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Introduction

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires. lls peuvent infecter
toutes les formes de vie et dépendent du matériel cellulaire de I’hdte pour leur survie.
Chez I'Homme, ils peuvent causer des épidémies et des pandémies. Nous
connaissons tous aujourd’hui le severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV 2), responsable d’'une pandémie ayant causée dans le monde au moins
la mort de plus de 6.4 millions de personnes (1). Ce virus cause la maladie appelée la
COVID-19 (Coronavirus disease 2019). Initialement, il n’y avait pas de traitement
antiviral efficace. Actuellement, 'agence européenne du médicament (EMA) a

approuvé huit traitements (2).

Cependant, le SARS-Cov-2 n’est pas l'unique virus a causer des pandémies
ou des épidémies. Parmi les virus ayant eu un impact majeur sur ’homme au 21éme
siécle, nous pouvons citer : le virus de l'influenza aviaire, de la grippe porcine, Ebola,
le SARS-CoV-1, le SARS-CoV-2 et le middle east respiratory syndrom (MERS) (3).
D’autres virus ont été de véritables catastrophes chez les animaux sauvages ou
d’élevage comme la peste porcine africaine, I'influenza aviaire ou la fiévre aphteuse.
La recherche sur les molécules antivirales est donc un enjeu majeur de notre siécle

pour faire face aux virus.

L'arsenal thérapeutique contre les virus est relativement Ilimité. Le
développement de nouvelles molécules est complexe et long. |l faut d’abord trouver
une molécule d’intérét, puis prouver son effet. |l faut ensuite vérifier son innocuité et
son efficacité sur des cellules puis sur un modéle animal. Il reste alors a effectuer des
essais cliniques indispensables pour évaluer leur innocuité et leur efficacité.

Comprendre les virus est un bon pas en avant vers de nouvelles opportunités
thérapeutiques. Plus le cycle est connu, plus il y a de cibles potentielles identifiées
pour le bloquer.

Ainsi, les virus piratent certaines voies de la cellule comme les voies de
signalisation de I’Adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Cette molécule est un
second messager essentiel au fonctionnement cellulaire. Ses régulateurs et effecteurs

sont nombreux. Une nouvelle famille d’effecteurs a été découverte a la fin du siécle
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dernier : les exchange proteins directly activated by AMPc, appelées EPAC. Elles sont
notamment impliquées dans la régulation de la fonction cardiaque et du métabolisme
du glucose. L’inhibition de protéines de cette famille a montré un intérét contre certains
virus.

Dans ce manuscrit, nous présenterons quel est I'arsenal thérapeutique actuel
contre les virus de maniére générale, en précisant les avantages et inconvénients des
deux grandes catégories : les molécules ciblant le virus et celles ciblant 'héte pour
bloquer l'infection virale. Dans un deuxiéme temps, nous étudierons les propriétés
antivirales d’'une molécule, AM-001, inhibant EPAC1, une protéine de I'hote, sur des
cultures cellulaires en présence de différents virus. Nous verrons aussi la construction
d’un lentivirus-guide dans le but de produire des cellules knock-out (KO) pour EPAC1
par la méthode CRISPR CAS9.
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Partie | : Etude Bibliographique

I. Molécules antivirales : Généralités

1) Etat des lieux des molécules antivirales

La recherche de molécules antivirales est assez récente lorsqu’on la compare
a celle des antibiotiques. Ces derniers ont commencé a se développer dés 1941 avec
la découverte de la péniciline. Les premiéres molécules antivirales ont été
découvertes en 1963, avec l'idoxuridine ayant une efficacité topique (4), puis en 1969
avec 'amantadine. il faut ensuite attendre 1979 pour voir l'arrivée d’'une nouvelle
molécule assez révolutionnaire et encore trés utilisée contre I'herpés simplex virus,
I'aciclovir (5).

De 1987 a 2017, sur 88 spécialités commercialisées aux Etats-Unis, 43 d’entre
elles ont eu une indication contre le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH), soit
quasiment la moitié (6). Sur le reste des spécialités antivirales approuvées par la Food
and Drug administration (FDA) de 1987 a 2017, les antiviraux visent le Virus de
'Hépatite C (HCV), le Virus de I'Hépatite B (HBV), I'Influenza, le Cytomégalovirus
(CMV) le Virus de I'Herpés Simplex (HSV) (Figure 1). 5.7% visent d’autres virus.

Nombre de spécialités antivirales selon le virus ciblé (N=88)

autres virus
5,7%
Influenza
4.5%

CMV HSV
12,5%

HIV-1
48,9%

HBV
9,1%

HCV
19,3%

Figure 1 : Nombre de spécialités antivirales selon le virus ciblé d’aprés (6), N=88
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Toujours sur ces 88 spécialités, seulement 13 d’entre elles ont un mécanisme
d’action ciblant la cellule-h6te. Le reste agit directement sur le virus (6). De
nombreuses infections virales restent sans traitement antiviral comme l'infection par
le virus de la rage pour ne citer que celui-ci (7).

La découverte du VIH a considérablement accéléré la recherche d’antiviraux
comme on peut le constater Figure 1. Depuis 2017, de nouvelles molécules ont été
mises sur le marché du médicament humain. Pour ce qui est du SARS-CoV-2, de
nombreuses molécules ciblant le virus ont été développées trés recemment mais nous

ne les évoquerons pas dans ce manuscrit.

2) Principaux antiviraux ciblant le virus, cibles et mécanismes
d’action

Les avantages des molécules agissant directement sur le virus sont une bonne
efficacité, une grande spécificité ainsi que des effets secondaires a priori moins
importants. En revanche, ces molécules seraient a l'origine de I'apparition d’'un
nombre plus élevé de résistances.

Le Tableau 1 reprend quelques molécules ciblant le virus directement en

précisant leur mode d’action.

Molécule | Cible Mode d’action Virus ciblé(s)
Aciclovir Polymérase Insertion dans I’ADN viral HSV1, HSV2
virale et blocage de 'élongation CwmvV, vzv
Epstein barr virus
Sofosbuvir Polymérase Insertion dans '’ARN viral HCV
virale et blocage de la
polymérase
Lédipasvir Polymérase Blocage de la protéine HCV
virale NS5A impliquée dans la
réplication
Telaprevir Polymérase Blocage de la protéine HCV
virale NS3/4A impliquée dans la
réplication
Ribarivine Polymérase Blocage de la polymérase, | Paramyxoviridae
virale induction de mutagenése, Flaviviridae
inhibition de I'MPDH, Picornaviridae
induction de génes Orthomyxoviridae
inductibles par interférons | Reoviridae
Orthomyxoviridae
Arenaviridae
Banyaviridae
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Favipiravir Polymérase Induction de mutagenése HCV, Influenza A,
virale B, C, certains
virus a ARN
Tenofovir Transcriptase Blocage de la transcriptase | HIV-1, HVB
inverse inverse
Abacavir Transcriptase Blocage de la transcriptase | HIV-1, HVB
inverse inverse
Nevirapine Transcriptase Blocage de la transcriptase | HIV-1
inverse inverse
Elvitegravir | Protéine virale Déstabilisation du génome | HIV
(Intégrase virale) | viral lors de l'intégration
Ritonavir Protéine virale Blocage du clivage des HIV-1
polyprotéines gag et
gagpol
Enfuvirtide Protéine virale Blocage de la formation de | HIV
la conformation de gp41
Amantadine | Protéine virale Blocage de la protéine M2, | Influenza A
un canal a proton
abaissant le pH des
endosomes
Oseltamivir | Protéine virale Blocage des Influenza A et B
neuraminidases, enzyme
rompant la liaison virion-
membrane

Tableau 1 : Principales molécules ciblant le virus, cible et mode d’action.

Dans ce tableau, les molécules sont réparties en trois catégories : celles ciblant les polymérases
virales (bleu), celles ciblant les transcriptases inverses (vert) et celles ciblant les protéines virales
(orange)

Certains antiviraux ciblent les polymérases virales. Les nucléosides acycliques,
dont fait partie I'aciclovir, sont efficaces contre I'herpés simplex virus 1 et 2, le CMV,
Epstein-Barr virus et le Varicella Zoster virus (5,6). L’aciclovir inhibe la réplication virale
sans bloquer la mitose et les autres fonctions cellulaires. Contre HSV-1 et HSV-2, cette
molécule est activée par phosphorylation dans les cellules infectées par une protéine
virale : la thymidine kinase. L'aciclovir monophosphate formé est ensuite phosphorylé
par des enzymes cellulaires (9) et s’insére dans I'Acide désoxyribonucléique (ADN)
viral ce qui empéche son élongation (8).

La ribavirine est un antiviral agissant sur plusieurs virus de familles trés
différentes dont les Paramyxoviridae, les Flaviviridae, les Picornaviridae, les
Orthomyxoviridae, les Reoviridae, les Orthomyxoviridae, les Arenaviridae et les
Bunyaviridae. Il y a plusieurs théories quant a son ou ses mécanismes d’action (11).

La ribavirine tirerait une partie de son action de l'inhibition d’'une protéine cellulaire,
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'inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH). La ribavirine peut aussi agir en
tant qu’analogue du guanosine triphosphate (GTP) et de I'adénosine triphosphate
(ATP), ce qui conduirait a un taux de mutagenése augmenté dans les virus a ARN. Il
a été montré que l'activitt mutagene est corrélée a l'activité antivirale (12). La
ribavirine peut aussi inhiber la polymérase a ARN de 'HCV. Enfin, elle aurait une
activité immunomodaulatrice et induirait des génes inductibles par certains interférons
(11).

Une autre molécule, le favipiravir, agit d'une maniére similaire a I'un des
mécanismes d’action de la ribavirine. Elle provoque un excés des mutations de la
guanine vers I'adénosine et de la cytosine vers I'uracile lors de la réplication de ’ARN
du virus de I'Hépatite C (HCV) (13). Le favipiravir est aussi actif contre l'influenza A, B
et C, et d’autres virus dans une moindre mesure (poliovirus, rhinovirus...) (14). Cette
molécule, comme la ribavirine (15), serait intéressante pour traiter des souches

résistantes aux antiviraux classiquement utilisés.

Depuis les années 2010, il est possible de guérir du HCV, c’est-a-dire de ne
plus avoir de traces du virus dans le sang vingt-quatre semaines aprés le dernier
traitement. En 2018, il y avait onze spécialités permettant cette guérison. Leur
utilisation dépend du génotype du virus et du patient traité (cirrhose, co-infection avec
le VIH...). Ces spécialités sont composées de molécules uniques ou bien
d’association ce qui permet de limiter 'apparition de résistances (16). On distingue
trois catégories de molécules : les inhibiteurs de protéase NS3A/4A (telaprevir,
voxilaprévir, glécaprévir), les inhibiteurs de NS5A (lédipasvir, elbasvir) et les
inhibiteurs de NS5B (sofosbuvir). Ces trois catégories bloquent l'action de la
polymérase du HCV.

Aprés étre entré par endocytose, le virus de I'Hépatite C va répliquer son
génome, initialement ARN positif pour produire de nouveaux virions. Chaque étape du
cycle viral est une cible potentielle. L'une des molécules particuliérement efficace et
révolutionnaire est le sofosbuvir qui agit comme un inhibiteur de la HCV NS5B ARN
dépendante ARN polymérase (RdRp) (17). L'antiviral doit d’abord subir une étape de
métabolisation intracellulaire. La molécule formée est un analogue triphosphate de
l'uridine et de ce fait un inhibiteur compétitif de la HCV NS5B polymérase. Elle s’insére

dans I’ARN viral en cours de synthése par la HCV RdRp ce qui conduit a son inhibition.
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Le virus est donc bloqué dans sa progression puisqu’il ne peut plus produire de
nouveaux génomes.

L’antiviral sofosbuvir est spécifique, c’est-a-dire qu’il ne va cibler que le virus et
n’‘aura pas d’effets sur la réplication du génome des cellules de I'hnéte. Cela ne veut
pas dire qu’il N’y a pas d’effets secondaires a son utilisation. De plus, il n’inhibe pas
toutes les formes du virus mais seulement quelques génotypes, d’ou l'utilisation
d’associations de molécules selon le génotypage.

In vivo, il a été observé sur de nombreux cas de résistances aux molécules
utilisées, comme la mericitabine ou le sofosbuvir (18). Dans certains cas, la résistance
peut étre croisée avec d’autres antiviraux actifs contre le HCV. Cependant, il est
important de noter que certaines mutations conférant les plus fortes résistances
pénalisent le virus en le faisant se répliquer plus lentement (19). Selon les génotypes
étudiés, des mutations sur le génome viral sont sélectionnées, notamment la double
mutation L159F/L320F du génotype 1a. Les associations de molécules permettent,
comme dans le cas du VIH, en ciblant des étapes différentes du cycle viral, de

diminuer I'apparition de résistances.

Contre le VIH, il existe sept classes de molécules bloquant le virus (20). Les
inhibiteurs de la transcriptase inverse en forment trois selon la nature des molécules
inhibitrices : les nucléotides (tenofovir...), les nucléosides (abacavir, stavudine,
lamivudine...) et les non-nucléosides (nevirapine, rilpivirine...). Les nucléotides et les
nucléosides inhibiteurs de la transcriptase inverse ont un groupe hydroxyl en moins,
ce qui empéche la formation d’une liaison phosphodiester pendant la formation de
I’ADN, ce qui bloque la réplication du virus. Ces deux classes d’antirétroviraux peuvent
aussi étre utilisées dans le traitement de I'hépatite B. Les inhibiteurs de la
transcriptase inverse non-nucléosides vont se fixer prés du site actif de la
transcriptase inverse, ce qui modifie la conformation de I'enzyme (21). lls ne
fonctionnent pas sur la transcriptase inverse de la souche HIV-2. Des résistances a
ces classes d’inhibiteurs sont retrouvés dans beaucoup d’études, comme la mutation
M184V/l (22).

Les autres antiviraux actifs contre le HIV agissent contre des protéines virales :
Les inhibiteurs des intégrases virales sont portés par I'elvitegravir et le raltégravir. Ces

molécules perturbent la stabilisation du génome viral en inhibant la réaction
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d’intégration (20). Le principal avantage de cette famille est la moindre fréquence
d’apparition de résistance du VIH a ces molécules par rapport aux autres familles, ce
qui en fait un bon candidat pour les trithérapies (23).

Les inhibiteurs des protéases virales fonctionnent sur HIV-1. Il existe
notamment le ritonavir et le lopinavir. lls empéchent le clivage des précurseurs des
polyprotéines gag et gagpol. Il était initialement attendu une faible résistance du VIH
a ces molécules. Cependant, les génes codant les protéases virales ont une grande
plasticité. Les résistances aux inhibiteurs des protéases virales sont liées au
changement du site de clivage des protéases et sont communément engendrées par
l'utilisation de ces inhibiteurs (24, 25).

