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" Bactéries aérobies et anaérobies

glucose

e (aracteére variable : utilisation de l’oxygéne
pour réoxyder la chaine respiratoire

http://pta.nbed.nb.ca/bio

http://www.microbes-edu.org

® Acrobies strictes (1)

® Acrobies-anacrobies facultatives (2, 3)

® Anaerobies strictes (4)

» Conditions de culture des bactéries

!/ . / .
* Jarres en anaérobiose pour les anaérobies
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Et pour les virus?

® Virus = parasite intracellulaire obligatoire

® [a multiplication des virus est conditionnée par I’environnement
intracellulaire

® Controle de nombreux facteurs associés a la culture cellulaire
* Type cellulaire

* Concentration en nutriments (glucose, acides amings,...), hormones, facteurs de
croissance

® Maintien du pH (tampon CO,/bicarbonates)
* Etuve avec 20% d’O, (niveau atmospherique)

® Notion de « virus aérobie » et de « virus anaérobie » :
/ . . . . b / .
° Developpement ou survie des cellules en fonction des conditions d oxygenation
e [tilisation de facteurs intracellulaires régulés par l’oxygéne

® |n vitro mais surtout in vivo
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Plan

* Le facteur majeur de reponse a l’hypoxie - HIF

® Virus et hypoxie - comment 1’ histoire a débuté au laboratoire de Virologie de
Saint-Louis?

e [’infection par le parvovirus B19 in vitro en 2000

® Autres virus dont I’expression est regulee par I’oxygene
* Nombreux et en particulier:
HIV
Virus de I’hepatite C
Virus de I’hepatite B

Virus Epstein—Barr
Virus herpes 8 (HHV-8)

* Consequences diagnostiques, therapeutiques et taxonomiques
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Synthése d’Epo par le rei

Prolifération et différentiation

Découverte du facteur HIF
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Voie d'activation des genes par I'hypoxie

En présence d’oxygene
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Voie d'activation des genes par I'hypoxie
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" Role physiologique et pathologique de
I'hypoxie et de HIF

® [ a concentration tissulaire in vivo en

Air inspiré
Po, = 21 kPa (159 mm Hg) oxygene est < 5%
> «hypoxie » par rapport a 20% d’O, mais
¢ normoxie physiologique1
POUMONS ® [ a culture cellulaire est effectuée a 20%!
Po, = 20 kPa (150 mm Hg) * Le développement du placenta et du

foetus se font en hypoxie au 1 trimestre?

® [.a concentration en 02 au sein des
tumeurs est tres faible (<1%)3

» HIF = cible thérapeutique anti-cancéreuse

Circulation
Po, = 5-13 kPa (40-100 mm Hg)

Tissus
Po, = 0,5-2,5 kPa (4-20mm Hg)
(« hypoxie »)

1Ebbesen et Zachar, Acta Virologica 1998 ; 2 Challier et Uzan, M/S 2003 ;
k Dapreés Sitkovsky et Lukashev, 2005 3Semenza, J Clin Invest 2013 /




Comment I'histoire a commencé?

[’infection par le parvovirus B19 au laboratoire en 2000
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Le parvovirus B19 (érythrovirus B19
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. Culture du parvovirus B19 au laboratoire

e (Cellules
° Lignée UT7 cultivee avec Epo

UT7/Epo ‘ E"‘;ﬁo @&
® Cellules primaires CD34+ issues de cytaphérese (collaboration avec Institut Cochin) et cultivees avec Epo
(cellules CD36+)

» Culture non effectuée en routine

* Infection peu productive
® Lignee UT7/Epo :
Facile d’acces (lignee)
Expression de la protéine NS1 uniquement (pas de protéines de capside ni de particules virales)' 2
® Cellules primaires CD36+ : cycle complet mais tres peu productif
® Source de virus = serum de patient en phase viremique 1093 1012 particules virales/ml

® Tests de divers agents chimiques pour augmenter I’infectivité du B19 in vitro
 Chlorure de cobalt (stabilise HIF) : quelques cellules sur 200 000 expriment les protéines de capside’
> Culture des UT7/Epo en hypoxie : quelques cellules positives3

> Premicre piste pour augmenter la permissivite des cellules au B19
» Etsur les cellules primaires CD36?

k 1 Leruez et coll, 1994 ; 2 Pallier et coll., 1997; 3 Morinet, données personnelles /




(ol
Strategle

Conditions d’infection :
m Cellules primaires érythro'l'des CD36+

B Souches virales issues de patients en phase Virémique

Conditions de culture :
B Normoxie : 20% d’O,
® Hypoxie : 1% d’0O,

S
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L’hypoxie augmente l’expression du B19 dans les

progéniteurs érythroi’des infectés in vitro

Cellules infectées Cellules infectées Infectées
en normoxie en hypoxie NI
N H
Marqueur
Sonde B19 kb
—— 6,58
VP1/2 VP1 — :zg
NS et VP2 ‘
——— 1,90
—— 0,95
Petits ARN 0,62
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Relevance clinique

* Faible concentration en O,
dans la moelle osseuse

= Tropisme érythroide du B19?
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Infection des progéniteurs mégacaryocytaires

® Infections a B19 souvent associees a des thrombopénies

® Toxicite directe du virus?

