 heures après cette dernière infection, une analyse de la viabilité 

cellulaire a été effectuée, et les niveaux d’infections 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 1a (isolat H77) dans les hépatocytes
humains primaires partiellement dépourvus de PI4KIIIβ endogène.
A. Protocole expérimental. Six jours avant leur infection par le VHCpp, les cellules ont été transduites avec des vecteurs

lentiviraux vides ou contenant PI4KIIIβ sous sa forme sauvage (WT) ou sous sa forme mutée pour son activité kinase
(KD) à une Multiplicité d’Infection de 125. Vingt quatre heures plus tard, elles ont été transduites à une Multiplicité
d’Infection de 500 avec des lentivirus contenant un shRNA contrôle (shNT, barres noires) ou un shRNA ciblant
uniquement PI4KIIIβ endogène, dans sa région 3’NC (shPI4KIIIβ #1, barres grises).

B. Impact des transductions lentivirales sur la viabilité cellulaire, exprimée par rapport au NTL/NI correspondant aux
cellules non transduites par des lentivirus et non infectées par le VHCpp.

C. Efficacité de surexpression de l’ARNm de PI4KIIIβ. Les niveaux d’ARNm de PI4KIIIβ (endogène et exogène) ont été
évalués par RT-qPCR, normalisés par rapport à l’ARNm de la GAPDH et exprimés par rapport au NTL/NTL, c’est-à-
dire aux cellules non transduites.

D. Efficacité de la surexpression protéique de PI4KIIIβ. Les lysats cellulaires ont été analysés en utilisant un anticorps anti-
PI4KIIIβ pour évaluer la protéine totale (endogène et exogène), un anticorps anti-TagαHA pour évaluer la protéine
exogène ou un anticorps anti-tubulineα. Les positions de PI4KIIIα, de la tubulineα et des masses moléculaires en kDa
sont indiquées sur chaque côté de la membrane.

E. Impact de la surexpression de PI4KIIIβ sur l’infection par le VHCpp (Multiplicité d’Infection de 0,2). Les niveaux
d’infection sont rapportés, soit au shNT correspondant (histogramme de gauche), soit au NTL/NTL c’est-à-dire aux
cellules non transduites (histogramme de droite).

B, C et D représentent la moyenne de deux expériences indépendantes (± SEM pour B et E uniquement).
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Les transductions n’ont pas eu d’effet significatif sur la viabilité des hépatocytes humains 

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

accord avec ce qui a été obtenu précédemment (Figure 43B). 
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L’efficacité d’extinction de l’ARNm de PI4KIIIβ a été vérifiée. Le shPI4KIIIβ #1 a permis de 

diminuer de 85% les quantités d’ARNm de sa cible dans les cellules préalablement 

transduites avec le vecteur lentiviral servant de contrôle (pLV-vide). L’efficacité de 

surexpression de l’ARNm exogène de PI4KIIIβ a également été mesurée (Figure 45C). Avec 

une MOI de 125, la surexpression était de l’ordre de 10 fois par rapport au contrôle (pLV-

vide) (Figure 45C). Dans les cellules co-transduites avec pLV-vide et le lentivirus-shPI4KIIIβ 

#1, l’inhibition de la protéine PI4KIIIβ était d’environ 40% (Figure 45D). Nous avons aussi 

vérifié la surexpression protéique de la forme exogène (Figure 45D, PI4KIIIβ exogène), de 

même que le niveau d’expression de PI4KIIIβ totale (Figure 45D, PI4KIIIβ totale). Il y a bien 

eu une augmentation de l’expression de PI4KIIIβ. En effet, comparée aux cellules transduites 

avec le vecteur vide, la surexpression était de l’ordre de 40 fois dans les cellules transduites 

avec les lentivirus comportant PI4KIIIβ WT ou KD. Malgré cela, l’infection, qui a pourtant 

bien été inhibée par le shPI4KIIIβ #1, n’a pas été restaurée par la surexpression efficace de 

PI4KIIIβ WT, ni par celle de PI4KIIIβ KD (Figure 45E). Dans ces expériences de restauration 

du phénotype, il n’y pas eu d’augmentation de la susceptibilité à l’infection due à la 

transduction par les lentivirus-shNT. Cela semblait lié à la différence de lots de lentivirus-

shNT utilisés pour les expériences précédentes d’inhibition (Figure 43E) et celles de 

restauration du phénotype (Figure 45E). Au final, l’effet observé de protection de l’infection 

par le VHCpp serait donc lié à des effets non spécifiques induits par le shPI4KIIIβ #1. 