Les inhibiteurs de la fusion membranaire sont composés de I'enfuvirtide entre
autres. Cette derniére molécule inhibe la formation de la conformation de la protéine
virale gp41 nécessaire pour la fusion virale. Il a été montré dés I'essai de phase 1 que
I'enfuvirtide utilisée seule sur patients humains provoque la sélection de souches
virales résistantes a cette molécule dés quatorze jours (26).

Les inhibiteurs de la maturation virale sont représentés par le bevirimat.
Cependant, les essais cliniques ont été abandonnés et la molécule n’est pas
commercialisée (20).

Les traitements contre le HIV sont maintenant réalisés a partir de combinaisons
de plusieurs de ces molécules, comme par exemple un ou deux nucléosides
inhibiteurs de la transcriptase inverse et un inhibiteur des intégrases virales. Ces
doubles ou triples thérapies permettent de devenir indétectable dans la plupart des
cas. L’apparition de résistances est réduite du fait de la grande efficacité et de

I'utilisation de molécules ayant des cibles différentes (27).

Contre les virus Influenza de maniére générale, on distingue deux familles
d’antiviraux, tous deux agissant sur des protéines indispensables au cycle viral : les
inhibiteurs de la protéine M2 et les inhibiteurs des neuraminidases (28).

La premiere famille d’inhibiteurs d’Influenza bloque la protéine M2, un canal a
protons qui va baisser le pH dans les endosomes (29). Cette famille d’antiviraux ne
fonctionne que sur l'Influenza A. L’amantadine et la rimantadine en sont les
constituants principaux. Il a été montré que [utilisation de I'amantadine peut
rapidement entrainer in vivo et in vitro I'apparition de virus résistants a cette molécule

(30). Les souches Influenza A résistantes a I'amantadine sont tellement présentes
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dans le monde que la molécule n’est plus recommandée pour son activité antivirale
(31).

Les neuraminidases sont des enzymes qui rompent la liaison entre le virion et
la membrane cellulaire, ce qui permet la diffusion du virus dans I'héte. L’oseltamivir
fait partie des inhibiteurs des neuraminidases qui fonctionnent sur les souches
d’'Influenza A et B en bloquant ces neuraminidases sur la surface des virus. Tres
efficace, son utilisation massive en France n’a pas mené initialement a I'apparition de
résistances de 2002 a 2005 (32). Cependant, sur 437 souches isolées dans 18 pays
européens en 2008, 14 % sont résistantes a I'oseltamivir (33). Au Japon, une étude
décrit trés bien I'apparition de souche d’Influenza A résistante a I'oseltamivir : sur 50
échantillons provenant d’enfants, 18 % avaient des mutations de la neuraminidase
suite au traitement (34). Dans ce méme pays, sur 74 échantillons d’Influenza B
provenant aussi d’enfants traités, une souche s’est montrée résistante a I'oseltamivir,
contre aucune sur 348 échantillons provenant de personnes de tout &ge non traitées
(35).

3) Principaux antiviraux ciblant ’héte, cibles et mécanismes
d’action

Les molécules ciblant I'héte apportent certains avantages par rapport a celles
ciblant le virus. Elles permettraient de diminuer I'apparition de résistances puisqu’elles
sont dirigées contre I'h6te. Elles auraient aussi un spectre potentiellement plus large.
Les antiviraux ciblant I'néte peuvent avoir des effets systémiques, dus a leur
métabolisation comme tous les médicaments, mais comme leur mode d’action cible
I'héte, ils peuvent avoir de graves conséquences sur le fonctionnement des cellules

et des organes.

3.1. Augmenter/moduler la réponse immunitaire

Les interférons thérapeutiques (IFN) sont les principales molécules utilisées
pour renforcer la réponse immunitaire chez 'lhomme. lls miment l'interféron alpha et
beta, qui sont des interférons de type |.

Il existe plusieurs interférons a, codées par un nombre de génes différents

selon les espéces, ayant des activités antivirales, antibactériennes et antiprolifératives
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différentes. lls font partie de I'arsenal défensif précoce des cellules face aux infections,
Fimmunité innée. Il n'y a qu’un interféron B codé par un seul géne ainsi que des
interférons gamma, tau et lambda. La premiére description d’un effet antiviral date de
1957 (36).

Lors de I'infection d’une cellule par un virus, celle-ci va produire des interférons
qui vont diffuser aux cellules avoisinantes. Les interférons a et 3 vont étre reconnus
par les récepteurs de linterféron a (IFNAR1 et IFNAR2), ubiquitaires. La liaison de
linterféron aux récepteurs induit une cascade de phosphorylation faisant intervenir
plusieurs effecteurs jusqu’au facteur de régulation IRF-9 pour activer le facteur de
géne stimulé par I'interféron ISGF-3. Ce dernier va entrer dans le noyau de la cellule
et par I'intermédiaire de composants de réponse stimulés par l'interféron (ISRE), va
activer des génes promoteurs de genes inductibles par interféron. D’autres protéines,
comme la protéine kinase mitogen-activated (MAPK) ou la phospholipase cytosolique
A2 (CPLA2), sont activées par la reconnaissance des interférons de type | par leurs
récepteurs en faisant intervenir les Janus kinases par exemple (37).

D’autres effecteurs activés par les interférons peuvent aussi provoquer
'expression des génes CXCL 9,10 et 11 (38). Les chimiokines produites sont des CXC
chémokine ligands qui se fixent sur le récepteur CXCR3, ce qui favorise le
chimiotactisme et la migration cellulaire pro-inflammatoire (39).

Les interférons participent a 'immunité innée et jouent un réle important dans
la protection antivirale. Leur reconnaissance par les récepteurs induit I'expression de
certains génes ou activer des protéines qui vont permettre de bloquer le virus a
différentes étapes du cycle. Trois voies sont détaillées dans la Figure 2. La voie PKR
conduit a linhibition rapide de la traduction. La voie du systéme 2-5A permet
l'activation de I'endoribonucléase RNase L qui va cliver ’ARN cellulaire et viral. Enfin,

les protéines Mx perturbent, entres autres, la transcription virale.
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The dsRNA-Dependent The 2-5A System The Mx Pathway
Protein Kinase (PKR)

Pathway IEN

/ INDUCES
2-5A Synthetases

Mx Proteins
3ATP
Viral dsRNA
ACTIVATES
Pi
PKR -Pi pppA2'pS5'A2'pS'A (2-5A) GTP
ACTIVATES
GDP+ PI
A SIGNAL 2-5A Dependent RNase
elF2o + ATP  elF20-Pi +ADP TRANSDUCTION (RNase L)
SSRNA sy —UpN3'p/
INHIBITION OF PROTEIN SYNTHESIS RNA CLEAVAGE TRANSCRIPTION INHIBITION,
AND TRANSCRIPTIONAL CONTROL OTHER

Figure 2 : Les conséquences de la reconnaissance du signal interféron (37)

En thérapeutique, des IFN a ou B sont utilisés pour moduler la réponse
immunitaire de I'héte en plus de ceux déja produits par ses cellules lors d’infection
virale. Cependant, les virus possédent des mécanismes pour moduler la réponse
produite par les IFN. lls peuvent bloquer leur synthése ou bloquer I'activation des
protéines induites (40).

Il existait en 2021 cinq IFN antiviraux disponibles en tant que spécialités. lls
ciblent le papillomavirus humain (IFN-an3), le HCV (IFN-acon1, Peg-IFN-a2a, IFN-
a2b Peg-IFN-a2b) et le HBV (Peg-IFN-02a, IFN-a2b). lls sont utilisés selon I'age du
patient ou la présence d’'une association d’une infection par HIV et HCV.

Le traitement a linterféron a prouvé son intérét dans le traitement du HCV.
Utilisé seul, I'IFN permettait une disparition du virus dans le sang dans 30 a 60% des
cas. C’est en association avec la ribavirine qu’il est le plus intéressant. Ces deux
médicaments combinés entrainent une absence de HCV dans le sang dans 80 a 90%
des cas de HCV génotype 2/3 et 40 a 50% des cas de HCV génotype 1 (41). Il
s’agissait d’'un traitement de référence avant l'utilisation de molécules plus efficaces

en premiére intention.
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Contre le virus de I'Hépatite E, le Peginterféron reste un traitement de choix
mais cela est discuté en raison d’effets secondaires importants et de l'efficacité
suspectée supérieure de la ribavirine seule (42).

Contre le SARS-CoV-2, I'IFN de type | aurait aussi prouvé un certain intérét.
Administré en intranasal sur des hamsters infectés, il permettrait de diminuer les titres
viraux et de réduire la perte de poids. Il faut cependant I‘administrer de maniéere
prophylactique, avant les premiers signes cliniques pour observer un effet bénéfique.
Cela démontre une importance primordiale du moment d’administration de I'lFN, qui
joue une course contre la montre avec le virus (43).

L'utilisation d’IFN provoque beaucoup d’effets secondaires, ce qui en fait un
inconvénient majeur (44). En effet, ils provoquent dans 70 a 100% des cas une fatigue
voire une dépression. lls peuvent aussi provoquer une atteinte de la fonction
thyroidienne jusqu'a 20% des cas. Dans une moindre mesure, ils peuvent étre a
Forigine d’une anémie, dune thrombopénie, d'une neutropénie voire d’une
pancytopénie, d’'une myélosuppression et de troubles du comportement (45).

D’autres IFN sont en développement comme le PEG-IFN-A, un interféron de
type lll, actif contre le HCV et utilisé en association avec la ribavirine (46). Cet
interféron a l'avantage de provoquer moins d’effets secondaires, notamment
hématologiques. Linterféron-A et le PEG-IFN-A activent les protéines Mx et le systéeme
2-5A en se fixant sur un récepteur spécifique, présent dans les cellules hépatiques

notamment (47).

Il existe une autre molécule utilisée en thérapeutique et qui augmente la
production de cytokines chez I'héte : L'imiquimod est un agoniste des récepteurs toll-
like (TLR), composé synthétique appartenant a la famille des imidazoquinolones (48).
Cette molécule, utilisée contre le papillomavirus humain (HPV) par voie topique,
entraine une augmentation de la production de cytokines (IFN a, tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), IL-1, IL-6, IL-8) par les macrophages, ce qui provoque une stimulation
de I'immunité innée et acquise de I'héte a l'origine d’'une régression des verrues du
HPV (49).
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3.2.Cibler les protéines de I’héte indispensables au cycle viral

3.2.1. Molécules utilisées en thérapeutique ou en
développement

Le maraviroc a été mis sur le marché en 2007 par la FDA. Il s’agit d’'un
antagoniste du CCR5 présent sur les lymphocytes CD4. En se fixant au site
allostérique du récepteur, il empéche l'accrochage du R5 HIV-1 et R5 HIV-2, virus
pouvant s’attacher via le récepteur CCR5, a la cellule. Chez des patients
asymptomatiques, cela a pour conséquence de baisser la charge d’ARN virale par
millilitre de deux log10 (50).

Dans la famille des antagonistes du CCRS5, actifs contre le R5 HIV-1, on trouve
d’autres molécules, pour le moment non approuvées. L'aplaviroc et le vicriviroc, avec
un mécanisme d’action similaire au maraviroc, ont atteint la phase 3 de leur
développement. L'aplaviroc a été abandonnée a cause d’une hépatotoxicité
importante (51) et le vicriviroc a passé la phase Ill mais n’a pas montré une efficacité
suffisante pour étre commercialisé (52). TAK-779 a quant a Iui montré une
biodisponibilité trop faible pour étre utilisé chez 'homme (53). Des analogues de
chimiokines RANTES modifiées dans leur extrémité N se liant a CCRS5, sont aussi des
inhibiteurs de I'attachement du R5 HIV-1 en provoquant l'internalisation du CCRS5. lls
n’ont cependant pas atteint les essais cliniques du fait d’'une efficacité moindre (54).

Le cenicriviroc est un antagoniste du CCR5 et du CCR2. Il a réussi la phase 2b
des essais cliniques pour le R5 HIV-1 (55) et serait efficace contre R5 HIV-2 (56).1l n’y
a actuellement pas d’étude de phase Ill pour cet antiviral.

Le maraviroc et les autres antiviraux de la méme famille du fait de leur
spécificité élevée font face a une résistance par sélection de souches du HIV
préexistantes ayant une affinité supérieure pour le CXCR4, surtout s’ils sont utilisés
seuls (57).

Il existe des anticorps monoclonaux : I'ilbalizumab, et PRO-140, deux anticorps
monoclonaux humanisés IgG4. L'ilbalizumab posséde un mécanisme particulier : il
bloque I'entrée du HIV-1 en se fixant au CD4. Cela réduit la flexibilité du récepteur et
bloque I'accés de la protéine virale d’attachement gp120 au CXCR4 et au CCR5. Son
efficacité a été prouvée en phase 3 notamment contre les souches HIV-1
multirésistantes (58). PRO-140 cible directement CCR5 et a réussi les essais de
phase 2b (60).
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Une autre famille de molécules potentiellement actives contre le HIV, les
inhibiteurs de CXCR4 sont pour le moment moins connus et étudiés que la famille
précédente. Leur efficacité est moindre car les souches utilisant CXCR4 sont
coexistantes avec les souches R5, alors que l'inverse est faux. lls s’utilisent donc en
association avec les inhibiteurs des souches RS5. Le principal représentant, le
plerixafor, a prouvé son efficacité en étude de phase 1 contre le HIV-1 (60). Il
posséderait cependant un effet stimulant sur les cellules hématopoiétiques de la
moelle osseuse et des recherches sont en cours pour documenter ses effets
secondaires et une potentielle indication en tant que mobilisateur de cellules
hématopoiétiques (62).

Ces antiviraux et potentiels antiviraux ont globalement une efficacité
équivalente a des antiviraux ciblant le virus directement. lls ont cependant un spectre

réduit, limité a un virus ou a une souche d’un virus.

Des molécules ayant initialement été développées pour une autre indication
peuvent se révéler antivirales. Ainsi, I'ivermectine a montré in vitro une activité
antivirale contre le SARS-CoV-2, I'Influenza A, le virus de la dengue, le virus de la
fievre jaune, le virus Hendra, 'adénovirus humain et d’autres virus (62). Dans le cas
du SARS-CoV-2, les études sur modéle animal ont montré une bonne efficacité mais
sur ’'homme, il n’y a pas eu de preuves d’efficacité (62—-64). L'ivermectine tirerait son
activité antivirale en culture cellulaire de I'inhibition de I'importine (IMP) a. Les IMP
sont une superfamille de protéines de signalisation et de transport pour les protéines
de poids supérieur a 45kDa, leur permettant d’entrer dans le noyau de la cellule. Ces

importines sont utilisées par les virus pour orienter la réponse immunitaire.