Normoxie Hypoxie

C. Capron et F. Morinet, 2014




Et les autres virus?
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Travaux pionniers-virus humains

® 1961 : influence de l’oxygéne sur la croissance des
virus!
e Cellules embryonnaires de poulet cultivées en agar :
observation des plages de lyse aprés infection par le
virus Chikungunya

* Revue par Ebbensen et Zachar en 19987 ; réle de la

production d’interféron o Hypoxic  Contro
8
P

e Influenza : .
° Multiplication dans 1’arbre respiratoire : forte T
concentration en O, s ‘I |:

® Pas de multiplication in vitro si anaérobiose’ = sf

4 3 2|

° Réplication moindre in vivo chez la souris en hypoxie

» Modele de virus « aérobie »

t=5.85 P <0.01

Fi1c. 1. The growth of influenza virus in hypoxic and con
trol mice after 15 hr.

kBaron et al. Virology 1961 ; 2Ebbesen et Zachar, Acta Virologica 1998 ; 3Magill et Francis, J Exp Med 1936 ; *Kalter et Tepperman, Science 1952 /




/Virus et Hypoxie

® Virus dont l’expression est régulée par l’oxygéne
® Activation par l’hypoxie

Parvovirus B19

HIV
Virus de I'hepatite C
Virus herpes 8 (HHV-8)

® Inhibition par l’hypoxie

édenowrus e Nombreux virus interférent avec la voie HIF
irus grippaux . .
g pp ® Vlrus OnCOgeneS
AKT EBV LMP1
BCR-ABL HBY X
EGFR, HER2Z2, IGF1R HPV EG/E7
KIT KSHY LANA
PI3K KSHY vIRF3 KSHY GPCR
RAS, SRC SRC KSHY LAMA SRHC

HIF-1ix > HIF-1¢ protein > HIF-1o protein

HIF d HI1= 1
DNA hindhg » tmadwahun

LKB1 b p16
PML IDH-1/2
PTEN p53

rscz SDH-B/C/D

VHL
& TRENDS n Pharmacological Sciences
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Virus HIV R €

° Régulation de son expression par l’oxygéne :

® Modeles d’infection chronique et d’infection aigué en lignée cellulaire!

Culture en chambre anaérobie > A expression des ARNm et des proteines du HIV

Potentialisation par PMA ; role de NFKB et
® La concentration en O, dans le ganglion est de 4% apt60—=
® Proposition de traitement par oxygene hyperbare? (échec) 94~
® HIF interagit avec les LTR et induit la transcription des géneq“yil‘au‘ilg)z3'-"P ot
» Modele de virus « anaérobie » *
p2a— s . A—
® [nterference avec HIF e & = 2

® vpr augmente la production de deérives reactifs de 1’oxygene (H,O,) ce qui induit
I’accumulation d’HIF?

> Le stress oxydatif induit par HIV agit comme une boucle de rétrocontrole positif sur
l’expression virale

® tatet gpl120 induisent un stress oxydatif et la production de PDGPF®

® Manipulation du metabolisme cellulaire (enzymes de la glycolyse dans macrophage) :
survie a long terme des macrophages infectés? ©




o L’hypoxie augmente la réplication du virus in vitro!

e Virus difficilement cultivable = systéme de réplicons transfectés dans une lignée

d’hepatocytes (Huh7.5)
® Incubation a 3% d’O, augmente la replication virale

° Indépendant de HIF

o R61€ dl B %0, [020—20
. w = 0,12
e HCVintc 5 & 01 3.1
(o] S 'L ey
/. o 3
® Protein g g 008 [~
Z L 0,06 oo
* Elle auy > ; 004 |- e
e (=] -
e Stabilis: * e 0,02 |----- -
e ’inhib strand T
h p.i 8

-

LVassilaki et al., J Virol 2013 ; 2Abe et al., Hepatol Res 2012 ; 3Nasimuzzaman et al., J Virol 2007 ; “Wilson et al., J Hepatol 2012
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/Virus de I'hépatite B et
protéine oncogene HBx
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* Agent étiologique majeur du carcinome hépatocellulaire
e Reéduction incidence par vaccination