Aucune conclusion ne peut donc être émise quant à l’implication de PI4KIIIβ au cours de 

l’entrée du VHCpp dans les hépatocytes humains primaires. 

 

 

III. Discussion des résultats 

En parallèle de PI4KIIIα, nous avons étudié l’implication de PI4KIIIβ au cours de l’entrée du 

VHC dans les hépatocytes humains primaires. L’importance de PI4KIIIβ dans l’entrée 

d’autres virus à ARN simple brin de polarité positive a déjà été démontrée. En effet, en 2012, 

Yang et ses collègues ont montré que l’activité kinase de PI4KIIIβ était nécessaire à l’étape 

d’entrée du coronavirus responsable du Syndrome Respiratoire Sévère Aigu, le SARS-CoV. 

Les auteurs ont ainsi montré que l’inhibition de l’expression de PI4KIIIβ par ARN 

interférence conduisait à une baisse de l’entrée du SARS-CoV dans les cellules de la lignée 
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VeroE6 (lignée rénale du singe vert d’Afrique). De plus, grâce à une surexpression ectopique 

de la phosphatase Sac1, l’équipe a mimé un microenvironnement déplété en PI4P. En effet, 

Sac1 déphosphoryle le PI4P en PtdIns. Avec cette surexpression exogène de Sac1, une baisse 

de l’entrée du SARS-CoV a également été observée, montrant ainsi que l’activité de 

PI4KIIIβ, et donc la production de PI4P étaient impliquées au cours de l’entrée du SARS-

CoV dans les cellules Vero E6. Par contre, la manière dont PI4KIIIβ contrôle l’entrée de ce 

virus n’a pas été élucidée. Il semblerait cependant que cette kinase ne contrôle, ni le niveau 

d’expression membranaire du récepteur Angiotensin-1 Converting Enzyme 2 (ACE2), ni 

l’attachement du virus à la cellule, ni son internalisation, ni l’étape de fusion (Yang et al., 

2012). 

A ce stade, des conclusions définitives ne peuvent être émises concernant l’importance de 

PI4KIIIβ au cours de l’entrée du VHC. En effet, malgré l’utilisation de fortes doses de 

lentivirus-shPI4KIIIβ #1, on assiste à une diminution modérée de l’ARNm et de la protéine 

(environ 30% d’extinction). Cela s’est traduit par une protection d’environ 50% de l’entrée du 

VHC, qui semble significative. On peut donc imaginer que de faibles diminutions de 

l’expression de PI4KIIIβ suffisent à protéger les hépatocytes humains primaires face à 

l’entrée du VHC. Toutefois, l’inhibition de PI4KIIIβ avec un 2nd shRNA, le shPI4KIIIβ #2 

s’est avéré très toxique pour les hépatocytes humains primaires, même à des faibles doses, 

alors qu’elle n’a pas eu d’effet sur la densité cellulaire des Huh7.5.1. Cette toxicité pourrait 

être liée au caractère indispensable de PI4KIIIβ pour la survie cellulaire, hypothèse que nous 

avons émis plus haut. Cependant, pourquoi seul le shPI4KIIIβ #2 est toxique dans les 

hépatocytes humains primaires ? On peut supposer que le shPI4KIIIβ #2 ait été plus efficace 

que shPI4KIIIβ #1 dans l’extinction de la cible, et que ce soit cette inhibition trop importante 

qui a eu un effet délétaire dans les hépatocytes humains primaires, mais pas dans les cellules 

Huh7.5.1. On peut également envisager des effets adverses dûs à l’inhibition de cette enzyme. 