Les inhibiteurs des cyclophilines ont montré leur efficacité contre le HBV, le VIH
et certains coronavirus. Les cyclophilines sont une famille d’isomérases peptidyl-
propyl cis/trans (PPlases) trés conservée (65). Leurs réles cellulaires sont variés et
elles sont impliquées dans la progression des tumeurs, linflammation, Ila
neurodégénération, le diabéte... Il a été démontré que l'inhibition de la cyclophiline B
(CypB) empéche la réplication du HCV (66). C’est en utilisant la cyclosporine A, un
inhibiteur de la CypB et un immunosuppressif, que le réle de la CypB dans la
réplication du virus a été mis en évidence. La cyclosporine A aurait ainsi une activité

antivirale, tout comme certains de ses analogues comme [lalisporivir (non
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immunosuppressif), contre le VIH et certains coronavirus comme le virus de la PIF ou
le SARS-Cov-1 in vitro (67—69).

Initialement, I'alisporivir, analogue non immunosuppressif de la cyclosporine A,
a été une piste sérieuse dans le traitement de la COVID-19 (70), un essai clinique de
phase Il est toujours en cours (71). Il a néanmoins des effets secondaires importants.
I cause une hyperbilirubinémie dose dépendante réversible (72) et une
hypertriglycéridémie (73). 6 % des patients traités avec l'alisporivir présentaient des
effets secondaires, majoritairement des troubles digestifs(73). Malheureusement, lors
d’'un essai clinique de phase Ill qui évaluait I'efficacité d’'une combinaison alisporivir-
interféron-ribavirine ou interféron-ribavirine contre le HCV génotype 1 sur plus de 1000
patients, sept cas de pancréatite aigie, dont une mortelle chez une personne qui
prenait le traitement avec alipsorivir, ont eu lieu, ce qui n’a pas permis a la molécule
d’étre retenue comme traitement pour le moment (74).

On pense qu’avec les antiviraux agissant sur I'héte, il n’y a pas ou trés peu de
résistance. Cela a été démontré que le taux de résistance suite au traitement a
l'alisporivir n’est pas nul mais est significativement réduit par rapport aux antiviraux
ciblant les protéines virales (75). Les molécules ciblant les protéines de I'héte, stables,
serait moins sujettes au développement de résistances des virus que les molécules
ciblant les protéines virales, qui elles sont trés variables du fait des capacités
d’évolution virale (76). Il est important de noter qu’avec un antiviral ciblant I'héte, le

polymorphisme génétique de I'héte peut baisser I'efficacité de I'antiviral (73).

3.2.2. Comment rechercher de nouvelles molécules ciblant
I’hote ?

Pour trouver de nouvelles molécules antivirales agissant sur I'’héte, plusieurs
méthodes sont utilisées par les équipes de recherche.

Une premiere méthode consiste a étudier les cycles viraux et leurs interactions
avec les cellules. Les virus utilisent le matériel cellulaire pour produire de nouveaux
virions et infecter d’autres cellules. En étudiant leur cycle, il est alors possible de
repérer les protéines, lipides ou autres composants de I'héte impliqués dans celui-ci.
Certains cycles sont trés bien compris et leurs composants cellulaires ont été identifiés

comme pour 'HCV (76). Pour le SARS-CoV-2, une grande partie de son cycle a été
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documentée et continue a I'étre (77). Dans un second temps, il faut trouver des
molécules qui ont un effet sur le cycle viral, de maniére directe ou indirecte, par

exemple en orientant la réponse immunitaire.

Une autre méthode, le repositionnement, consiste a tester 'ensemble des
molécules existantes, antivirales particulierement, mais aussi antitumorales,
antiparasitaires, antibiotiques etc. Le principe est de trouver une méthode identique
pour tester toutes les molécules in vitro et de ne prendre que les plus intéressantes.
La aussi, puisqu’il s’agit d’essais identiques selon les molécules, on peut délaisser
certains antiviraux intéressants selon le type cellulaire utilisé ou les propriétés de
certaines de ces molécules (78, 79).

Une troisitme méthode consiste a inactiver certains génes de maniére
aléatoire, par la méthode CRISPR KO principalement, dans des cellules d’'une méme
lignée, de les infecter et d’analyser le génome des populations survivantes. Cette
méthode a été utilisée pour rechercher de nouveaux génes impliqués dans I'infection
par les coronavirus humains(80). Dans le méme principe on peut activer un géne au
lieu de linactiver. On obtient des génes pro-virus et anti-virus. Cependant, cette
méthode ne permet pas de comprendre totalement I'implication des génes et des
protéines dont se sert le virus pour infecter les cellules. Le screening est aléatoire et
certains génes n'ont ainsi pas pu étre sélectionnés. De plus, il y a une grande
dépendance de la lignée choisie pour réaliser I'expérience (80). D’autres méthodes
existent comme le criblage a haut débit bi-hybride (HTY2H) (90).

Dans chacun de ces cas, les molécules sélectionnées peuvent étre modifiées

pour augmenter la biodisponibilité ou pour obtenir des caractéristiques physico-

chimiques plus compatibles avec les cellules.
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II. Etude approfondie de AM-001

Dans ce travail, nous avons évalué les propriétés antivirales ’AM-001, une
molécule inhibant une protéine de I'héte, la protéine d’échange directement activée
par ’TAMPc, EPACA1.

1) Généralités sur ’AMPc et ses effecteurs

Pour comprendre le fonctionnement d’EPACH1, il faut d’abord comprendre celui
de 'AMPc. Il s’agit d’'un second messager universel (81). LAMPc est impliqué dans le
métabolisme de la cellule en général, la régulation du calcium, la sécrétion
extracellulaire ou encore la contraction des muscles (82).

Lorsqu’un effecteur extracellulaire s’attache aux protéines G, 'AMPc est
synthétisé a partir de 'ATP et de I'action de I'adénylyl cyclase (AC) (83). Au niveau de
la cellule, il existe un gradient d’AMPc : les différents compartiments de la cellule ont
des concentrations différentes en AMPc. Pour maintenir cette compartimentalisation,
il existe des régulateurs. Ce sont les nucléotides cycliques phosphodiestérases (PDE),
les protéines d’ancrage A-kinase (AKAP) et les Adénylyl cyclase (AC) (84).

L'AMPc agit sur des capteurs spécifiques pour délivrer son message, comme
le montre la Figure 3 en prenant 'exemple d’'un cardiomyocyte. Ces capteurs ont en
commun un segment cyclic nucleotide binding (CNB). |l existe aujourd’hui cinq
familles identifiées :

- Les Protéines kinases A (PKA) : effecteur de 'AMPc le plus connu, ubiquiste (85).

- CNG et HCN : des canaux ioniques régulés par les nucléotides cycliques, voltage
dépendant, conduisant Na+ et K+ (86).

- Popeye domain containing proteins (POPDC) : moins connu malgré un réle dans
'arythmie cardiaque notamment (87).

- Cyclic nucleotide receptor involved in sperm function (CRIS) : indispensable pour la
spermatogeneése et la motilité des spermatozoides (88)

- EPAC1 et EPAC2 : exchange proteins directly activated by AMPc 1 et 2, que nous

allons maintenant voir en détail.
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Figure 3 : Les effecteurs de 'AMPc dans un cardiomyocyte (89)

Dans ces cellules, TAMPc est un second messager indispensable a certaines actions biologiques,
comme la contraction musculaire. CRIS n’est pas sur le schéma car on le retrouve seulement dans

certaines cellules de I'appareil génital

2) EPAC1, une cible pharmacologique intéressante

EPAC1 et EPAC2 sont des protéines d’échange activées de maniére directe
par 'AMP cyclique. Découvertes en 1998, elles appartiennent aux Rap1 guanine

nucleotide exchange factors (Rap1 GEF) (89).

2.1.Géne, structure et localisation

EPAC1 est codé par le géne RAPGEF3 sur le chromosome 12 chez 'homme,
et EPAC2 par RAPGEF4, sur le chromosome 2 chez 'homme (90). Il s’agit de
protéines monomériques d’environ 100kDa. Les génes des deux protéines sont
détaillés Figure 4. On peut voir qu’il y a une partie catalytique C-terminale et une partie
régulatrice N-terminale. La différence majeure entre EPAC1 et EPAC2 est |la présence

supplémentaire d’'un domaine CNB dans EPAC2 (cAB sur la Figure 4).
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Figure 4 : Structure des génes EPAC (91)

Lorsqu’il n’y a pas d’AMPc, la région régulatrice recouvre totalement la région
catalytique, empéchant ainsi l'activit¢ de la protéine. Il y a aussi un segment
Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin (DEP) impliqué dans la localisation intracellulaire de la
protéine. EPAC1 peut se retrouver dans plusieurs compartiments cellulaires : lié a la
membrane plasmique avec un lipide de celle-ci, 'acide phosphatidique (91), avec un
centre d’organisation de microtubule, dans la mitochondrie ou proche du réticulum
sarcoplasmique (92, 93). La région catalytique est constituée d’'un RAS-exchange
motif (REM) impliqué dans le maintien de la conformation active d’EPAC, d'un
domaine RAS-association (RA) qui interagit avec Rap1 et d'un domaine CDC25-HD,
appelé aussi guanine nucleotide exchange factor for Ras-like small GTPases, qui
promeut la transformation du GDP en GTP par Rap1 comme le montre la Figure 5
(98).

cAMP-bound open
conformation

cAMP Active Epacl

e I _D Active
r‘ '.‘ G”
@Inactive
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Regulatory
Domain

Catalytic ‘{

domain A

Inactive Epacl

Auto-inhibited
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Figure 5 : Mécanisme de I'activation d’EPAC1 (89)
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C’est donc en présence d’AMPc que Rap1, une Ras-like GTPase, va se lier
aux segments de la région catalytique d’EPAC, comme on le voit sur la Figure 5. Elle
va ainsi étre activée et avoir des effets cellulaires. Cependant, Rap1 n’est pas
nécessaire pour toutes les actions cellulaires d’EPAC (94)

EPAC1 et EPAC2 ont toutes deux des actions diverses dans la cellule et dans
différents tissus. EPAC1 est présente de maniére ubiquiste dans les organes et les
tissus, mais en plus grande quantité dans certains tissus, détaillés dans le tableau 2
ci-dessous. EPAC2 n’est pas détectable dans de nombreux tissus (89). Nous allons
nous concentrer par la suite sur EPAC1 pour décrire les différents effets qu'elle

engendre. Ses effets sont dépendants du type de cellule ou elle se trouve.

EPAC1 EPAC2

Localisation Tous les organes , tissus et Se trouve seulement dans : glandes
préférentiellement :  coeur, vaisseaux | surrénales, cceur, intestin, tissu
sanguins, reins, tissu adipeux, tissu | nerveux, testicules (89, 95)

nerveux, ovaires, utérus, muscles | Dans une quantité faible : foie,
squelettiques, glandes thyroides (95) hypophyse, poumons, reins, pancréas
(63, 64)

Tableau 2 : Localisation d’EPAC1 et d’EPAC2

2.2.Les roles cellulaires d’EPAC1

Nous allons détailler quelques mécanismes et actions cellulaires d’'EPACA1,
parmi de nombreux autres dans ces mémes tissus ou dans d’autres. Comme le
montre la Figure 6, les réles d’EPAC1 sont trop nombreux et complexes pour les
expliciter tous dans cette étude. EPAC1 est impliqué dans la réaction inflammatoire,
le fonctionnement cardiaque, la régulation du glucose, le contréle de la prolifération
des myocytes des voies respiratoires, la migration cellulaire, les liaisons entre les

cellules...
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Figure 6 : EPAC1 signalosomes (98)
L’activation de complexe activant EPAC1 provoque des cascades de réaction pour activer des facteurs

de transcription prohypertrophiques notamment

Tout d’abord, EPAC1 et Rap1 jouent un rdle dans la régulation du cytosquelette
d’actine et des microtubules, résumé Figure 7. La stimulation d’'EPAC1 dans des
cellules avec un réseau d’actine non organisé provoque une dynamisation de ce
réseau en filaments notamment en périphérie des cellules (98).

Indépendamment de Rap1, EPAC1 participe a la formation des microtubules.
Son activation augmente le taux d’élongation et la longueur globale des microtubules
dans les cellules vasculaires endothéliales (94, 99). De plus, EPAC1 se lierait aux
protéines associées aux microtubules (MAP), des protéines participant a la régulation
des microtubules. Cependant, des études sont nécessaires pour établir que la liaison
d’EPAC1 aux MAP contribue a I'élongation des microtubules (98, 100).

L'activation d’EPAC1 a pour conséquence d’inhiber I'action de TNF alpha et
TGF béta. Ces derniers peuvent étre produit par les cellules endothéliales. lls
induisent une désorganisation du réseau de filaments d’actine et de microtubules
(101, 102). Il a aussi été montré que le complexe EPAC1-Rap1 contribue aussi a la

formation des jonctions serrées par l'intermédiaire des liaisons E-cadhérine (110, 115).
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Figure 7 : Modéle du réle d’EPAC1 dans l'intégrité des jonctions endothéliales (99)

Les recherches sur les souris Knock-out (KO) pour EPAC1 nous apprennent
beaucoup sur les actions de cette protéine (104). Ces souris présentent une
hypertriglycéridémie, un défaut de sécrétion d’insuline, une intolérance au glucose.
Cette intolérance peut étre expliquée par une diminution d’expression du géne du
transporteur de glucose Glut2 ou bien une diminution de la translocation du
transporteur a la membrane plasmique. Cela suggére I'implication d’EPAC1 dans la
régulation du glucose et plus largement la physiopathologie du diabéte. De plus, on
observe aussi chez ces souris une organisation anormale des ilots pancréatiques.

Dans une autre étude sur les souris KO pour EPAC1et EPAC2, il a été montré
que la protéine Rap1 est inactive sans les deux formes d’EPAC, ce qui suggére une
action synergique des deux protéines (105). L'inactivation des deux génes engendre
un déficit dans les interactions sociales, dans I'apprentissage et dans la mémorisation

qui ne se retrouve pas chez des souris KO pour une des protéines.
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Figure 8 : Actions d’EPAC et de PKA dans une cellule musculaire lisse des voies respiratoires (107)

Il a été montré qu'EPAC1 et EPAC2 ont une action sur les fibroblastes et les
myocytes des muscles lisses des voies respiratoires. Leur action est décrite dans la
Figure 8, et fait intervenir plus d’effecteurs. La voie AMPc/EPAC et AMPc/PKA sont
complémentaires. Les cellules musculaires lisses peuvent proliférer dans certaines
conditions, comme l'asthme. Les deux voies permettent d’inhiber cette prolifération
(106).

EPAC1 a aussi des actions spécifiques dans les cardiomyocytes : les
récepteurs Béta adrénergiques lors d’activation aigué ont des effets stimulants sur le
cceur. Une augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc est alors induite
et est détectée par les PKA. Cette derniére régule la contraction-relaxation des
cardiomyocytes et a été pendant longtemps la cible d’inhibiteurs pour protéger le coeur
lors d’insuffisance cardiaque. En revanche, lors d’'une activation chronique, un
remodelage a lieu par surstimulation des récepteurs Béta adrénergiques, ce qui peut

conduire a une insuffisance cardiaque (107).
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Lors de la stimulation Béta-adrénergique des cardiomyocytes, la voie EPAC (1
et 2)/PLCe/PKC/CamKIl stimule le relargage de calcium par le réticulum
sarcoplasmique (108). Ainsi, comme PKA, EPAC1 et EPAC2 participent a la
contractilité cardiaque (91), les deux protéines auraient donc un effet pro-arythmique.

