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« Les yeux sont aveugles. I[ faut chercher avec le ceeur. »

Antoine de Saint-Exupéry
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RESUME

L’hépatite C est un probléme majeur de santé publique qui touche environ cent
soixante millions de personnes dans le monde. L’agent étiologique responsable de cette
maladie, le virus de I’hépatite C (HCV) est un petit virus enveloppé, dont le génome est codé
par un acide ribonucléique (ARN) simple brin de polarité positive. Actuellement, il n’existe
aucun vaccin contre ce pathogéne et les traitements utilisés sont insatisfaisants du fait de leur
spécificité d’action limitée et des nombreux effets secondaires qu’ils induisent. Ainsi, afin
d’établir une thérapie antivirale efficace évitant I’apparition et la sélection de mutants de
résistance aux antiviraux, l’utilisation de plusieurs agents antiviraux ciblant directement la
particule virale (direct-acting antiviral agents ou DAAs) en combinaison est préconisée.
C’est pourquoi la découverte de nouveaux DAAs a large spectre d’action ciblant diverses
étapes du cycle viral infectieux est indispensable.

Au cours de ma thése, nous avons identifié un nouvel inhibiteur de I’entrée du
HCV : I’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG). Cette molécule, extraite du thé vert, inhibe
I’infection des cellules par le HCV. Plus précisément, en utilisant des particules rétrovirales
pseudotypées avec les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du HCV, nous avons démontré
que cette catéchine naturelle agit a une étape tres précoce de 1’entrée virale, indépendamment
du génotype. De méme, en nous servant du virus produit en culture cellulaire, nous avons
montré que cette molécule agit directement sur la particule virale. Puis, par RT-PCR
quantitative (quantitative real-time polymerase chain reaction ou qRT-PCR), nous avons
confirmé I’inhibition de la liaison du virus a la surface cellulaire en présence d’EGCG. Par
conséquent, nos travaux suggerent que I’EGCG interagit avec la particule virale,
probablement en se liant aux glycoprotéines d’enveloppe virales, bloquant ainsi une étape
initiale d’attachement entre le virus et les facteurs cellulaires présents a la surface de
I’hépatocyte. Puis, en inhibant la transmission libre du virus, a I’aide, soit d’agarose, soit
d’anticorps neutralisants, nous avons démontré que I’EGCG inhibe la transmission du virus
de cellule a cellule. Enfin, nous avons montré que ’EGCG élimine le virus présent dans le
surnageant de culture cellulaire aprés quatre passages successifs sur des cellules naives.

La concentration d’EGCG, nécessaire pour inhiber la moitié de l’infection virale (half
maximal inhibitory concentration ou 1Csp) en culture cellulaire, est 11 uM. Ainsi, afin
d’identifier de nouvelles molécules présentant un mode d’action similaire a celui de 'EGCG

et possédant une meilleure activité antivirale, nous avons sélectionné différentes molécules
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naturelles et les avons testé pour leur potentiel effet anti-HCV. C’est ainsi que le chlorure de
delphinidine, une anthocyanidine, a également été identifi¢ en tant que nouvelle molécule
inhibitrice de I’entrée du HCV. De méme que I’EGCG, le chlorure de delphinidine cible
directement la particule virale a une étape précoce de I’entrée, indépendamment du génotype,
probablement en inhibant I’attachement du virus a la surface cellulaire et sans affecter ni
I’¢tape de réplication, ni D’étape d’assemblage/maturation. De plus, le chlorure de
delphinidine présente une activité anti-HCV améliorée avec une ICsy de 3,5 uM.