Malgré une surexpression conséquente de PI4KIIIβ WT (augmentation de 40 fois environ du 

niveau d’expression exogène, par rapport à l’endogène), l’infection par le VHCpp n’a pu être 

restaurée lors de l’extinction de la protéine endogène. La question peut donc se poser de 

savoir d’où vient l’effet sur l’entrée virale quand nous avons inhibé PI4KIIIβ. On peut 

envisager l’existence d’un effet non spécifique du shPI4KIIIβ #1, et que PI4KIIIβ ne soit 

finalement pas impliquée dans l’entrée du VHC. 
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Au final, les différences tant au niveau de la viabilité/toxicité ou encore dans les efficacités 

d’extinction ou de protection face à l’infection entre les lignées cellulaires et les cultures 

primaires illustrent la difficulté d’extrapoler des données obtenues avec des lignées 

cellulaires. Elles confirment donc la nécessité de valider les différentes expérimentations dans 

un modèle primaire. 
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L’article soumis dans Molecular Carcinogenesis reprend les principaux résultats que nous 

avons obtenu sur la régulation du niveau d’expression de PI4KIIIα en physiopathologie 

hépatique. 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) reste une pathologie caractérisée par un taux élevé de 

récidive et de décès, même après une résection chirurgicale. La caractérisation moléculaire 

des CHC a pour but d’affiner le pronostic et d’apporter des pistes pour tenter d’améliorer la 

thérapie. Les phosphatidylinositol 4-kinases ont récemment émergé comme facteurs associés 

à des cancers (Waugh, 2012). En outre, la phosphatidylinositol 4-kinase de type IIIα 

(PI4KIIIα) s’avère nécessaire pour la propagation du virus de l’hépatite C, un facteur 

étiologique important du CHC (Berger et al., 2011; Lim & Hwang, 2011; Reiss et al., 2011; 

Tai & Salloum, 2011). En collaboration avec l’équipe du Pr Zucman-Rossi (Inserm U674, 

Paris), nous avons travaillé sur une collection de tissus hépatiques issue d’une cohorte de 344 

patients. Nous avons détecté une augmentation significative de la quantité de transcripts de 

PI4KIIIα dans le CHC. Nous avons également montré que cette augmentation dans les CHC 

était plus importante dans les échantillons de tumeurs peu différenciées et avec un taux de 

prolifération plus élevé. Cette association a également été confirmée dans des modèles in 

vitro, en modulant l’état de prolifération et de différenciation dans des cellules de lignées 

hépatiques humaines (Huh7.5.1 et HepaRG). En outre, les patients atteints de CHC ayant subi 

une résection chirurgicale et ayant des quantités importantes d’ARNm de PI4KIIIα dans leur 

tissu tumoral présentaient un risque plus élevé de récidive tumorale. De plus, chez les patients 

n’ayant pas été opérés, ces quantités élevées corrélaient avec une mortalité liée au CHC, plus 

importante. Une analyse multivariée a indiqué que la quantité d’ARNm de PI4KIIIα était un 

marqueur de pronostic indépendant de survie, chez les pateints atteints de CHC. L’utilisation 

de PI4KIIIα comme un nouveau marqueur moléculaire pourrait améliorer les modèles de 

pronostic déjà établis et pourrait conduire au développement 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 IIIα (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 PI4KA 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: HNF1A mutated, inflammatory, CTNNB1 

mutated and unclassified. The CTNNB1 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 CTNNB1 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 IIIα (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 PI4KA 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 CTNNB1 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 

TaqMan 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 HNF1A, 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 HNF1A 

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). 

 

Page 7 of 26

John Wiley & Sons

Molecular Carcinogenesis

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

 8

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, PI4KA 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 MKI67) 

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 PI4KA 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 PI4KA 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 % CI P  HR 95% CI 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 > 5 cm 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 III/IV 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; CI: 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), β-Catenin 

activated adenomas (n = 10), inflammatory and β-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) 
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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 × 10
4
 per cm² in the regular medium consisting 

in complete DMEM supplemented with 100 U/ml penicillin, 100 µg/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 (D0, D5, D3 and D6, 

respectively). 