EPAC1 et EPAC2 sont deux protéines aux caractéristiques intéressantes pour
étre utilisées en thérapeutique, en les inhibant notamment. Les souris KO pour EPAC1
et EPAC2 sont viables mais les effets du KO varient selon les études. Une étude
suggére que la suppression d’'EPAC1 chez les souris aurait des propriétés
cardioprotectrices face au stress cardiaque (109), une autre que cette suppression
atténuerait I'hypertrophie du coeur (110) mais ce dernier résultat est discuté et n’est
pas retrouvé dans les différentes études (111). La voie AMPc-EPAC serait également
indépendante de AMPc-PKA dans le développement de l'insuffisance cardiaque (110).
Les différences de résultats entre les études sur le réle d’EPAC1 dans I'’hypertrophie
cardiaque pourraient étre expliquées par I'utilisation de souris provenant de lignées
différentes (91). La surexpression d’EPAC1 dans des cellules nerveuses augmenterait

'apoptose, processus qui n'est pas induit par EPAC1 dans les cardiomyocytes (112).

EPACH1 jouerait un réle dans les tumeurs malignes. Sa suractivation conduirait
a l'augmentation de I'invasion par des cellules métastatiques d’un tissu (115). Cet effet
ne se retrouve pas lorsqu’'on suractive la voie PKA-dépendante. EPAC1 étant
impliguée dans la migration cellulaire, la protéine favorise celle des cellules

cancéreuses, comme dans les mélanomes (115) ou les cancers du pancréas (116).

Il est important de mentionner le fait guEPAC1 et EPAC2 sont des protéines
dont les mécanismes d’action ne sont pas tous élucidés. Les effets d’EPAC1 sur
'apoptose des cardiomyocytes, la fibrose cardiaque et '’hypertrophie cardiaque sont

controversés et ne font pas encore consensus (91).

2.3.Effets de I’'inhibition d’EPAC sur les infections virales

Une étude sur un coronavirus humain, le HCoV-229E, montre qu’une
augmentation d’AMPc permet de diminuer le titre viral ainsi que la production d’'un

récepteur qui permet au virus d’étre endocyté (117). Ces éléments nous suggérent
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que la régulation de 'AMPc, et donc ses modulateurs dont EPAC1, serait une voie
intéressante pour trouver des traitements antiviraux. La principale hypothése pour
expliquer I'efficacité de I'inhibition de la voie AMPc/EPAC1 contre le SARS-CoV2 est
le blocage des ACs ce qui empéche son endocytose (118).

Au vu des nombreuses fonctions d’EPAC1, plusieurs mécanismes peuvent étre
a l'origine d’un effet antiviral ou proviral. Un mécanisme intéressant est celui de la voie
ADP/P2Y13. Pendant une infection virale, les virus induisent par différents
mécanismes une augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc, ce qui va
suractiver EPAC1 et avoir un effet pro-viral. Les IFN produits par I'organisme vont
avoir I'effet inverse et activer la voie ADP/P2Y13 ce qui inactive EPAC1 (119).

Face a Ebola Virus (EBQOV), un inhibiteur ou le KO d’EPAC1 bloquent la
réplication de ce virus dans les cellules endothéliales. Pour déterminer I'étape ou le
cycle viral est bloqué, le Vesicular Stomatitis Virus (VSV) exprimant une glycoprotéine
d’EBOV a été utilisé. En utilisant la microscopie électronique, il a été mis en évidence
gu’avec traitement a ESI09, un inhibiteur d’EPAC1 et EPAC2, le virus restait bloqué a
la surface des membranes. Une analyse de la quantité ARN viral a montré qu’il ne se
trouvait pas, pour le groupe traité avec I'inhibiteur, dans les endosomes précoces, a
l'inverse du groupe non traité (120).

Contre le Human metapneumovirus (HMPV) et un adénovirus (AdV) humain,
L'utilisation d’'un inhibiteur sélectif d’EPAC1, le CE3F4, permet seulement d’obtenir

une légére diminution de concentration de certaines cytokines (121).

Il a été découvert un effet antiviral d’ESI-09, un inhibiteur d’EPAC2 et I’ EPACA1,
sur le RSV (122). Il y aurait peut-étre un effet anti-inflammatoire de cet inhibiteur, bien
que la diminution de la production d’IL 1alpha, entre autres, puisse étre attribué aussi
au blocage de la réplication de ce virus. Seule l'inhibition d’EPAC2 aurait un effet sur
la réplication du virus : les cellules KO EPAC1 avaient un titre similaire aux cellules
infectées témoin et les cellules KO EPAC2 avaient un titre significativement réduit par
rapport aux deux premiéres.

EPAC2 contribuerait aussi la réplication d’autres virus comme le HMPV et 'AdV
et augmenterait la production de cytokines inflammatoires pendant ces infections
(121).

Ces résultats encourageants dans la recherche de nouvelles classes

thérapeutiques vont dans le méme sens qu’une autre étude, cette fois sur les
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coronavirus : un inhibiteur dEPAC1 et dEPAC2, ESI-09, a montré une activité
antivirale remarquable contre le MERS, et dans une moindre mesure contre le SARS-
CoV-1 (123). On peut aussi souligner que les chercheurs ont testé un inhibiteur de la

voie de signalisation PKA-dépendante, H89, sans activité antivirale.

3) AM-001, un inhibiteur non compétitif sélectif d’EPAC1

3.1.ldentification et caractérisation de la molécule

L'inhibition d’EPAC1 peut ainsi avoir une action antivirale sur certains virus.
Nous allons nous intéresser a AM-001.

AM-001 est un dérivé thieno(2,3-b)pyridine. Plus précisément, il s’agit du 3-
amino-N-(4-fluorophenyl)-4-phenyl-6-(2-thienyl)thienol[2,3b]pyridine-2-carboxamide,
dont la structure est présentée dans la Figure 9. Cette molécule a été identifiée dans
une étude en 2019 comme étant spécifiquement inhibitrice non-compétitive ’EPAC1
(124).

AM-001

Figure 9 : Structure d’'AM-001 (125)

Cette étude de 2019 a caractérisé AM-001 initialement en tant que molécule
ayant une action protectrice du cceur lors de stress cardiaque chronique. D’autres
dérivés de cette molécule ont été testés mais aucun n’apparait plus intéressant qu’AM-
001.

L'activité d’AM-001 a été détectée par Bioluminescence resonance energy

transfer (BRET). Le composé testé est mis en évidence en présence de Rap1, de
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CAMYEL, un EPAC1-based BRET sensor et de TAMPc. En mesurant la différence de
fluorescence initiale et a 'inhibition maximale, et en la comparant a celle d’'un témoin
positif, on obtient un pourcentage d’inhibition relatif au témoin. AM-001 est un
inhibiteur non compétitif, ce qui veut dire qu’il n"'empéche pas le substrat d’EPAC1 de
se lier a la protéine. La concentration inhibitrice médiane (IC50) d’AM-001 est de
53.7uM, et n’est pas modifiée par les concentrations d’AMPc (124).

Pour déterminer la spécificité de la molécule, les chercheurs ont utilisé la
méthode EPAC GEF activity. Le composé a été mis en contact avec Rap1, un
analogue du GDP fluorescent, un autre analogue du GDP non fluorescent en exceés,
EPAC1 ou EPAC2, et un agoniste de 'AMPc. Avec cette méthode, I'lC50 a été de
47.8uM avec EPAC1 contre un IC50 supérieur a 1000uM avec EPAC2 (124).

AM-001 se lie a la conformation inactive d’EPAC1et la stabilise, ce qui empéche
'activation en présence d’AMPc. Les domaines CDC25-HD et CNB sont ainsi
rapprochés comme on peut le voir sur la Figure 10. Ce site est différent chez EPAC2 :
la plus grande différence se situe sur la boucle entre REMb1 et CNBDb10, sur les 18
acides aminés d’EPAC1 et les 19 d’EPAC2 la formant, il y en a seulement deux en

commun, ce qui pourrait expliquer la sélectivité d’AM-001 (125).
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Figure 10 : Structure du complexe AM-001/EPAC1 (126)

Envert : CNB et DEP ; enbleu : CDC25-HD; en orange : REM; en cyan :AM-001 ; en pointillés : liaisons
hydrogéne

En culture cellulaire, la molécule n’est pas cytotoxique pour les lignées
HEK293, NRVMs, H9C2 d’aprés cette méme étude et elle inhibe EPAC1 dans ces
cellules.

AM-001, grace a ses propriétés inhibitrices d’'EPAC1, a montré un effet
protecteur contre I'ischémie-reperfusion en utilisation aigue in vivo, protégeant aussi
les cardiomyocytes contre la suractivation par les récepteurs Béta-adrénergiques et

contre I'’hypertrophie en empéchant la formation du complexe GRK5/EPAC1 (126).

3.2.Comparaison par rapport aux autres inhibiteurs d’EPAC

D’autres molécules ont une action inhibitrice documentée comme CE3F4.
Cependant, cette molécule, méme si elle inhibe préférentiellement EPAC1, n’en est
pas assez spécifique et peut inhiber EPAC2. Elle présente un IC50 plus faible qu’AM-
001. Son principal inconvénient est qu’elle montrerait une faible biodisponibilité in vivo
(127), ce qui expliquerait le fait qu’elle ne réduit pas la taille de I'infarctus contrairement
a AM-001 utilisée a 8mg/kg (124). Les autres molécules connues a ce jour ayant une

action assez intéressante sont détaillées dans le Tableau 3 suivant (92).

Nom de la molécule Protéine(s) inhibée(s)|Mode d’inhibition Référence
AM-001 EPAC1 Non compétitif (124)
CE3F4 EPAC1 Uncompetitive (127)
ESI-08 EPAC1 et EPAC2 Compétitif (128)
ESI-09 EPAC1 et EPAC2 Compétitif (116)
HJC0197 EPAC1 et EPAC2 Compétitif (128)
HJCO0726 EPAC1 et EPAC2 Compétitif (129)
NY0123 EPAC1 et EPAC2 Compétitif (129)
NY0460 EPAC1 et EPAC2 Compétitif (130)
NY0562 EPAC1 et EPAC2 Compétitif (130)
710524 EPAC1 et EPAC2 Compétitif (131)
5376753 EPAC1 et EPAC2 Non compétitif (132)

Tableau 3 : Les inhibiteurs ’'EPAC1 et ’EPAC2 et leur mode d’inhibition (89)
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La molécule AM-001 s’est donc présentée comme pertinente par rapport a
d’autres : elle est sélective d’EPAC1 bien plus spécifiquement que CE3F4. Cela
permet d’étudier mieux le réle d’EPAC1 seulement notamment dans le cadre
d’infection virale pour notre étude. De plus, cela pourrait occasionner moins d’effets
secondaires sur un modéle animal.

Contrairement a d’autres inhibiteurs d’EPAC1, l'effet de protection cardiaque
d’AM-001 a été prouvé in vivo démontrant que le composé a une biodisponibilité

suffisante pour exercer son inhibition.

Le projet EPACORONA, fruit d’'une collaboration entre I''2MC INSERM-
Toulouse et IHAP INRAE-ENVT, a eu pour but de tester les propriétés antivirales d’AM-
001 contre le SARS-CoV-2, en culture cellulaire et sur modéle animal Hamster doré
(Mesocricetus auratus). Les résultats sur culture cellulaire (lignée CALU-3) ont été
encourageants. AM-001 est ainsi active contre ce virus dés 10 yM, que ce soit en pré
traitement ou post traitement. Sur le modéle animal Hamster doré, les résultats se
sont révélés décevants, le traitement a AM-001 n’ayant pas eu d’effet bénéfique face
a l'infection au SARS-CoV-2. Il conviendrait de tester sur d’autres modéles animaux

comme des souris, pour qui la pharmacocinétique d’AM-001 est mieux connue.
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Partie Il : Etude Expérimentale

Objectifs : Il s’agit de tester la molécule AM-001 sur d’autres virus que le SARS-CoV-
2, de mieux préciser son mécanisme d’action et de vérifier I'éventuelle toxicité de la
molécule sur les lignées cellulaires utilisées. Enfin, un objectif de ce travail a été de
participer a la création de cellules KO pour EPAC1 dans le but de vérifier si l'activité
antivirale d’AM-001 est bien liée a I'inhibition d’EPACA1.

I. Matériels et Méthodes

1) Etude de I'effet antiviral d’AM-001

1.1. Culture cellulaire

Plusieurs types cellulaires ont été utilisés pour les expériences réalisées. Les
cellules ont toutes été conservées dans un incubateur a 37°C. Les passages ont été
réalisés avec du Phosphate buffered saline (PBS), mis en contact une ou deux fois
avec les cellules et de la trypsine dans un volume tel que conseillé par le fabricant des
contenants utilisés (133). lls ont été réalisés selon le type cellulaire dés que la
confluence dépassait 80%.

Quelle que soit la lignée, les cellules sont contrOlées régulierement au
microscope pendant la culture et les expériences pour vérifier 'absence de mort

cellulaire, et comptées avec une cellule de Thoma ou de Malassez pour les passages.

Cellules A549 : cellules épithéliales basales alvéolaires adénocarcinomiques
humaines. Elles ont été cultivées dans un milieu composé de Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM), de 10% de sérum de veau feetal (SVF) et de pénicilline a
100U/mL et de streptomycine a 100ug/mL. Le passage de ces cellules ne comportait
qu’un lavage au PBS, puis de la trypsine. |l est important de noter que ces cellules ont
été testées positives a Mycoplasma.

Pour le milieu d’infection, il s’agissait de DMEM avec 0.2% d’albumine sérique
bovine (BSA), de pénicilline a 100U/mL, de streptomycine a 100ug/mL et de trypsine
TPCK (Tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone) Thermo Scientific Pierce, que nous

appellerons TPCK, a 1ug/mL.
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Cellules MDCK : cellules épithéliales de rein de chien. Ces cellules ont été
cultivées dans un milieu DMEM ou DMEM High glucose comprenant 10% de SVF, de
pénicilline a 100U/mL et de streptomycine a 100ug/mL. Le passage de celles-ci
comportait deux lavages au PBS, puis de la trypsine.

Pour le milieu d’infection, il s’agissait de DMEM ou DMEM High glucose, avec
0.2% de BSA, de pénicilline a 100U/mL, de streptomycine a 100ug/mL et de TPCK a
1ug/mL.

Cellules 293T : cellules embryonnaires rénales humaines exprimant une
protéine mutante : SV40 large T antigen. Ces cellules ont été cultivées dans un milieu
DMEM High glucose comprenant 10% de SVF décomplémenté, de pénicilline a
100U/mL et de streptomycine a 100ug/mL. Le passage de celles-ci comportait un
lavage au PBS, puis de la trypsine.

Pour le milieu d’infection, il s’agissait de DMEM High glucose, avec 2% de SVF

décomplémenté, de pénicilline a 100U/mL, de streptomycine a 100ug/mL.