Finalement, au cours de ma thése, nous avons identifié deux nouvelles molécules
naturelles inhibant I’étape d’entrée virale du HCV. Ces molécules pourraient étre utilisées
comme nouveau traitement en combinaison avec d’autres DAAs et pourraient également

servir d’outil afin d’étudier les mécanismes d’entrée du HCV dans I’hépatocyte.
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ABSTRACT

Hepatitis C is a major global health burden with one hundred and sixty million
infected individuals worldwide. This long-term disease, caused by a small positive-strand
ribonucleic acid (RNA) enveloped virus, designated hepatitis C virus (HCV) evolves slowly.
Nowadays, no vaccine is available and current treatments are unsatisfactory due to their
restricted spectrum of action and the induction of many secondary effects. For this reason, it
is suggested that the combination of several drugs will prevent viral resistance, which might
result in a more efficient antiviral therapy. Thus, the discovery of new direct-acting antiviral
agents (DAAs), with a broad spectrum of action, targeting different steps of the virus life
cycle is still needed.

Here, we identified (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) as a new inhibitor of HCV
entry. Epigallocatechin-3-gallate, extracted from green tea, inhibits HCV infection. More
precisely, this natural catechin molecule acts at a very early step of entry regardless of the
genotype as illustrated with HCV pseudoparticles expressing HCV envelope glycoproteins E1
and E2 assays and cell-culture assays. Moreover, this molecule inhibits the docking of the
virus to the cell surface as shown by the quantification of bound viruses during the attachment
step using quantitative real-time polymerase chain reaction. Furthermore, EGCG inhibits viral
cell-to-cell transmission as demonstrated by using agarose or neutralizing antibodies assays.
Finally, EGCG clears HCV from cell culture supernatants after four passages.

The half maximal inhibitory concentration (ICsp) of EGCG in cell culture is
approximately 11 pM. In order to identify new molecules exhibiting an enhanced anti-HCV
activity and displaying similarities from EGCG scaffold, a series of natural compounds were
selected and were tested for their anti-HCV activities. Thus, the anthocyanidin delphinidin
chloride was identified as another inhibitor of HCV entry. Like EGCG, delphinidin chloride
acts directly on the virus at a very early step of entry, regardless of the genotype, probably by
inhibiting the docking of the virus to the cell surface without affecting replication or viral
assembly/secretion. Finally, with an ICsy of 3.5 uM, delphinidin chloride displays a more
potent anti-HCV activity.

Together, these data indicate that EGCG and delphinidin chloride are new interesting
anti-HCV molecules that inhibit entry and might be used as a new treatment in combination
with other DA As. Furthermore, these two inhibitors might be novel tools to further dissect the

mechanisms of HCV entry into the hepatocyte.
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Introduction Partie I - L Hépatite C

Partie I - L’Hépatite C

A. Foie et hépatite virale

1) Architecture du foie

a) Vue d’ensemble de I’organisation du foie

Le foie est ’organe le plus volumineux de I’organisme humain. Il est situ¢ dans la
partie supérieure droite de ’abdomen (Ishibashi et al., 2009). Il est constitué¢ de deux lobes
inégaux : un lobe gauche et un lobe droit. Chaque lobe est divisé en secteurs (deux pour
chaque lobe), eux-mémes divisés en segments (huit au total). Le foie est entouré par une
capsule de tissu conjonctif fibreuse : la capsule de Glisson. Les prolongements de cette
derniére s’invaginent dans le parenchyme hépatique, divisant ainsi le foie en milliers de
lobules. Connectée au foie par le canal cystique, la vésicule biliaire stocke la bile sécrétée par

le foie sous forme concentrée. La bile sera déversée dans I’intestin lors de la digestion.

i - Le lobule hépatique : unité fonctionnelle du foie
Par définition, 'unité fonctionnelle du foie est le lobule hépatique (Figure la)
(Ishibashi et al., 2009). Cette entité¢, de forme hexagonale, est définie par I’ensemble des
travées cellulaires hépatiques organisées de mani¢re radiale autour d’une veine
centrolobulaire. Plusieurs espaces portes délimitent un lobule hépatique que centre une veine
centrolobulaire. L’espace porte comprend une branche de 1’artére hépatique, une branche de

la veine porte ainsi qu'un ou deux canaux biliaires.