HepaRG cells were seeded at a density of 2.7 x 10
4 

per cm² at day 0 and maintained for two 

weeks in a William’s E medium supplemented with 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml 

streptomycin, 5 µg/ml insulin, 50 µM 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 
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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 

 
Parameters 

Hepatocellular adenomas 
(n = 101) 

Mean age ± SD 36 ± 10 
Female 82% (83) 
HNF1A mutations 27% (27) 
Inflammatory HCA 44% (44) 
CTNNB1 mutations 10% (10) 
Inflammatory + CTNNB1 mutations 13% (13) 
Non classified HCA 6% (7) 
 ( ): number of cases  
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Table S2: characteristics of 217 patients with hepatocellular carcinoma 

Variable 
Total 

(n= 217) 

Age >60 years 59% (128) 

Gender Male 79% (173) 

Etiology 

HCV 20% (43) 

HBV 21% (46) 

Alcohol 36% (79) 

Hemochromatosis 9% (19) 

Tumor size < 5 cm 37% (81) 

Tumor number Single 87% (189) 

Vascular invasion 
Microvascular 41% (88) 

Macrovascular 12% (26) 

Differentiation 
Edmonson I-II 57% (118) 

Edmonson III-IV 43% (88) 

Metavir score 
(non tumor liver) 

F0-F1 40% (87) 

F2-F3 28% (60) 

F4 31% (68) 

Preoperative AFP > 20 ng/ml 42% (92) 

Child Pugh 
 

A 96% (203) 

B 4% (9) 

G1-G6 

Classification* 

G1 9% (18) 

G2 7% (14) 

G3 13% (26) 

G4 36% (76) 

G5 22% (45) 

G6 13% (28) 

CTNNB1 Mutated 31% (68) 

TP53 Mutated 18% (40) 

Events 
Median follow up (months) † 45 (18-60) 

Tumor death < 5 years 36% (78) 

Overall recurrence <5 years 57% (122) 
( ): number of cases 

*
 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. 
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Fig. 1S: Correlation between PI4KA expression level, proliferative markers and 

molecular status of HCC 

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 

controls (C) issued from normal tissues. The 18S RNA levels were used for normalization. 

Means with their respective standard deviation are shown for each sample categories. P 

values from a Mann-Whitney U-test are indicated. Expression compared according to TP53 

mutation status (NM: not mutated, n = 175; M: mutated, n= 40) (A) or to serum AFP level 

(AFP < 20ng/ml, n= 109; AFP > 20ng/ml, n= 85) (B). 
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« C’est au bout de la vieille corde qu’on tisse la nouvelle. » 
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Le principal objectif de mon travail de thèse était d’étudier l’éventuelle implication des 

PI4KIIIs au cours de l’entrée du VHC dans les hépatocytes humains primaires, cibles 

naturelles du virus. Contrairement aux lignées hépatiques utilisées jusqu’ici, ces cellules 

présentent à la fois un état de différenciation hépatique plus proche de l’in vivo et une 

polarisation bien établie. Les approches chimiques et génétiques incitent à penser que 

PI4KIIIβ ne serait pas impliquée au cours de l’entrée virale. Par contre, ces mêmes approches 

suggèrent que l’activité enzymatique de PI4KIIIα serait requise lors de l’étape d’entrée du 

virus dans les hépatocytes humains primaires. Cependant, des données expérimentales 

complémentaires sont nécessaires pour conclure définitivement sur sa réelle implication. 

Ainsi, la protection des cellules à l’infection par le VHCpp, induite par l’extinction partielle 

du gène PI4KIIIα devra être restaurée par l’expression efficace d’une PI4KIIIα exogène. Cette 

expérience est indispensable pour prouver que ce phénotype de protection est bien spécifique 

de la baisse d’expression de PI4KIIIα. 