Cellules Calu-3: cellules épithéliales bronchiolaires adénocarcinomiques
humaines. Ces cellules doublent bien moins rapidement que les autres lignées
utilisées. Le passage de celles-ci comportait deux lavages au PBS, puis de la trypsine.
Elles utilisent un milieu comportant pour moiti€¢ DMEM F12 avec 20% de SVF, de
pénicilline a 100U/mL, de streptomycine a 100ug/mL et de 1% de glutaMAX™-| (L-
alanyl-L-glutamine) et 'autre moitié de ce méme milieu mais ayant déja été au contact
des cellules, récupéré et filtré au fur et a mesure.

Pour le milieu d’infection, il s’agissait de DMEM F12, avec 2% de BSA, de
pénicilline a 100U/mL, de streptomycine a 100ug/mL et de TPCK a 1ug/mL.

1.2.Infections par différents virus

Pour les expérimentations, nous avons utilisé les virus suivants :

Virus Influenza :

- Souche d’Influenza A/Puerto Rico/8/1934(H1N1), appelée PR8 par la suite

- Souche d’Influenza Alturkey/Italy/977/1999 (H7N1), deux ont été utilisées
ayant des titres différents, appelées par la suite H7N1 GD et H7N1 Z4
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Virus de la rougeole :
- MV-Luc : souche vaccinale modifiée de la rougeole exprimant le géne de la

luciférase firefly

1.2.1. Infection par les virus influenza en pré-traitement

Indifféeremment des lignées cellulaires, I'infection en pré-traitement uniquement
avec les virus Influenza s’est déroulée de maniére suivante :

Les cellules subissent un passage et sont mises en culture dans le contenant
désiré au moins 24 heures avant l'infection, de sorte a avoir au moment de I'infection
une confluence supérieure a 90%.

Le jour méme, les milieux d’infection sont préparés avec AM-001, le DMSO, ou
juste le milieu seul. Les puits sont lavés deux fois au PBS et rempli avec les milieux
contenant les conditions de I'expérience (différentes concentrations d’AM-001,
DMSO, témoin...).

Le contenant est mis a incuber pendant deux heures a 37°C puis l'infection est
réalisée selon la MOI de I'expérience puis la plaque est remise une heure a incuber.
Les cellules subissent un lavage deux fois au PBS et sont réincubées 24 a 48 heures

selon I'expérience. La récolte d’échantillon est variable selon les expériences.

1.2.2. Infection par les virus influenza en post-traitement

Les cellules subissent un passage et sont mises en culture dans le contenant
désiré au moins 24 heures avant l'infection, de sorte a avoir au moment de l'infection
une confluence supérieure a 90%.

Le jour méme, les milieux d’infections des différentes conditions sont préparés.

Pour simplifier, le protocole est détaillé dans la Figure 11.

47



1) Retraitdu m.ilieu, 3) Retrait du milieu, 4) Retrait du milieu
Lavage::equ fZ'S 3 9) Infection par Lavage deux fois au et dépdt de milieu
PBS el 'e:'pot . virus Influenza PBS et dépot de d’'infection avec
milieu d’infection milieu d’infection traitement
2h 1h 3h 20h
Puits avec cellules
confluentes a plus

de 90%

Figure 11 : Protocole d’infection par virus Influenza en post-traitement

Lorsque les expériences pré-traitement et post-traitement ont été effectuées en
méme temps, les changements de milieu se sont fait en nombre identique dans les
deux cas pour avoir des conditions identiques liées a la manipulation des cellules.
Ainsi, le milieu d’infection avec traitement pour les puits en pré-traitement a été retiré

et ajouté trois fois (point 1., 3. et 4.).

1.2.3. Infection par le virus MV-Luc en pré-traitement

Les cellules subissent un passage et sont mises en culture dans le contenant
désiré au moins 24 heures avant l'infection, de sorte a avoir au moment de I'infection
une confluence supérieure a 90%.

Le milieu initial est retiré et remplacé par du milieu d’infection, avec traitement.
Le contenant est mis a incuber pendant deux heures a 37°C. Le virus est ensuite

rajouté puis le contenant est remis a incuber pendant 24 heures avant analyse.

1.3.Titrage des virus suite aux expériences

1.3.1. Titrage des virus influenza en PFU

Cette méthode nécessite de faire pousser préalablement des cellules MDCK
dans des plaques de 12 ou de 6 puits 24h avant I'infection de sorte a avoir un tapis
confluent a plus de 90%. Avant l'infection par les échantillons, les cellules sont lavées

deux fois avec 1 mL de PBS pour éliminer le SVF du milieu initial.
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Les échantillons a tester sont dilués dans du milieu DMEM avec 0,2% de BSA
de pénicilline a 100U/mL, de streptomycine a 100ug/mL et de TPCK 1000X. Les
dilutions vont de 1/10 a 1/100000. Il y a deux puits pour chaque dilution.

800uL de cette dilution sont déposés dans chaque puits. Les plaques sont
mises a l'incubateur a 37°C pendant une heure. Il y a ensuite un lavage deux fois avec
du PBS, 1mL par puits. Un nouveau milieu est administré aux cellules : composé de
moitié par du milieu MEME 2X, de I'autre moitié par de I'Avicel 24g/L, et de 0,2% de
BSA etde TPCK1000X. Les plagues sont ensuite incubées pendant 72 heures a 37°C.

Pour enlever le milieu, il faut déposer 1mL de PBS par puits et ensuite retirer
tout le milieu, en remettant du PBS si nécessaire. Les puits sont recouverts de moins
de 1mL de cristal violet a 0,1% puis lavés en récupérant le cristal violet et enfin
égouttés. Il ne reste alors plus qu’a compter les plages virales. Les puits qui servent
a calculer le titre sont ceux qui ont de préférence entre 20 et 50 plages virales, comme
sur la Figure 12. Le titre est calculé en ramenant le nombre de plages au volume

déposé initialement.

Figure 12 : Exemple de résultats de plages virales pouvant étre comptées.

Chaque point compte une plage virale. Certaines d’entre elles peuvent se rejoindre et se confondre
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1.3.2. Titrage des virus influenza en TCID50

Cette méthode nécessite de faire pousser préalablement des cellules MDCK
dans des plaques de 96 puits 24h avant infection de sorte a avoir 60 a 80% de
confluence. Avant l'infection par les échantillons, les cellules sont lavées deux fois
avec du PBS pour éliminer le SVF du milieu de culture. Tous les puits regoivent ensuite
100uL de milieu d’infection sauf la premiére ligne de 8 puits.

Les échantillons a tester sont dilués dans du milieu d’infection de cellule MDCK
au 1/10. La premiére ligne recoit 146 uL de cette dilution. Il y a quatre lignes par
échantillons pour le calcul de TCID50 et le plus souvent les échantillons sont testés
en triplicats.

46uL de la premiére ligne sont déposés dans la seconde puis mélangés puis
retirés et mis dans la troisieme. Ainsi de suite jusqu’a I'avant derniére ligne pour avoir
un témoin négatif en derniére ligne. Aux 100uL de chaque puits est ajouté 100uL de
milieu d’infection. Les plaques sont mises a I'incubateur a 37°C pendant une heure. Il
y a ensuite un lavage deux fois avec du PBS et 100uL de milieu d’infection sont
déposés. Les plaques sont de nouveau mises a I'incubateur a 37°C une heure. 100uL
de milieu d’infection sont rajoutés pour un total de 200uL par puits.

Enfin, les plaques sont mises a l'incubateur a 37°C pendant 72 heures.

L'analyse se fait par un test d’hémagglutination. Aprés les trois jours
d’incubation, 50uL sont prélevés par puits et déposés dans une autre plaque de 96
puits, auquel il est ajouté 50uL d’hématies de poulets a 1%. Aprés dix minutes
d’incubation, la lecture est possible : la plus petite dilution positive pour chaque ligne
est notée (Figure 13). Le titre viral en TCID50 est calculé avec la méthode de Reed et
Muench (134)

I. v
A —

Figure 13 Exemple de resultats de TCID50 pour deux lignes testees (

La plus petite dilution positive pour la premiére ligne est la huitieme et pour la deuxiéme la sixieme. Les

hématies ne sont pas lysées pour les dilutions plus petites.
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1.4.Titration de MV-Luc

Aprés infection des puits par le MV-Luc pendant 24 heures, le Luciférase assay
Buffer, préparé a partir des réactifs du Luciférase assay system est ajouté a raison de
la moitié du volume de milieu par puits a température ambiante. Les cellules vont étre
ainsi lysées. Apres contréle au microscope de cette lyse, chaque solution est
transférée dans un puit d’'une plaque opaque.

La plaque est ensuite lue au CLARIOstar® BMG Labtech, qui va mesurer

l'activité de la Luciférase firefly.

1.5.Détection de la cytotoxicité

Le milieu utilisé durant 'expérience est le milieu d’infection. Cette méthode
nécessite de faire pousser préalablement les cellules que I'on veut tester dans une
plaque de 96 puits pendant 24h, seulement dans les puits de couleur orange, jaune
ou bleue en Figure 14.

Le milieu des puits colorés est ensuite retiré et il est ajouté le milieu contenant
soit le DMSO, soit AM-001, soit seul, aux concentrations décrites dans la Figure 14.
Les plaques sont incubées a 37°C pendant 24 heures. 10uL de MTT (Cell Proliferation
Kit | de Roche) sont ajoutés dans tous les puits non vides. Le MTT est métabolisé par

les cellules viables en formazan, formant des cristaux colorant le milieu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
40.0 | 20.0 | 10.0 | 5.0 2.5 13 | 0.63 | 0.31 | 0.16 | 0.08
40.0 | 20.0 | 10.0 | 5.0 2.5 13 | 0.63 | 0.31 | 0.16 | 0.08
40.0 | 20.0 | 10.0 | 5.0 2.5 13 | 0.63 | 0.31 | 0.16 | 0.08
NT NT NT NT NT NT NT

NT NT NT NT NT NT NT

NT NT NT

Figure 14 : Plan des tests de cytotoxicité NT.
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Non traité, fond orange : puits traité avec AM-001 avec des concentrations allant de 40uM a 0,08uM,
Fond bleu : puits traité au DMSO avec concentrations allant de 40uM a 2,5uM.

Fond gris : milieu d’infection sans cellules, fond noir : puits vides.

Les plaques sont incubées 4 heures. 100uL de solution de solubilisation du Cell
proliferation Kit | sont déposés dans les puits non vides. Enfin les plaques sont
incubées pendant au moins 12 heures.

La lecture des plaques s’est faite au CLARIOstar® de BMG Labtech.
L'absorbance est mesurée a 550nm puis a 690nm. Les valeurs a 690nm sont
soustraites a celles a 550nm. Il suffit alors de faire le ratio des traités par rapports aux

non traités. On obtient un pourcentage de viabilité par rapport aux plagues non traités.

1.6.Détection de la virucidie

Nous avons utilisé un virus influenza a haut titre viral conservé sur glace
pendant la préparation de I'expérience. Les concentrations d’AM-001 ont été de 20uM,
2uM et 0,2uM. Le témoin positif est le Triton-X-100, un détergent capable de
désorganiser les membranes lipidiques, dont celle des virus (135).

La vérification de la virucidie ou non de notre molécule se fait en mettant en
contact le virus et AM-001 pour un volume total de 200uL, sans cellules a différentes
concentrations a 37°C pendant une heure. Ensuite, 1mL de milieu d’infection est
rajouté a la solution.

L'analyse se fait en TCID50 comme décrite précédemment, les échantillons ne

sont en revanche pas dilués une nouvelle fois avant inoculation dans les plaques.

1.7. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été analysés avec GraphPad Prism en utilisant une
transformation logarithmique en base 10. Nous avons comparé les différentes

conditions avec une analyse de test t de Student non apparié.
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2) Fabrication d’un plasmide / Projet CRISPR CAS9 en cellules
humaines Calu-3

2.1.Description du projet

Un des projets de I'équipe de virologie dans cette étude sur AM-001 est
d’obtenir des cellules KO pour EPAC1. Cela permettrait de vérifier si I'infection par les
différents virus utilisés, notamment le SARS-Cov-2, est réduite. L’action inhibitrice
d’EPAC1 de AM-001 serait alors bien a 'origine de la baisse du titre viral. La méthode
choisie pour réaliser ce KO d’EPAC1 est la méthode CRISPR/CAS9 (136, 137).
L’équipe posséde déja des cellules Calu-3 exprimant Cas9.

L'objectif de ce travail a été de participer a ce projet en fabriquant un vecteur

viral ayant inséré un ARN guide spécifique d’EPACA1.

2.2.Séquences d’ARN quide a insérer

2.2.1. Choix des ségquences a insérer

Les séquences d’oligonucléotides sont déterminées grace au site internet
CHOPCHOP (CHOPCHOP (uib.no)). En indiquant le géne que I'on souhaite enlever,

RAPGEF3, le site nous donne une liste ordonnée de séquences d’oligonucléotides.

Elles sont classées selon ces critéres : le score d’efficacité, le nombre de séquences
hors cibles, la non-correspondance, le nombre de régions auto-complémentaires plus
longues que trois nucléotides (138), le pourcentage de guanine et cytosine et
'emplacement de '’ARNg dans le géne.

Le score d’efficacité est basé sur la présence ou non de guanine en
position 20. Il est calculé comme décrit dans la littérature notamment (rational). Le
nombre de séquences hors cibles nous indique avec combien d’autres séquences
celle choisie est complémentaire. Les trois colonnes de non-correspondances (MMO,
MM1, MM2, MM3) indique le nombre de transcrits hors cibles que I’ARN guide pourrait
cibler, avec 0, 1, 2 ou 3 non-correspondances. Le pourcentage de guanine et cytosine
lorsqu’il est compris entre 40 et 70% augmente les chances de réussite du protocole
CRISPR/CAS9 (139). Enfin, un ARN guide proche de lextrémité 5 aura
statistiquement des chances de réussite supérieures a un autre proche de I'extrémité
3.
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Les séquences retenues par le site pour le géne RAPGEF3 sont données dans

le Tableau 4 :
Contenu
en GC Auto-
Rang Séquence cible Localisation Sens (%) complémentaritéMMOMM1MM2MM3Efficacité
1 CGAGGGCCAGTCGGTATACCCGGchrl2:47739191 + 65 0 0 0 0 0 50.72
2 GGGCCAGTCGGTATACCCGGTGGchrl12:47739194 + 70 0 0 0 0 1 70.65
3 CTCACCGATAGAGCCTAAGGTGGchrl2:47751718 + 55 2 0 0 0 1 67.49

Tableau 4 : Les trois séquences les plus intéressantes pour réaliser le KO d’EPAC1 avec CRISPR/CAS9

Une fois ce résultat obtenu, les couples d’oligonucléotides ont donc été
commandés. Il faut cependant rajouter aux séquences du Tableau 4 la séquence
CACCG ainsi que la séquence complémentaire contenant la séquence CAAA a son
extrémité. Cela permettra par la suite de pouvoir insérer ces séquences dans le
plasmide lentiGuide-Puro et digéré par BsmBI.