ii - Les travées cellulaires hépatiques

Les travées cellulaires hépatiques sont polarisées (Figure 1b). Elles sont organisées de
manicre complexe pour assurer, d’une part, la production et I’écoulement de la bile, et d’autre
part, les échanges avec le sang. Les microvillosités des hépatocytes sont entourées par des
sinusoides hépatiques. Les sinusoides sont des vaisseaux dont la paroi est constituée par des
cellules endothéliales formant un tapis discontinu. Les cellules endothéliales et les
hépatocytes sont séparés par 1’espace de Disse. La composition des liquides remplissant
I’espace de Disse est identique a celle du plasma sanguin. Dans les travées, deux hépatocytes
adjacents sont accolés a un canalicule biliaire. Ainsi, les sécrétions biliaires sont collectées et

¢liminées aprés acheminement jusqu’aux canaux biliaires présents dans 1’espace porte.
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Figure 1. Architecture du foie.

a. Représentation schématique des lobules hépatiques (hepatic lobule). Le sang circule de 1’espace
porte (portal area) vers la veine centrolobulaire (central vein) de chaque lobule, via les sinusoides
(sinusoids) qui délimitent les travées cellulaires hépatiques (hepatocyte plates). L’espace porte
comprend une branche de I’artére hépatique (hepatic artery), une branche de la veine porte (portal
vein) ainsi qu’un ou deux canaux biliaires (bile duct).

b. Représentation détaillée des travées cellulaires hépatiques et des sinusoides. (Bile canaliculus,
canalicule biliaire ; tight junction, jonction serrée; [to cell, cellule de Ito; sinusoid, sinusoide
hépatique ; endothelial cells, cellules endothéliales ; hepatocytes, hépatocytes ; space of Disse, espace
de Disse ; Kiipffer cell, cellule de Kiipffer).

Adapté de (Ishibashi ef al., 2009).

b) Une vascularisation atypique
Le foie est trés vascularisé. Il posséde une double vascularisation afférente (par
I’intermédiaire de I’artére hépatique et de la veine porte) et une vascularisation efférente (par
I’intermédiaire des veines sus-hépatiques). La veine porte draine le sang veineux provenant de
la cavité abdominale. Elle pénétre dans le foie par le hile. Elle se ramifie pour former les
branches de la veine porte situées dans les espaces portes. L'artére hépatique approvisionne le
foie en sang oxygéné. Elle pénétre également par le hile hépatique et se ramifie pour donner

naissance aux branches de l'artére hépatique situées, elles aussi, dans les espaces portes. Les
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¢changes sanguins avec les cellules hépatiques se font au niveau des capillaires sinusoides.
Puis, le sang emprunte la veine centrolobulaire et est acheminé jusqu’aux trois veines

sus-hépatiques qui quittent le foie et se jettent dans la veine cave inférieure.

¢) Les cellules du foie
Le foie est composé de deux catégories de cellules : les cellules parenchymateuses (les
hépatocytes) et les cellules non-parenchymateuses (les cellules endothéliales, les cellules de

Kiipffer et les cellules de Ito) (Figure 1b) (Ishibashi et al., 2009).

i - Les cellules parenchymateuses

Les hépatocytes sont polarisés. Ils possédent un pole basolatéral exposé au sang et un
pole apical constituant un réseau de canalicules biliaires (par accolement de leurs
membranes). Cette polarité est maintenue par la présence de jonctions serrées qui controlent
les échanges entre les poles. Du fait de leurs importantes activités de transport, de sécrétion et
de synthese, les hépatocytes possédent de nombreuses mitochondries, un appareil de Golgi
trés développé ainsi qu’un réticulum endoplasmique (ER) (lisse et granuleux) trés abondant.
Les hépatocytes peuvent également présenter des granules de glycogéne, des gouttelettes
lipidiques (LD) ainsi que des vésicules contenant des lipoprotéines de trés faible densité (very

low-density lipoproteins ou VLDL).

ii - Les cellules non-parenchymateuses

Les cellules non-parenchymateuses situées dans les sinusoides, sont encore appelées
cellules sinusoidales hépatiques ou cellules endothéliales. Elles forment les parois des
sinusoides hépatiques. Elles présentent des pores ou des fenestrations permettant le passage
libre des solutés vers 1’espace de Disse périsinusoidal. Les cellules endothéliales empéchent
donc I'immixtion du sang dans I’espace de Disse tout en autorisant les échanges entre le
plasma et les hépatocytes par I’intermédiaire des pores.