Afin de palier aux problèmes d’expression efficace d’une PI4KIIIα exogène active, 

différentes solutions sont envisageables. L’utilisation d’un autre vecteur viral, tel que 

l’adénovirus devrait permettre une meilleure expression. En effet, ces vecteurs assurent des 

niveaux d’expression élevés du transgène, et peuvent être produits avec des titres plus 

importants, évitant ainsi le recours aux multiples transductions. Une expérience pilote a déjà 

été menée au laboratoire, à l’aide d’un adénovirus comportant dans son génome le gène 

rapporteur codant pour la GFP. Ce virus a transduit de façon très efficace nos cultures 

primaires d’hépatocytes humains. Cependant, le coût élevé de production de ces adénovirus 

nous amènerait à envisager d’autres alternatives. Ainsi, en exploitant toujours les lentivirus, 

on pourrait tester une forme tronquée en N-terminale de PI4KIIIα (∆1-872), de 130 kDa et qui 

conserve son activité kinase in vitro, contrairement à l’isoforme de 92 kDa (Heilmeyer et al., 

2003; Szentpetery et al., 2011). La réduction de la taille du vecteur de transfert qui sera alors 

utilisé pour produire ces nouveaux lentivirus devrait permettre d’obtenir de meilleurs titres 

viraux, et peut-être une meilleure expression de la protéine. En outre, il faut noter que ce type 

de stratégie de restauration par transduction lentivirale a été utilisé avec succès pour confirmer 

l’implication de l’EGF-R au cours de l’infection d’hépatocytes humains primaires par le 

VHCpp (Lupberger et al., 2011). 

Ces données pourraient également être complétées par l’utilisation d’autres inhibiteurs 

chimiques partiellement sélectifs, récemment décrits. La firme pharmaceutique Boehringer 

Ingelheim a ainsi développé deux composés nommés A et B qui présentent une sélectivité 
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entre 15 et 20 fois supérieure pour PI4KIIIα, par rapport à PI4KIIIβ. Enfin, une autre 

approche complémentaire consisterait à dépléter la cellule en PI4P, le produit des PI4KIIIs, 

grâce à la surexpression exogène de la phosphatase Sac1, dont l’ADNc ne mesure que 1763 

pb et qui catalyse la déphosphorylation du PI4P en PtdIns (Roy & Levine, 2004). Cette 

stratégie a été utilisée avec succès dans des travaux démontrant que PI4KIIIβ était 

indispensable à l’entrée du SARS-CoV dans sa cellule cible (Yang et al., 2012). 

Mais déjà, on peut se poser la question de savoir comment PI4KIIIα influencerait l’entrée du 

VHC. Une interaction directe avec le VHC au cours de l’entrée semble impossible car cette 

kinase est cytosolique. Mais le fait que Nakatsu et al. aient récemment montré que PI4KIIIα 

pouvait être localisée à la face cytosolique de la membrane plasmique suggère qu’elle pourrait 

intervenir avant l’endocytose de la particule virale. La détermination de son éventuelle 

colocalisation avec les différents facteurs d’entrée déjà identifiés pourrait être informative. Il 

serait également intéressant d’évaluer son éventuelle contribution à la relocalisation de CD81 

vers la Claudine-1, phénomène qui met en jeu les récepteurs à activité tyrosine kinase EGF-R 

et EphA2 (Lupberger et al., 2011), mais aussi la GTPase HRas (Zona et al., 2013). Or, une 

étude suggère que l’activation de l’EGF-R requiert le phosphatidylinositol (4,5) biphosphate 

(PI(4,5)P2), phosphoinositide dérivant du PI4P de la membrane plasmique produit par 

PI4KIIIα (Balla et al., 2005; Michailidis et al., 2011). 

Dans la suite des perspectives, il sera aussi pertinent d’évaluer l’importance des PI4KIIIs au 

cours de la réplication du VHC dans les hépatocytes humains primaires, car jusqu’à présent, 

toutes les études ayant fait cas du rôle de PI4KIIIα et PI4KIIIβ dans la réplication du VHC ont 

été réalisées sur des lignées hépatiques. Cela s’explique en partie par la difficulté d’infecter 

les hépatocytes humains primaires avec du VHCcc. A ce jour, peu d’équipes l’ont réalisé 

(Lupberger et al., 2011; Molina et al., 2008; Podevin et al., 2010). Cette difficulté pourrait 

être surmontée par l’utilisation de l’isolat Jc1 au lieu du J6/JFH1 qui, entre nos mains n’a pas 

permis d’initier une infection productive dans nos cultures primaires d’hépatocytes humains. 