Ces séquences sont renommeées ci-dessous (sens 5’ - 3’) :

RAPGEF3_g1s : CACCGCGAGGGCCAGTCGGTATACC
RAPGEF3_g1as : AAACGGGCCAGTCGGTATACCCGGC
RAPGEF3_g2s : CACCGGGGCCAGTCGGTATACCCGG
RAPGEF3_g2as : AAACCCGGGTATACCGACTGGCCCC
RAPGEF3_g3s : CACCGCTCACCGATAGAGCCTAAGG
RAPGEF3_g3as : AAACCCTTAGGCTCTATCGGTGAGC

2.2.2. Préparation et phosphorylation des oligonucléotides

La préparation des oligonucléotides consiste a ajouter un volume d’eau distillée
stérile a chacun en fonction de la quantité de matiére précisée par le fabricant. Cet
ajout est détaillé dans le Tableau 5.

Oligonucléotide Quantité de matiére (nmol) | Quantité d’eau distillée
ajoutée (pL)
RAPGEF3_g1s 39.7 397

RAPGEF3_g1as 53.7 537
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RAPGEF3_g2s 55.9 559
RAPGEF3_g2as 36.5 365
RAPGEF3_g3s 45.5 455
RAPGEF3_g3as 58 580

Tableau 5 : Quantité de matiére et d’eau ajoutée pour chaque séquence d’oligonucléotides

L'étape suivante est la phosphorylation de ces oligonucléotides. Elle est
indispensable pour permettre I'insertion de ces derniers pendant I'étape de ligation.
Protocole de phosphorylation :

- Phosphorylation réalisée avec les quantités détaillées dans le Tableau 6,

par ordre d’ajout, pour chaque couple d’oligonucléotides :

Volume (pL)
Eau distillée stérile 6,5
T4 Ligation Buffer (10X) 1
Couple d’oligonucléotides (n°1, | 1 pour chaque oligonucléotide
2 ou 3)
T4 PNK 0,5

Tableau 6 : Volume ajouté par ordre d’ajout pour la réaction de phosphorylation des oligonucléotides

- Incubation 30 minutes a 37°C puis 5 minutes a 95°C, puis baisse de 5°C
par minute jusqu’a 25°C dans un thermocycleur

- Dilution dans de I'eau distillée stérile au 1/200

Les oligonucléotides phosphorylés obtenus sont placés au congélateur a -
20°C.

2.3.Préparation du plasmide lentiGuide-Puro

2.3.1. Description du plasmide lentiGuide-Puro
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Le vecteur utilisé pour réaliser le KO d’EPAC1 est un plasmide, lentiGuide-Puro

(LGP) (137) en Figure 15, qui contiendra une des séquences décrites précédemment.

(153) Kfll - PpuMI hU6-F (162 ..182
(9979) Alel LKO.15' (333..352

Ndel (340)
(9550) Notl

(9239) Nrul * / BstBl (1021)

BspDI - Clal (1449)

Swal (1804)

BsaBl (1973)

8084) pBR3220ri-F ~
PERIZ20ME e Nsil (2156)
lentiGuide-Puro PspXl (2583)
. 10,183 bp — TspMI - Xmal (2593)
Smal (2595)
<
3
N
$
(7332) Ahdl — £
N(v
&
Factor Xa S\®
(6851) Scal —— “°" BfuAl - BspMI (3203)
782) Amp-R — A9
- ly(a) signal ,v'Q\\E‘/’Q" 'Fsel (3333) -
& 3ILTR(AV3) A/~ PEIF (3805 .. 3825)
E‘j & i uro-R (38 3889)
— PfIFI - Tth111l (3912)

BspEl * (3983)
Rsril (3986)

(5751) Avrll —— BstEIl (4004)

(5704 Sfil ‘ . Mscl * (4245)
(5679 .. 5698) SVAOpro-F — A " Puro-F (4366 .. 4386)
(5658) Ncol b ‘ \ SexAl * (4437)
Miul (4470)
AR WPRE-R (4538 .. 4558)

(5382) SnaBl PfIMI (4726)

Figure 15 : Carte du plasmide lentiGuide-Puro.

Site de restriction (non exhaustif) en noir, amorces en violet, crée avec Snapgene® (740)

2.3.2. Transformation du plasmide lentiGuide-Puro

Avant de pouvoir insérer ces séquences, le plasmide doit étre amplifié en
grande quantité. Pour cela, des bactéries One Shot™ StbI3™ Chemically Competent

E. coli, appelées par la suite bactéries Stbl3, ont été utilisées.
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Protocole de transformation :

Les étapes suivantes nécessitent de travailler sous bec bunsen.

Dépét de 1uL de plasmide lentiGuide-Puro avec des bactéries Stbl3,
conservées initialement a -80°C, pendant dix minutes sur glace

Choc thermique : pendant 45 secondes, les bactéries sont chauffées dans
un bain marie a 42°C, puis remises sur glace pendant cinq minutes

Ajout de 100uL de SOC medium

Incubation et agitation a 37°C pendant 40 minutes

Etalement: sur une gélose Lysogeny broth (LB) avec ampicilline a
100pg/mL

Incubation jusqu’au lendemain, soit au moins 12 heures, a 37°C
Prélévement de deux colonies, chacune transférée dans un tube contenant
4 ml de milieu LB et ampicilline a 100ug/mL

Incubation et agitation au moins 12h a 37°C

Les bactéries obtenues sont stockées a 4°C.

2.3.3. Extraction des plasmides

Les extractions ont été réalisées avec le kit NucleoSpin® Plasmid, avec le protocole

suivant :

Centrifugation 30 secondes a 11,000g 1 a 5mL de culture de bactéries Stbl3
précédemment obtenues

Lyse des bactéries: Ajout de 250uL de Buffer A1 pour remettre en
suspension les bactéries dans un milieu tampon. Ajout de 250uL de Buffer
A2 pour lyser les bactéries. Mélanger les tubes de bas en haut 6 a 8 fois.
Incuber 5 minutes a température ambiante. Ajout de 300uL de Buffer A3.
Mélanger les tubes de bas en haut 6 a 8 fois une nouvelle fois jusqu’a la
disparition de la couleur du lysat.

Clarification du lysat : centrifugation 5 a 10 minutes a 11,0009

Ligation du plasmide : placer une colonne NucleoSpin® Plasmid dans un
tube de collection et décanter au maximum 700uL du surnageant

précédemment obtenu a la fois en le centrifugeant une minute a 11,000g.
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Jeter la solution récoltée et garder la colonne. Répéter jusqu’a n’avoir plus
de surnageant disponible.

- Lavage de la membrane : ajout de 500uL de Buffer AW. Centrifuger une
minute & 11,000g. Jeter la solution récoltée. Répéter une deuxieme fois.
Ajout de 600uL de Buffer A4. Centrifuger une minute a 11,000g. Jeter la
solution récoltée.

- Séchage de la membrane : centrifuger deux minutes a 11,000g

- Elution : placer la colonne NucleoSpin® Plasmid utilisée dans un tube
Eppendorf. Ajout de 50uL de Buffer AE. Incubation une minute a

température ambiante. Centrifugation une minute a 11,000g.

2.3.4. Vérification des plasmides obtenus

Pour vérifier que le plasmide lentiGuide-Puro a bien été amplifié par les
bactéries, plusieurs étapes sont nécessaires. Tout d’abord, les plasmides contiennent
un géne de résistance a I'ampicilline. Les bactéries qui ont poussé pendant I'étape
d’amplification sont donc normalement résistantes a I'ampicilline si elles ont bien
intégré le plasmide.

Nous aurions pu envoyer les extractions précédemment effectuées au
séquencgage pour vérifier la présence du plasmide. Cependant, a cette étape, il est
plus facile de digérer le résultat de I'extraction avec une enzyme coupant le plasmide.

Nous avons ainsi utilisé 'enzyme Esp31 (BsmBIl) (10 U/ul), coupant lentiGuide-
Puro a la base 406 et 2291 en reconnaissant la séquence suivante : CGTCTC. On
aurait donc deux fragments d’environ 1800 paires de base et de 8400 paires de base.
Nous avons aussi utilisé Xho1 (10 U/ul), coupant le plasmide LGP a la base 2583 et
3644 en reconnaissant la séquence CTCGAG. Les deux fragments seraient alors de
1000 et 9000 paires de base.

Protocole de digestion et de détection des fragments digérés :

- Digestion réalisée avec les quantités détaillées dans le Tableau 7, par ordre

d’ajout :
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Volume (pL)

Eau (filtré au Thermo 15

Scientific™ Barnstead™

Nanopure ™)
Plasmide 2
Milieu Tampon 2
Enzyme (Esp31/Xho1) 1

Tableau 7 : Volume ajouté par ordre d’ajout pour la réaction de digestion du plasmide LGP avec Esp31
ou Xho1.

- Pour la digestion avec 'enzyme Esp31, 1uL de DTT a 20mM a été ajouté,
le milieu Tampon est le Buffer Tango. Pour la digestion avec Xho1, le milieu
Tampon est le Buffer Cutsmart

- Incubation dans un bain-marie sec a 37°C pendant deux heures

- Migration sur gel a 1% d’agarose a 100 V, contenant un agent intercalant,
le SYBR safe dilué au 1/20 000, pendant une a deux heures

- Lecture avec GelDoc Go Imaging System de Bio-Rad, la plaque est montrée
Figure 16

Figure 16 : Produits des digestions des plasmides LGP, lentiGuide CTRL g1 et lentiGuide CTRL g2.

De gauche a droite : échelle, LGP non digéré, LGP digéré avec Xho1, LGP digéré avec Esp31,
lentiGuide CTRL g1 digéré avec Xho1, lentiGuide CTRL g1 digéré avec Esp31, lentiGuide CTRL g2
digéré avec Xho1, lentiGuide CTRL g2 digéré avec Esp31
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Figure 17 : Produit des digestions des plasmides pCMVR8.74 et pMD2.G.

De gauche a droite : échelle, pPCMVR8.74 deux fois digéré avec EcoRV puis pMD2.G deux fois

digéré avec BamHI

Comme on peut le voir en Figure 16 et en Figure 17, LGP n’est pas le seul

plasmide que nous avons amplifié et vérifieé. Quatre plasmides utiles pour la suite du

projet ont subi le méme protocole que le premier plasmide, a I'exception de I'absence

de lavage au Buffer AW, et a l'utilisation d’enzymes différentes. Ces quatre autres

plasmides sont :

Le plasmide pCMVR8.74 : il exprime les génes gag pol tat rev du HIV-1.
pCMVR8.74 provient de Didier Trono (Addgene plasmid # 22036 ;
http://n2t.net/addgene:22036 ; RRID:Addgene_22036).Digéré avec EcoRV.
Le plasmide pMD2.G : il exprime VSV-G, une protéine de I'enveloppe du
VSV, pMD2.G provient de Didier Trono (Addgene plasmid # 12259 ;
http://n2t.net/addgene: 12259 ; RRID:Addgene_12259) Digéré avec BamHlI
lentiGuide CTRL g1

lentiGuide CTRL g2

Les deux lentiGuide proviennent de I'étude (141). Ce sont des lentiGuide-Puro

contenant un ARN guide contrble négatif humain.

Les cartes des plasmides pMD2.G et pCMVR8.74 sont respectivement

disponibles en Annexes 1 et 2.
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La

plasmide

2.3.5. Digestion et déphosphorylation des plasmides LGP
produits

digestion et la déphosphorylation vont nous permettre de préparer le

pour l'insertion de la séquence d’ARN guide. Un fragment du plasmide

d’origine sera perdu mais il ne contient pas de segment nécessaire au projet.

Protocole de digestion, de déphosphorylation et d’extraction

Tableau 8 :
LGP

Digestion réalisée avec les quantités détaillées dans le Tableau 8, par ordre

d’ajout :
Volume (pL)
Eau (filtré au Thermo 25
Scientific™ Barnstead™
Nanopure ™)
Plasmide 20
Buffer Fast Digest 10X 3
DTT 1.5
Enzyme Esp31 FastDigest 1
Phosphatase 2

Volume ajouté par ordre d’ajout pour la réaction de digestion et de déphosphorylation de

Incubation 30 minutes a 37°C

Migration sur gel a 0,6% d’agarose, a 50V, pendant 3h30

Découpage de la bande la plus lourde sur le gel, Figure 18

Transfert dans un tube Eppendorf et ajout de 200uL de Buffer NTI par
100mg de gel

Incubation 10 minutes a 50°C au bain-marie, dissolution du gel
Centrifugation 30 secondes a 11,000 g du liquide obtenu préalablement
placé dans un NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column dans un tube
de collection.

Lavage de la membrane : ajout de 700uL de Buffer NT3 dans la colonne.
Centrifuger 30 secondes a 11,000g. Jeter le contenu du tube de collection.

Répéter ces opérations une deuxiéme fois.
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- Séchage de la membrane : centrifuger une minute a 11,0009
- Chauffage du Buffer NE a 70°C pendant cinqg minutes
- Elution : ajout de 30uL de Buffer NE chauffé et incubation une minute a

température ambiante. Centrifuger une minute a 11,0009

Figure 18 : Produit de la digestion de LGP par Esp31

Le plasmide obtenu est placé au congélateur a -20°C. La quantité a été

mesurée a 45,5 ng/uL.

2.4.Réaction de ligation

Une fois que les plasmides lentiGuide-Puro sont déphosphorylés, ils ne
peuvent normalement plus se fermer et la ligation avec les oligonucléotides
phosphorylés est possible.

Le témoin négatif est réalisé avec du plasmide lentiGuide-Puro digéré et

déphosphorylé sans les oligonucléotides, remplacé par de I'eau.
Protocole de ligation :

- Ligation réalisée avec les quantités détaillées dans le Tableau 9, par ordre

d’ajout :
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Volume
(bL)
Eau (filtré au Thermo 1
Scientific™ Barnstead™
Nanopure™)
Plasmide lentiGuide-Puro
Oligonucléotides 7
phosphorylés
Quick ligase Buffer 10X 1
Quick ligase 1

Tableau 9 : Volume ajouté par ordre d’ajout pour la réaction de ligation entre chaque couple
d’oligonucléotides et LGP déphosphorylé.

Il'y a une ligation par couple d’oligonucléotides, ainsi que le témoin négatif ou les oligonucléotides sont

remplacés par de 'eau

- Incubation 20 minutes a température ambiante, puis 10 minutes a 70°C

Les produits de ligation sont conservés au congélateur a -20°C.

2.5. Transformation et extraction des plasmides produits

Cette étape va nous permettre de vérifier si ’ARN guide a bien été inséré dans
le plasmide. En effet, le témoin négatif a été digéré et déphosphorylé. L'étape de
ligation n’est censée n'avoir aucun effet sur ce plasmide. Ce dernier resterait alors
ouvert car les séquences des extrémités ne sont pas complémentaires et ne sont pas
phosphorylées. L'étape de transformation ne va sélectionner que les bactéries ayant
intégré le plasmide et donc le géne de résistance a 'ampicilline.