® Antiviraux encore insuffisants

® Roéle majeur de I'inflammation / régénération du tissu hépatique

e Role de facteurs viraux : intégration ADN + protéine oncogéne HBx

HBV DNA integration
Prolonged expression of

¥ viral proteins (HBx, LHBs)

Necrosis / Regeneration i Genetic
HBV Inflammation .Getngi-::f; alterations,
Oxidative stress Instabilich Mutations

- ———

h and
NORMAL LI snintuis

——j : prompte
Mitochondrial

DNA damage = = :inhibit

Yang and Roberts, Nature Rev Gastroenterol 2010-Globocan 2002 ; TDG: thymine DMA ghycosylase
Q.Neuveut, et al., J Hepatol 2010; Xu et al., Cancer Lett 2014 /




Activation des MAPK!
e / stabilité de HIF
® Phosphorylation de HIF

® Augmentation du facteur pro—angiogénique VEGF
Interaction avec HIF et inhibition liaison HIF/ pVHL2

/7 expression MTAT (metastasis-associated protein I) et
HDACT (histone deacety]ase) par HBx — inhibition
dégradation de HIF?

Role de la région C-terminale de HBx
Expression HIF associée a un mauvais pronostic4

Mutants d’HBx avec potentiel activateur /"

Yoo et al., J Biol Chem 2003 ; 2Moon et al. , FASEB J 2004 ;
3Yoo et al., Oncogene 2008 ; “4Xie et al., Dig Dis Sci 2008 ;
5Liu et al., Br J Cancer 2014
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Interaction de HBx avec la voie HIF
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° Herpes virus
* Cycle lytique
Role de la proteine ZEBRA

® Latence a vie dans les lymphocytes B:
ADN épisomal

nombreuses proteines oncogenes
® Mononucléose infectieuse
e Virus oncog‘ene

® Role du virustfacteurs environnementaux

f

S‘O Cgt. :90 o OQC
» OL.Q OO 00, 0. ¢

R oal
° o-\oofd L) nao o

Virus Epstein-Barr (EBV) et voie HIF (1)

° Hypoxie
® A expression de ZEBRA et donc cycle lytique1

o rephcatlon virale! via la fixation de HIF sur le
promoteur Z du cycle lyt1que

e HIF
® Facteur de mauvais pronostic dans carcinome du
nalsophalrynx3
® Synthese de VEGF
e EBNA

e Inhibent hyclroxylation et clégradation de HIF*

U:| 1 us | L4 | us m
ﬂ LH-..,_\_ | Commutation

TR 172 Kb IR1 IR2 IR3 TR| ZEBRA

Gane de réplication

- 1 ! |

GR380 Zebra

Thiyrnidine kirass

I‘Polyrnéﬁse

Wiral capside
antigen
Gare de htence

EBNA LP

(Il 1 I b

EBER 1.2 EBN&&Q BC LMP- 280
LhiP-288 3 8

Stephan et al.,
- MT pédiatrie 2000

Exrérning 3 Exmémié &'

K Liang et al., J Clin Virol 2006 ; 2Kenney and Mertz, Sem Cancer Biol 2014 ; 3Hui et al., Clin Cancer Res 2002 ; “Kondo et al., Cancer 2006 /
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LMP-1

Protéine membranaire de latence

Virus Epstein-Barr (EBV) et voie HIF (2)

Recrute les mémes facteurs intracellulaires que CD40 SANS activation par un ligand

Impliquée dans la survie et la croissance des lymphocytes B

Induit I’expression de VEGF via I’activation de la cyclo—oxygénase

Induit l’expression de HIF! via les MAPK?
Stabilise HIF-10 en empéchant sa dégradation3

Voies de signalisation activées par

Recrutement de
facteurs cytosoliques
SANS activati

LMP1 et CD40

Activation de la transcription de génes impliqués

dans la su des lymphocytes B

rvie et creissance

Recrutement de
facteurs cytosoliques
si activation du
récepteur

D‘aprés Tharley-Lawsan, 2001

Cellule

épithéliale

1

Facteurs de
croissance, LMP1
ancogenes

e

4

Gene codant pour le YEGF
HES

Hypoxie ?