En 2011, une étude a suggéré que la réponse IFN cellulaire jouait un rôle important dans la 

limitation de la propagation de l’infection par le VHC dans des cultures d’hépatocytes 

primaires. Les stratégies visant à endiguer cette réponse IFN pourraient être la clé pour le 

développement de systèmes de culture du VHC robustes, permettant des études de 

pathogénicité et des mécanismes par lesquels le VHC se propage dans sa cible naturelle 

(Andrus et al., 2011).  
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L’importance de PI4KIIIα au cours de la réplication du VHC dans des lignées hépatiques a 

fait l’objet de plusieurs publications. Son rôle a été déchiffré (Berger et al., 2011; Lim & 

Hwang, 2011; Reiss et al., 2011; Tai & Salloum, 2011). Si son implication au cours de 

l’entrée et la réplication virale dans les hépatocytes humains primaires venait à être 

confirmée, cela constituerait un argument supplémentaire dans le cadre de la recherche de 

nouvelles thérapies contre l’hépatite C. En effet, trouver une cible cellulaire qui influe sur 

l’entrée et la réplication du virus est particulièrement intéressant dans le cadre d’une greffe de 

foie, où un blocage efficace de l’entrée virale pourrait aider à prévenir la réinfection du 

greffon après une transplantation hépatique. Toutefois, envisager PI4KIIIα comme une cible 

thérapeutique potentielle nécessitera des travaux supplémentaires pour mieux comprendre son 

rôle. En 2012, une étude a montré un effet létal avec une atteinte du tractus gastro-intestinal 

chez des souris présentant une invalidation conditionnelle du gène PI4KIIIα. Le même 

phénotype était également développé par des souris surexprimant de façon conditionnelle la 

une forme inactivve de PI4KIIIα, démontrant ainsi que l’activité kinase de PI4KIIIα est 

essentielle à l’organisme. L’altération des voies gastro-intestinales suggère que PI4KIIIα 

pourrait jouer un rôle important dans le renouvellement du tissu intestinal et potentiellement 

dans la division cellulaire, car les cellules intestinales sont renouvelées tous les 3-5 jours chez 

la souris. PI4KIIIα pourrait donc agir directement sur le pool global des cellules souches, et 

dans la génération des cellules filles ou une différenciation et division ultérieures 

(Vaillancourt et al., 2012). En accord avec cette hypothèse, une réduction du niveau 

d’expression de PI4KIIIα au cours du développement du poisson zèbre conduit à un 

déséquilibre entre la prolifération et l’apoptose (Ma et al., 2009). Ces rôles physiologiques 

essentiels pour l’hôte imposeront l’utilisation de stratégies thérapeutiques adaptées pour 

exploiter cette dépendance du VHC vis-à-vis de PI4KIIIα, dans le traitement contre le VHC. 

Les nombreux effets secondaires associés à l’injection d’IFN dans la thérapie actuellement 

utilisée chez les patients infectés par le VHC, amènent les chercheurs et les cliniciens à tenter 

de développer une multi-thérapie exempte d’IFN. Pour compléter l’attirail des molécules 

candidates, comportant principalement des inhibiteurs de facteurs viraux tels que la 

polymérase NS5B ou la protéase NS3A, il serait sans doute intéressant d’y ajouter des 

molécules ciblant des facteurs de l’hôte qui sont indispensables à la propagation du VHC. En 

effet, en raison de la grande plasticité génétique du VHC, des virus résistants émergent 

rapidement lors de l’utilisation de médicaments ciblant un facteur viral. Une meilleure 

barrière de résistance est théoriquement obtenue avec des drogues ciblant des facteurs de 
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l’hôte. La firme Novartis a ainsi développé des inhibiteurs de PI4KIIIβ qui, utilisés sur des 

réplicons n’ont permis qu’une lente sélection de virus résistants peu efficaces (Lamarche et 

al., 2012). Cependant, l’idée qu’une telle approche orientée vers l’hôte puisse prévenir 