Les cellules de Kiipffer sont des macrophages résidants du foie. Ces cellules sont
impliquées dans le nettoyage des corps nécrotiques et apoptotiques ainsi que dans la
phagocytose des particules étrangeres arrivant de ’intestin avant qu’elles ne gagnent la
circulation générale. Les cellules de Kiipffer sont également impliquées dans de nombreux
processus tels que la présentation des antigénes et la production de cytokines

pro-inflammatoires.
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Les cellules de Ito, encore appelées cellules hépatiques étoilées ou lipocytes sont
situées dans l’espace de Disse. Elles possédent un cytoplasme contenant des inclusions
lipidiques (telles que les LD). Ces cellules ont pour fonction de stocker la vitamine A et
synthétiser la matrice extracellulaire. Ces cellules sont notamment impliquées dans le

développement de la fibrose hépatique en réponse a une Iésion.

2) Les fonctions du foie
a) Métabolisme des lipides et des lipoprotéines

Les lipides parvenant au foie sont transformés en triglycérides et stockés dans les
hépatocytes. En réponse aux besoins énergétiques du corps, ces triglycérides peuvent ensuite
étre hydrolysés en acides gras et étre utilisés. Le foie est également capable de convertir les
exces de glucides et de protéines en lipides. Ces derniers seront ensuite exportés et stockés
dans les adipocytes. De plus, le foie synthétise de grandes quantités de cholestérol, de
triglycérides et de phospholipides. Certains de ces composés sont transportés par
I’intermédiaire de lipoprotéines a travers I’organisme (Figure 2). Le reste est excrété dans la

bile (Scapa et al., 2007).

.@‘M}@ @D Cholesterol

-
l% ’ % ~@D Cholesteryl ester

& Phospholipid
f ? ‘ Apolipoprotein
' &‘RQ E Triglyceride

Figure 2. Structure d’une lipoprotéine.
(Cholesterol, cholestérol ; cholesteryl ester, ester de cholestérol ; phospholipid, phospholipide ;
apolipoprotein, apolipoprotéine ; triglyceride, triglycéride).

b) Les autres fonctions
Le foie posseéde un rdle primordial dans I’homéostasie du glucose. Les glucides
(glucose, fructose, galactose) sont transformés en glycogeéne et stockés au sein des

hépatocytes. En fonction des besoins de 1’organisme, le foie retransforme ensuite ce
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glycogene en glucose et le libére dans la circulation sanguine. Si les réserves de glycogene
sont épuisées, les hépatocytes peuvent aussi synthétiser du glucose a partir des acides aminés.
A partir des protéines et des acides aminés issus de la digestion, les cellules du foie
synthétisent la majorité des protéines sanguines notamment 1’albumine, toutes les globines,
les apolipoprotéines (Apo), les facteurs de coagulation ainsi que les facteurs de croissance.
Les hépatocytes possedent également une activité catabolique permettant la dégradation des
protéines ou des peptides issus de la digestion. Ainsi, ces protéines ou peptides sont convertis
en glucose ou lipides par I’intermédiaire de réactions de désamination et de transamination.
Certaines transaminases (les transaminases ALAT : alanine aminotransférases ou
ASAT : aspartate aminotransférases), retrouvées a de fortes concentrations dans le plasma,
indiquent des Iésions hépatiques.

Certaines substances toxiques pour I’organisme arrivent au foie qui va les dégrader en
produits non toxiques. Les produits liposolubles issus de cette dégradation sont ensuite
reversés dans la bile, puis dans I’intestin et éliminés dans les selles. Quant aux produits
hydrosolubles qui en sont issus, ils sont reversés dans le sang qui les méne jusqu’aux reins ou
ils seront éliminés par les urines.