Winas
d’ ':I, steim-Barr

du nasepharny

Prolifération des cellules concéreuses
ot das cellules endothiéliales

k IWakisaka and Pagano, Anticancer Res 2003 ; 2Wakisaka et al., Mol Cell Biol 2004 ; 3Benders et al., Head and Neck Pathol 2009
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® Herpes virus
® Cycle lytique (production de particules virales)
® Latence a vie
ADN ¢pisomal non integre

Nombreux genes de latence (LANA)

Certains LANA sont oncogénes
e Nombreux génes issus de ’hote
° Manipulation du systéme immunitaire

> Role dans la survie et la prolifération cellulaire :
vIl-6 et vIl-8+++ ; synthese de VEGF 12

® Virus oncogéne
® Virus latent+++ (LANA)

e Role des particules virales dans la dissémination

® Sarcome de Kaposi (KS) :
> Néoangiogénése+inﬂammation+

prolifération de cellules endothéliales transformees
ou spind]e cells

K IMoore et al., Science 1996 ; 2Liu et al., J Virol 2001

" Virus herpés 8 (HHV-8) ou associé au
sarcome de Kaposi (KSHV)
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Interactions de HHV-8 avec la voie de I'hypoxie

* Cycle lytique : ORF74 code un récepteur couple a la
proteine G (VGPCR)

® qui active de fagon constitutive les kinases MAPK et
PI3K/ Akt!

Prolifération cellulaire et cancérogénese
Sécrétion d’I1-82
Induit la phosphorylation de HIF?
» Sécrétion de VEGF
® Latence (LANA)
* Activation de la transcription des ARNm HIF*
* Inhibition de la dégradation de HIF> ¢
® Presence de site HBS de fixation pour HIF dans le
promoteurs de genes viraux
* /7 cycle lytique7’ 8,9
® Modification chromatine virale : passage en cycle lytique10

e Géenes latents!!

° Régulation par la voie hypoxie

* Homologues cellulaires : vil-612

1Smit et al., J Virol 2002; 2Shepard et al., J Biol Chem 2001 ; 3Sodhi et al., Cancer
Res 2000 ; “Carroll et al., J Virol 2006 ; 5Cai et al., J Virol 2007 ; éCai et al., PloS
pathogens 2013 ; "Davis et al., Blood 2001 ; 8Haque et al., J Virol 2003 ;

QDalton-Grifﬁn etal., J Virol 2009 ; 0Zhang et al., J Virol 2014 ; 1*Veeranna et al.,
J

Virol 2012 ; 12Giffin et al., J Virol 2014
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Interactions des virus oncogenes avec HIF

HPY RICY HBY EBV KSHY  HTLW-1
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K Cuninghame et al., Virology 201&




Conclusions et conséquences
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En condition de normoxie

palyubiquitinylation
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En Hypoxie
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Virus « anaerobies » et « aeérobies »

¢ Virus aéro-anaérobies - expression augmentée par l’hypoxie

® Parvovirus B19
® Virus de I’hépatite C (HCV)

e HIV Virus oncogenes
® Virus Epstein-Barr (EBV)
® Virus herpes 8 (HHV-8) Virus a potentiel oncolytique

e Virus de la stomatite vésiculeuse!»2

e Virusde la Chorioméningite lymphocytaire3
® Virus JC*
® Virus herpes simplex (HSV)°

® Reovirus ®

¢ Virus anaérobies
° Bactériophages du tube digestif

® YVirus aérobies
® Virus grippaux

e Adénovirus?

1Connor et al., J Virol 2004 ; 2Hwang et al., J Virol 2006 ; STomaskova et al., J Virol 2011 ; 4Pina-Oviedo et al., Acta Neuropathol 2009 ; 5Aghi et al., Mol
Therap 2009 ; éFigova et al., Folia Biologica 2013 ; “Gupta-Saraf and Miller, Oncotarget 2014
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Conséquences - Nos propositions

Adaptation des conditions de culture cellulaire
° Multiplication de virus « non cultivables »
e Ameélioration du diagnostic

o Anti—virogramme : tenir compte des conditions d’oxygénation pour

apprécier I’efficacite des anti-viraux in vivo

Développement de nouvelles stratégies antivirales

® Molécules ciblant la voie HIF

e ) — | anire | (e | —- (N —- (e
/

Rev T T T T T T

b Aminoflavone mTOR inhibitors HSPS0 inhibitors Acriflavine Anthracyclines Bortezomib
l O Cardiac glycosides HDAC inhibitors Echinomyein
Microtubule targeting agents Antioxidants
Topoisomerase inhibitors Oligonucleotides
Oligonucleotides Berberine, MSC
AF, PX-478 PX-12, ¥C-1

Semenza, Trends BBarmacol Sci 2012

TRENDS in Pharmacological Sciences

Morinet et al., Virology 2013 ; Morinet et al. Virologie 2014 ; Morinet et al., Clin Infect Dis 2014 ; Morinet et al., Feuillets de biologie 2014
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