Cette étape se déroule de la méme maniere que décrite précédemment au
point 1.2.3.b. Il y a quatre conditions différentes : le t¢émoin négatif et les trois plasmides
différents, ayant chacun inséré un couple d’oligonucléotides. Nous I'avons réalisée
plusieurs fois car elle n’avait initialement pas fonctionné.

Le Tableau 10 récapitule le nombre de colonies se développant aprés

étalement sur gélose LB-ampicilline et incubation sur plus de 12 heures a 37°C.
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Condition Témoin Plasmide Plasmide Plasmide
négatif LGP1 LGP2 LGP3
Nombre de |0 0 6 7

colonies

Tableau 10 : Nombre de colonies par conditions.

Ces conditions étant le témoin négatif et les trois LGP avec leur couple d’oligonucléotides insérés dans

le plasmide, dans le cas ou la ligation a fonctionné

On peut voir que les bactéries en contact avec le témoin négatif n'ont pas
poussé alors que celles transformées avec le plasmide LGP2 et LGP3 ont poussé. On
peut donc Iégitimement en conclure que ces bactéries ont pu le produire en grande
quantité. Les bactéries transformées avec le plasmide LGP1 ne se sont pas
développées.

Le repiquage puis 'incubation sur la nuit en milieu LB-ampicilline a été fait pour
quatre colonies des deux conditions ayant fonctionnées.

L'extraction des plasmides s’est déroulée de la maniére décrite précédemment
au point 1.2.3.c. Le Tableau 11 donne les concentrations de chaque extraction. Les

lettres A, B, C, D correspondent aux quatre colonies prélevées pour chaque plasmide.

Plasmide LGP2 | Concentrations Plasmide LGP3 Concentrations
(ng/pL) (ng/pL)

A 59.3 A 51.9

B 60.4 B 56.1

C 60.7 C 71.8

D 66.5 D 60.5

Tableau 11 : Concentrations pour chaque clone de plasmides LGP2 et LGP3

Lors de I'envoi au séquencgage, les plasmides LGP2B et LGP3B se sont révélés
avoir la bonne séquence.

Nous avons donc réussi a rassembler les composants du vecteur viral : le
plasmide LGP2B ou LGP3B, et les deux plasmides pCMVR8.74 et pMD2.G. Il restera
a transfecter ces plasmides sur des cellules 293T. Elles produiront alors le vecteur
viral au complet qui sera récupéré dans le surnageant. La transduction se fera sur des

cellules CALU-3 exprimant déja Cas9.
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II. Résultats

1) Infection de cellules A549 par le virus PR8 avec AM-001 a 10uM
en pré-traitement

En infectant des cellules A549 avec le virus PR8 puis en titrant en PFU, nous
avons démontré un effet antiviral d’AM-001 a 10uM en pré-traitement. Les
expériences ont été faites en triplicats. Le virus PRS, titré initialement a 6E+06 pfu/mL,
a été utilisé avec une MOI de 0,001. On peut toutefois noter que les cellules A549
étaient contaminées par des mycoplasmes. Il n’y a pas eu de mort cellulaire mise en

évidence dans les puits de cellules A549, traitées ou non.

On peut voir les résultats de I'expérience sur la Figure 19. Les cellules traitées
avec la molécule ont un titre nul sur le surnageant prélevé a 24h en pfu/ml. Le virus
n’est pas détectable ce qui signifie qu’aucune plage n’a été mise en évidence aux
dilutions effectuées, comme pour les cellules non infectées. Il s’agit d’'un résultat trés
encourageant. Le témoin positif et les cellules traitées avec le DMSO présentent en

revanche un titre semblable.

Nous n’avons pas réalisé de nouvelles expériences avec les cellules A549 car
leur croissance n’était pas optimale et le traitement a la BM-cyclin contre les

mycoplasmes n’a pas été efficace.
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Figure 19 : Etude de I'effet antiviral d’AM-001 sur des cellules A549 infectées par le virus PR8.
AM-001 est a 10uM, le DMSO est a 0,1%. La MOI est de 0,001. Le titrage en PFU s’est fait sur le

surnageant 24h aprés infection.

2) Infection de cellules MDCK par les virus PR8 et H7N1 avec AM-
001 a 20uM en pré et post-traitement

Aprés avoir démontré un effet antiviral sur les cellules A549, nous avons
essayé de faire de méme sur des cellules plus faciles a cultiver, les cellules MDCK.
Nous avons donc testé le virus PR8 sur ces cellules en analysant les prélévements

du surnageant a 24h en titrant par TCID50.

Cette fois, AM-001 est testée a 20uM et a 2uM en pré-traitement et en post-
traitement selon les modalités détaillées au point 1.1.2.b. La MOI est de 0,001 et le
virus PR8 est titré a 6E+06 pfu/mL. Le DMSO a été utilisé a 0,2%. Les résultats sont
présentés Figure 20. Les expériences ont été faites en triplicats. Il faut noter que les
cellules prétraitées avec 20puM d’AM-001 ont subi une perte supérieure a 80% au bout

de 24h : elles n’ont donc pas été analysées. Les autres puits ont eu un tapis conservé.
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Figure 20 : Etude de I'effet antiviral d’AM-001 sur des cellules MDCK infectées par le virus PR8 en pré-
traitement et en post-traitement.

Par une analyse statistique, décrite au point 1.1.7, nous pouvons aussi dire que
les cellules traitées a 2uM ont un titre viral significativement inférieur au titre viral des
cellules au DMSO prétraitées. Il y a donc bien un effet antiviral observé en pré-
traitement, bien que faible, a 2uM. En revanche, les titres viraux des cellules post-
traitées ne sont pas significativement différents par la méme analyse statistique. Il n’y

a donc pas d’effet antiviral en post-traitement sur ces cellules.

Nous avons fait la méme expérience avec AM-001 a 20uM seulement sur des
cellules MDCK infectés avec le virus H7N1 GD titré a 6.25E+07 TCID50/mL en
moyenne, en prélevant le surnageant de 24h et en I'analysant par TCID50. La MOI
est de 0,001. Le DMSO a été utilisé a 0,2%. Les résultats sont présentés Figure

21. Les expériences ont été réalisées en triplicats.
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Figure 21 : Etude de l'effet antiviral d’AM-001 a 20uM sur des cellules MDCK infectées par le virus
H7N1 GD en pré-traitement et en post-traitement.

Cette fois également les cellules prétraitées avec la molécule a 20uM sont en
partie lysées. Par une analyse statistique, décrite au point 1.1.7, nous pouvons dire
gu’il n’y a pas de différences significatives entre les cellules post-traitées et les cellules
non traitées. L’absence d’effet antiviral en post-traitement de notre molécule est donc

vérifiée dans cette expérience.

Face a cette mort cellulaire inexpliquée, nous avons entrepris plusieurs
essais de cytotoxicité. Nous avons d’abord réalisé un essai en mettant en contact les
cellules MDCK avec la molécule a différentes concentrations sans changer le milieu
comme fait dans le protocole de I'expérience précédente. Les résultats sont présentés

dans la Figure 22.

Par une analyse statistique, les différentes concentrations n’ont pas de
différences significatives entre elles. On peut alors dire que jusqu’a 40uM, AM-001

n’est pas toxique pour ces cellules, selon ce protocole.
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Figure 22 : Essai de cytotoxicité d’AM-001 sur cellules MDCK.

Les points représentent chacun un puit, I'intervalle représente I'erreur standard moyenne et la

ligne centrale la moyenne

Un deuxiéme essai a été réalisé pour tester le protocole de pré-traitement des
deux expériences précédentes, celui ou il y a eu mort cellulaire. Les cellules sont ici
traitées avec ’AM-001 une premiére fois, puis le milieu est retiré avec un lavage deux
fois au PBS. Un nouveau milieu contenant AM-001 est ensuite remis, et enfin il y a
une étape de retrait du milieu et d’ajout de milieu AM-001. L’objectif initial de ce
protocole était de pouvoir comparer les cellules post-traitées aux cellules prétraitées

en leur faisant subir le méme stress lié aux changements de milieu.

Cette fois, il est observé une absence des cellules avant analyse a partir de 5
MM jusqu’a 40uM. Cela implique une toxicité trés importante ou bien un décollement
des cellules lié a leur manipulation par exemple. Cela est compatible avec les résultats
obtenus a 20uM en pré-traitement avec ce protocole. Une hypothése quant a la mort
cellulaire ou au décollement cellulaire serait 'accumulation intracellulaire d’AM-001
suite aux multiples rajouts de milieu. Cela nous permet d’exclure I'hypothése d'un

éventuel réle de l'infection par le virus dans ce phénoméne.
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3) Infection de cellules CALU-3 par le virus PR8 avec AM-001 a
10uM en pré et post-traitement

Nous avons enfin testé notre molécule sur des cellules CALU-3. Il s’agit d’'une
expérience indispensable puisqu’il est prévu de produire des cellules CALU-3 KO pour

EPAC1. S’il n’y a pas d’effet antiviral sur cette lignée, I'étude des cellules KO serait
compromise.

Les résultats sont détaillés sur la Figure 23. Les expériences ont été réalisées
en triplicats. Le virus PR8 est le méme qu'utilisé précédemment. La MOI a été de
0,001. La molécule AM-001 a été utilisée a 10uM et le DMSO a 0,1%. Il n’'y a pas eu
de mort cellulaire mise en évidence dans les puits de cellules CALU-3. Les

prélevements ont été faits 24h aprés l'infection et analysés en titrage par PFU.

Par une analyse statistique, décrite au point 1.1.7, nous avons pu mettre en
évidence un effet antiviral significatif d’AM-001 sur CALU-3 a 10uM.
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Figure 23 : Etude de I'effet antiviral d’AM-001 sur des cellules prétraitées CALU-3 infectées par le
virus PR8
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4) Infection des cellules 293-T par MV-Luc avec AM-001 a 20uM, 2
UM et 0.2uM en pré-traitement

Notre hypothése sur le mode d’action d’AM-001 est que la molécule bloquerait
les virus entrant par endocytose. MV-Luc entre dans les cellules par fusion a la
membrane plasmique. Nous nous attendons donc a une absence d’efficacité de la
molécule sur MV-Luc. Pour cela, nous avons infecté des cellules 293-T avec MV-Luc
en présence de la molécule selon le protocole décrit au point I.1.2.c. Les expériences

ont été réalisés dans six puits par conditions. Les résultats sont présentés Figure 24.

Par une analyse statistique, décrite au point 1.1.7, nous pouvons dire que
l'activité de la luciférase est identique dans le surnageant des cellules traitées avec la

molécule a 20uM par rapport aux cellules non traitées.
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Figure 24 : Etude de I'effet antiviral d’AM-001 sur des cellules prétraitées 293-T infectées par le virus
MV-Luc

Cette absence d’effet antiviral nous apporte une information sur le
fonctionnement hypothétique de l'effet antiviral de la molécule AM-001: elle
fonctionnerait seulement sur les virus qui entreraient dans la cellule par endocytose,
et non par fusion de membrane comme avec le virus de la rougeole (142, 143). Son

mode d’action est donc surement lié au phénomene d’endocytose.

Pour nous conforter dans cette idée, nous avons tenté d’infecter des cellules

HEP-2 avec un RSV-Luc humain mais malheureusement, nous n’avons pas détecté
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d’activité de la luciférase au cours des essais donc nous n’avons pas pu réaliser cette

expérience.

5) Etude de I'effet virucide d’AM-001

Il a été nécessaire de s’assurer de la non-virucidie de la molécule pour
continuer nos expériences. Si AM-001 présente des propriétés virucides sur les virus
utilisés, alors la molécule inactive directement les virus dans le milieu de culture lors
de l'inoculation, comme le ferait un désinfectant. Il apparait indispensable de vérifier
cet effet sur AM-001. S’il s’avérait sur la molécule, ce ne serait pas son mode d’action
sur EPAC1 qui serait a 'origine de son effet antiviral et il ne serait pas a priori efficace

sur modeéle vivant.

Pour cela, nous avons mis en contact le virus et la molécule puis nous avons
titré en TCID50 la solution obtenue, comme décrit au point 1.1.3.b. Les expériences

ont été réalisées en triplicats. AM-001 a été testée a différentes concentrations.

Nous avons utilisé un virus H7N1, il s’agit d’un virus enveloppé. Par une
analyse statistique, nous avons donc démontré une absence de virucidie de notre

molécule, dont les résultats sont montrés Figure 25.
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Figure 25 : Vérification des propriétés virucides d’AM-001
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lll. Discussion

Une molécule antivirale efficace in vitro

Au vu de nos résultats de la molécule AM-001 sur plusieurs lignées cellulaires (A549,
CALU-3) et sur différentes souches du virus Influenza, nous pouvons dire que cette
molécule a un effet antiviral a partir de 10uM. Un effet antiviral suffisant reste a
démontrer pour des concentrations supérieures ou égales a 10uM pour la lignée
MDCK. Les expériences de I'équipe de virologie de 'TENVT ont elles aussi montré un
effet antiviral d’AM-001 sur SARS-CoV-2. Cependant, I'étude sur modéle animal n’a
pas montré d’effet antiviral d’AM-001. Nous aurions pu effectuer un travail plus poussé
en réalisant des études de cinétique sur les virus utilisés, a des concentrations bien

plus larges.

L’effet antiviral a toutes les chances d’étre concentration-dépendante dans le
cas ou cet effet est bien lié a I'action inhibitrice ' EPAC1. En effet, d’aprés (124), cette
action inhibitrice est concentration-dépendante, sans réduire la concentration efficace
médiane de 'AMPc. Cette derniére caractéristique est intéressante : cela veut dire
que l'action antivirale de la molécule AM-001, si elle est bien liée a l'inhibition
d’EPAC1, n’est pas influencé par les concentrations d’AMPc. Cette étude a été
réalisée jusqu’a 60uM et mesure a 53uM la concentration inhibitrice médiane sur la

protéine.

Relier I'effet antiviral de notre molécule et son action inhibitrice a été en partie
élucidé puisqu’AM-001 ne présente pas de caractéristiques virucides. De plus, les
cellules CALU-3 KO pour EPAC1 permettraient de mettre fin a ce questionnement en
prouvant que c’est bien I'inhibition ’EPAC1 qui est a 'origine du blocage du virus. Par
manque de temps, seules les premiéres étapes de la création des cellules CALU-3
KO pour EPAC1 ont été réalisées. Nous nous attendions a ce résultat puisque d’autres
études avec des cellules KO pour EPAC ont montré un certain niveau de résistance
a certaines infections virales (123), mais cela n'a pas été montré pour un virus
Influenza ou le SARS-CoV-2.
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Un mode d’action pas encore élucidé

Pour aller plus loin dans 'analyse de la molécule AM-001, nous avons essayé
de déterminer le moment ou elle bloquerait I'infection virale. Nous n’avons pas pu
identifier clairement I'étape ou agirait AM-001. Cependant, nous pouvons formuler des
hypothéses en nous aidant de la littérature et de nos résultats. La molécule agissant
sur I'héte et non sur le virus, une des hypothéses de départ serait qu’elle ne
présenterait pas beaucoup de spécificité. Cela a été vérifié puisqu’elle bloque des
virus différents : deux souches d’Influenza et le SARS-CoV-2. Il s’agit de virus
enveloppés, a ARN et dont I'un des modes d’entrée dans la cellule, le seul pour
'Influenza, est la voie endolysosomale. Cette voie implique plusieurs mécanismes

cellulaires contrairement a la fusion membranaire.