l’apparition de mutants devenus indépendants du facteur ciblé de l’hôte est illusoire. Ainsi, 

deux exemples viennent illustrer ce point. Le 1er a été rapporté par Coelmont et ses 

collaborateurs en 2010 qui ont isolé un mutant du VHC comportant une mutation dans la 

protéine NS5A, qui lui conférait une résistance à l’alisporivir et à la cyclosporine A. Ces 

drogues inhibent les cyclophilines cellulaires qui modifient la protéine NS5A au cours du 

cycle viral. La mutation de résistance permettait à NS5A d’adopter une conformation qui 

n’était plus dépendante de l’activité d’isomérisation des cyclophilines, pour sa fonction 

(Coelmont et al., 2010). Le 2nd exemple concerne le coxsackievirus B3 dont la réplication 

dépend de PI4KIIIβ. Une unique mutation dans la protéine non structurale 3A n’entravait pas 

le recrutement de PI4KIIIβ sur le site de réplication, mais permettait une réplication virale 

efficace, indépendante du PI4P produit par PI4KIIIβ (van der Schaar et al., 2012). 

Ces exemples de mutants démontrent que les virus peuvent acquérir une résistance à des 

composés qui ciblent les facteurs de l’hôte, qu’ils exploitent normalement pour leur 

propagation. Ces exemples révèlent ainsi la capacité du virus à utiliser des voies alternatives 

pour se répliquer efficacement dans un environnement sous pression de sélection imposée par 

des composés antiviraux. Ces données suggèrent qu’une combinaison de composés ciblant 

différents facteurs de l’hôte et du virus sera nécessaire pour développer une thérapie antivirale 

efficace, dépourvue d’IFN. 
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Phosphatidylinositol 4-kinases de type III hépatiqu es : implication au cours de 
l’infection par le virus de l'hépatite C et lien av ec le carcinome hépatocellulaire 
 
Le virus de l’hépatite C (VHC) est l’un des principaux facteurs étiologiques du carcinome 
hépatocellulaire. Le traitement des hépatites virales C a été récemment amélioré grâce à une 
trithérapie (interféron, ribavirine et anti-protéase virale). Néanmoins l’importance des effets 
secondaires et l’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 
III (PI4KIIIα et PI4KIIIβ) étaient indispensables à la propagation du virus dans une lignée hépatique 
humaine, et ce, à 2 étapes de son cycle biologique : l’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 à l’égard de ces kinases au cours de 
son entrée. Pour cela, nous avons utilisé le modèle des hépatocytes humains primaires, système in 
vitro plus proche du contexte physiologique que les modèles utilisés jusqu’à présent et qui étaient 
basés sur l’exploitation de lignées. Deux axes ont été développés : 

- Vérification de l’importance de l’activité kinase des PI4KIIIs au cours de l’entrée du VHC 
dans les hépatocytes humains primaires, à travers une approche chimique ; 

- Validation de l’implication de ces kinases et de leur activité enzymatique au cours de 
l’entrée virale grâce à une approche génétique basée sur l’ARN interférence et la 
restauration de phénotype. 

En parallèle, nous avons étudié l’expression de PI4KIIIα au cours de pathologies hépatiques. 
Nos résultats suggèrent une implication de PI4KIIIα au cours de l’entrée du VHC dans les hépatocytes 
humains primaires, mais restent à confirmer quant à l’implication de PI4KIIIβ. Par ailleurs, l’analyse de 
l’expression de PI4KIIIα dans le carcinome hépatocellulaire (CHC) conduit à proposer cette kinase 
comme un nouveau marqueur moléculaire, qui pourrait améliorer les modèles de pronostic déjà 
établis et pourrait conduire au développement de nouvelles approches thérapeutiques pour les 
patients atteints d’un CHC, quelque soit l’étiologie. 
 

 
Type III 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 III phosphatidylinositol 4-kinases (PI4KIIIα and PI4KIIIβ) 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 PI4KIIIs 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 PI4KIIIα in liver diseases. 
Our results suggest the involvement of PI4KIIIα in HCV entry; the involvement of PI4KIIIIβ needs to be 
confirmed. The analysis of PI4KIIIα 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. 