Les résultats de l'infection par le MV-Luc avec la molécule en traitement nous
apprend qu’elle ne fonctionne pas sur ce virus et plus largement qu’elle ne
fonctionnerait pas sur les virus entrant par fusion membranaire. Une expérience

similaire sur le hRSV aurait pu consolider cette hypothese.

L’inhibition ’EPAC1 n’agit donc pas a priori sur I'attachement des virus au vu
de sa non-spécificité et d’'une étude du blocage d’EPAC sur le MERS (123). Elle n’agit
pas non plus sur les phases les plus tardives de la maturation du virus, au vu des
résultats de l'infection par Influenza des cellules MDCK qui montrent une absence

d’efficacité de la molécule quatre heures aprés infection.

ESI-09, un autre inhibiteur d’EPAC1, bloquerait un virus modifié Ebola-VSV a
des stades débutants, et plus précisément aprés I'attachement et avant la formation
d’endosomes précoces(120). Ces résultats ont été obtenus par microscopie
électronique et par quantification de 'ARN viral dans les endosomes précoces. On
peut supposer qu’il se passe la méme chose dans les cellules traitées avec AM-001

et infectées avec un Influenza.
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Contrairement a nos résultats, ESI-09 serait efficace contre Ebola-VSV en post-
traitement (120). Nous avons montré une absence d’efficacité de la molécule en
mettant en contact la molécule quatre heures aprés infection et en analysant a 24
heures a une MOI de 0.001. Dans I'étude, la mise en contact s’est faite un jour aprés
infection par un Ebola virus modifié¢ a une MOI de 0,5 et 'analyse deux jours aprées.
Les protocoles étant différents, il est difficile de conclure sur une réelle absence

d’efficacité d’AM-001 en post-traitement.

Cette étude est trés intéressante car elle propose une explication assez précise
de l'action antivirale de ESI-09 : EBOV utilise la voie PI3K/PKB pour entrer dans la
cellule (144). Cette voie est régulée par EPAC et PKA notamment (145, 146) et
l'inhibition d’EPAC1 la bloquerait. Nous n’avons pas pu vérifier cela pour AM-001 et
les virus utilisés. Toutefois, il s’agit d’'une hypothése intéressante car les virus
Influenza A utilisent la voie PI3K. L’activation de la voie PI3K par ces virus contribue
a l'acidification des endosomes tardifs (147). La PI3K pourrait d’ailleurs étre la cible
de nouveaux agents antiviraux (148). Malheureusement, il a été montré une toxicité

importante de son inhibition dans le traitement des cancers (149).

Méme s’il ne s’agit pas de virus, les études sur les Rickettsioses nous apportent
des pistes de réflexion. Tout d’abord, une étude a révélé que I'infection par R. australis
était inhibée par ESI-09. On retrouve un blocage entre I'attachement et 'invasion en
infectant des cellules endothéliales aortiques, KO pour EPAC1, avec cette bactérie
(150). On sait aussi qu'une autre bactérie trés proche, R. conorii, utilise PI3K pour
infecter les cellules non-macrophages et pour pirater le systéeme de microtubules,

renforcant un peu plus I'hypothése précédente (151).

Une autre hypothése pour expliquer I'activité antivirale d’AM-001 est le blocage
de la formation d’endosomes, ou de la diminution de I'acidification de ceux-ci. En effet,
plusieurs études mettent en évidence le role d’EPAC dans I'endocytose : ESI-09
diminuerait l'internalisation d’un récepteur de surface, 67LR (152). Ce récepteur est
impliqué dans I'endocytose de plusieurs agents infectieux comme les prions ou le virus
de la dengue (153, 154).

Si 'on s’intéresse aux coronavirus, nous avons vu que le MERS-CoV et le
SARS-CoV-1 sont bloqués par les inhibiteurs ’"EPAC1. L’étude qui a mis au jour cette

inhibition ne propose pas d’explication pour cette activité antivirale (123). L’équipe de

75



virologie a montré un effet antiviral d’AM-001 sur le SARS-CoV-2. Le role de 'AMPc

est encore mal compris dans les infections par les coronavirus respiratoires (118).

Ainsi, a I'heure actuelle, aucune étude, y compris la nétre, n’explique clairement
et avec certitude le mécanisme antiviral des inhibiteurs d’EPAC1. Le role de cette
protéine demeure inconnu pour de nombreuses infections virales comme celles des
coronavirus. Les virus et les bactéries ont co-évolué avec leurs hbtes et détournent
certaines voies de communication de la cellule dont EPAC1 a leur avantage. Il n’est
pas exclu, au vu de I'implication d’EPAC1 dans de nombreux mécanismes cellulaires,
que son inhibition par AM-001, ou ESI-09, empéche certaines infections virales ou

bactériennes de maniére différente selon les souches et les lignées cellulaires.

AM-001 pourrait aussi favoriser des infections bactériennes au lieu d’avoir une
action protectrice contre certains virus. En effet, il a été montré que 'activation ’EPAC
permet de protéger de I'autophagie provoquée par Coxiella burnettii (155). Dans cette
étude, il a aussi été montré qu’un Knock down d’EPAC favoriserait le développement
de la bactérie dans ses vacuoles. L’autophagie est également une voie utilisée par S.
aureus pour entrer et se multiplier. Une augmentation de 'AMPc permettrait, par la
voie EPAC1, de linhiber. S. aureus va faire baisser la concentration de 'AMPc et
empécher 'activation ’EPAC1 pour utiliser ce mécanisme cellulaire a son avantage
(156). Les inhibiteurs d’EPAC n’ont pas été testés sur cette bactérie, il est donc difficile

de prévoir si l'infection serait favorisée, inhibée ou indifférente.

Pour ce qui est des virus utilisés, nous aurions pu tester la molécule sur des
cellules infectées par un virus non enveloppé, en nous attendant a une absence
d’efficacité d’AM-001. Il serait intéressant de comparer l'effet de la molécule sur
différentes souches du SARS-CoV-2. Par exemple, le variant Omicron utilise
préférentiellement la voie cathepsine-L donc celle endosomale pour infecter les

cellules, contrairement au variant Delta (157).

Une toxicité in vivo et in vitro a vérifier

Un autre axe est important pour notre étude. Il s’agit de vérifier la toxicité d’AM-

001. C’est une étape importante a notre niveau mais qui sera surtout a vérifier dans
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les essais in vivo. En effet, EPAC1 est, nous I'avons vu précédemment, participe a de
nombreux phénoménes cellulaires. L’inhibition d’EPAC1 a elle seule n’est a priori pas
toxique puisque les souris KO pour EPAC1 sont viables et ne présentent pas
d’anomalies majeures compromettant leur survie (109). La molécule AM-001 en elle-
méme pourrait causer des dommages cellulaires, organiques ou fonctionnels. Notre
étude permet seulement de vérifier la toxicité cellulaire aux concentrations utilisées
avec des protocoles bien définis. Des concentrations supérieures a 60 uM ont déja
été utilisées sur animal vivant ou culture cellulaire et n'ont pas montré de toxicité
majeure (124). Nous n’avons pas observé de mort cellulaire sur les lignées CALU-3,
293-T et A549. Aussi, aucun essai de cytotoxicité n’a été réalisé sur ces lignées, mais
on peut dire qu’a priori il N’y a pas ou peu de cytotoxicité. La lignée pour laquelle il y
en a eu est la lignée MDCK. Ce sont des cellules de I'épithélium rénal de chien qui
n’ont pas présenté de cytotoxicité en utilisant un protocole similaire a celui des autres
lignées. C’est en retirant le milieu déja présent et en le remplagant plusieurs fois, dans
le but de faire subir un stress identique aux cellules prétraitées et post-traitées, que
nous avons observé une mortalité ou un décollement cellulaire lié aux manipulations
répétées trés important : plus de 80% du tapis cellulaire s’était ainsi décollé pendant
les deux expériences de pré et post-traitement. De plus, nous pouvons exclure
I'hypothése d’une influence du virus dans cette mortalité puisque, d’'une part, nous
avons réalisé les expériences avec deux virus Influenza différents, et d’autre part,
nous retrouvons ce décollement cellulaire dans les essais de cytotoxicité, réalisées

sans infection.

Nous n’avons pour le moment que des hypothéses pour expliquer ce
phénomeéne. Tout d’abord, elle fait suite a des stress cellulaires, constitués par les
changements de milieu. Il y a pu y avoir une accumulation intracellulaire de la
molécule, liée ou non au stress du changement de milieu. Pour vérifier cette
hypothése, il faudrait étudier la toxicité d’AM-001 a des concentrations bien plus

élevées que 40uM.
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Des propriétés pouvant remettre en question I'effet antiviral d’AM-001

La fabrication de cellules CALU-3 KO pour EPAC1 semble aussi indispensable
pour aller plus loin dans la compréhension des interactions entre EPAC1 et les virus,
Influenza ou coronavirus respiratoires mais surtout pour bien associer le pouvoir

antiviral ’AM-001 et son mode d’action connu.

Il a récemment été mis en évidence que de nombreuses molécules testées,
dont certaines en essais de phase 2, devaient leur activité antivirale a un phénomene
déja connu, la phospholipidose (158). Ce phénomeéne est causé par 'accumulation de
phospholipides et caractérisé par la formation de membranes dites verticillées ou
mousseuses, par la présence d’inclusion cytoplasmiques constitués de corps
lamellaires dans certains organes (159). In vivo, il s’avére toxique pour les cellules si
les doses utilisées de drogues sont trop élevées (160). Cette caractéristique, si elle
était avérée sur notre molécule, pourrait signifier une absence d’efficacité in vivo et un
désintérét pour 'aspect antiviral de la molécule. Aucune des molécules amphiphiles
cationiques testées dans I'étude (109) n’a deffet antiviral significatif in vivo

contrairement a ce qui est observé in vitro.

Ces molécules ont des points communs. Elles sont pour la plupart amphiphiles
cationiques. Leurs pKa est supérieur a 7.4 et leurs rapports log(octanol/eau) est
supérieur a 3. On peut citer I'nydroxychloroquine, 'amiodarone et I'azithromycine qui
d’ailleurs ne respecte pas ces caractéristiques. Nous n’avons pas d’informations sur
le pKa et le log(octanol/eau) d’AM-001. Ces indicateurs pourraient se calculer mais
nous ne pouvons pas nous prémunir du calcul de I'éventuelle concentration a laquelle
la molécule induirait de la phospholipidose pour la comparer a celle induisant un effet
antiviral. De plus, certaines molécules induisent le phénoméne de phospholipidose
sans présenter les caractéristiques présentées plus haut. Pour étudier cela, cette
étude propose une méthode reproductible et assez simple qui sera réalisée

prochainement par I'équipe de virologie (158).
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Conclusion

Notre étude a permis de mettre en évidence une activité antivirale de la
molécule AM-001, un inhibiteur sélectif ’EPAC1, in vitro, sur les virus Influenza, en
parallele de I'équipe de virologie qui a testé la molécule sur le SARS-CoV-2. Son
spectre antiviral est encore a explorer mais il est possible qu’il se limite aux virus
enveloppés entrant par la voie endolysosomale. Ces expériences ne permettent pas
de comprendre le mécanisme en jeu dans le blocage de I'infection virale. EPAC1 est
en effet une protéine dont les interactions avec les virus restent mal connues et a
explorer. Il s’agit aussi d’'une protéine impliquée dans beaucoup de processus
cellulaires. Son inhibition par d’autres molécules peut aussi révéler une activité

antibactérienne.

Il reste un long chemin a parcourir avant une possible utilisation d’AM-001 en
thérapeutique en tant que molécule antivirale. Des expériences ont été faites et vont
étre poursuivies in vivo et in vitro par I'équipe de virologie de 'ENVT et d’autres
équipes pour évaluer l'efficacité de la molécule sur le SARS-CoV-2 et vérifier sa
toxicité. Ce virus est la principale cible des études de molécules antivirales de nos
jours. Le fait qu’AM-001 cible une protéine de I'héte plutdt que le virus en lui-méme
est a la fois un avantage puisque cela peut limiter 'apparition de résistances. En
revanche, cela peut étre un frein en raison de la toxicité, pas assez explorée dans

notre cas, de ces molécules.

AM-001 pourrait aussi étre étudiée en synergie avec d’autres antiviraux utilisés
ou en développement. Dans I'hypothése ou la molécule bloque la voie
endolysosomale du SRAS-CoV-2 seulement, un inhibiteur de la voie de fusion

membranaire directe pourrait étre étudié avec AM-001.

Ce n’est pas la seule utilisation que I'on pourrait en faire, nous savons qu’AM-
001 aurait une action protectrice contre l'ischémie-reperfusion entre autres (124).
D’autres molécules inhibitrices d’EPAC1 et d'EPAC2 ont présenté des
caractéristiques anticancéreuses, antibactériennes par exemple (116, 150). De tels

effets restent a prouver pour notre molécule.
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Annexes

Annexe 1 :

Carte du plasmide pMD2.G, crée avec Snapgene® d’aprés (161)
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Annexe 2

Carte du plasmide pCMVR8.74, crée avec Snapgene® d’apres (162)
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Résumé : Les molécules antivirales visent le plus souvent le virus lui-méme. Plus rarement,
elles peuvent viser directement I'h6te dans le but de moduler la réaction inflammatoire
induite par le virus ou de bloquer le cycle viral. AM-001 est une molécule inhibitrice spécifique
d’EPAC1, une protéine de signalisation activée par I'’AMP cyclique intervenant dans de
nombreux phénomeénes cellulaires. AM-001 possede une activité antivirale sur certains virus
Influenza mais n’en présenterait pas contre le virus de la rougeole. Cette molécule n’est pas
cytotoxique aux concentrations utilisées. Les résultats obtenus prouvent que cette molécule
est assez intéressante pour étre testée sur modéle vivant.
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Title: Antiviral properties of AM-001, a molecule inhibiting EPAC1, a host protein

Abstract: Antivirals target mostly virus itself. More rarely they directly target the host to
modulate inflammatory reaction induced by the viral infection or block viral cycle. AM-001 is
an inhibitory molecule that is specific of EPAC1, an exchange protein directly activated by
cAMP. EPAC1 plays a role in many cellular mechanisms. AM-001 has an antiviral activity
against Influenza virus but is ineffective against measles virus. The molecule is not cytotoxic
when it is used to concentration that give an antiviral effect. The results showed here proved
that AM-001 is ready to be tested in
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