Enfin, le foie peut également stocker du fer et des vitamines et peut réguler de

nombreuses hormones.

3) L’Hépatite virale

Une hépatite virale est définie comme étant un processus inflammatoire du foie li¢ a
un virus. Actuellement, cinq virus sont connus comme étant les agents étiologiques d’une
hépatite : les virus des hépatites A a E (hepatitis A virus (HAV), hepatitis B virus (HBV),
hepatitis C virus (HCV), hepatitis D virus (HDV) et hepatitis E virus (HEV)). Afin
d’identifier lequel de ces virus est ’agent causal d’une hépatite, des tests sérologiques sont
nécessaires. En effet, bien qu’appartenant a des familles différentes (d’un point de vue
classification), tous ces virus induisent une hépatite aigiie. Mais, seuls les virus des hépatites
B, C et D (HBV, HCV et HDV) induisent une infection chronique pouvant durer de
nombreuses années. Toutefois, chez des patients immunodéprimés, de rares cas d’infections
chroniques ont déja été observés pour le HEV (Bihl and Negro, 2009 ; de Niet ef al., 2012).
Une hépatite chronique peut évoluer vers une cirrhose hépatique et un cancer du foie.
D’autres virus entrainent des atteintes hépatiques tels que le virus de la Dengue, le virus

Herpés Simplex (Herpes simplex virus ou HSV), le Cytomégalovirus et le virus Epstein-Barr.
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Mais, I’implication directe de ces virus dans une hépatite virale reste encore a déterminer. En

effet, il semblerait que ces virus ne soient que des virus opportunistes.

B. L’Hépatite C

1) Distribution géographique

L’infection par le HCV est une cause majeure d’hépatite. Elle est présente a 1’échelle
mondiale. Selon les derniéres données sur la prévalence de I’hépatite C, 2,35% de la
population mondiale est chroniquement infectée par ce virus (cent soixante millions de
personnes) (Lavanchy, 2011). Cette prévalence varie d’un continent a I’autre (Figure 3). En
France, environ 1% de la population est séropositive pour le HCV (Dubois ef al., 1997), ce
qui correspond a la moyenne Européenne (Touzet et al., 2000). Cependant, dans les pays en
voie de développement, cette prévalence demeure plus élevée que dans les pays industrialisés.
Par exemple, en Egypte, la prévalence est de 14% (Lavanchy, 2011) a cause de la réutilisation
d’aiguilles ou de seringues contaminées pendant les années 1950 a 1980 lors de campagnes
anti-bilharziose (Strickland, 2006). Cependant, la prévalence de I’hépatite C reste

sous-estimée de part ’absence de données précises (Lavanchy, 2009).

B >10% Wi
5-10% LA D
O2-5% V(¢
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Figure 3. Prévalence de I’hépatite C dans le monde, en 2010.
Adapté de (Lavanchy, 2011).
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2) Modes de transmission

Le virus de I’hépatite C se transmet essentiellement par voie parentérale (Lemon et al.,
2007). Dans les années 1970, le risque de développer une hépatite virale die au HCV, a la
suite d’une transfusion était de 30% (Tobler and Busch, 1997 ; Alter and Houghton, 2000).
Jusqu’en 1990, la transfusion sanguine représentait la plupart des cas de transmission
(Figure 4). Mais, la mise en place de différentes mesures préventives telles que 1’inactivation
des produits sanguins (a partir de 1987), 1I’éviction des donneurs de sang a risque (1988) ou
encore le dépistage systématique des dons (apres 1990) ont permis de réduire ce risque
(Roudot-Thoraval, 2002). L’incidence des hépatites virales C, suite a une transfusion ou une
transplantation, a ainsi fortement diminué dans les pays développés (Tobler and Busch, 1997).
La situation est différente dans les pays en voie de développement. En effet, pour ces pays, la
transfusion sanguine reste une cause majeure de transmission du HCV du fait de 1’absence de
moyens matériels et de pratiques chirurgicales réalisées dans de mauvaises conditions

d’asepsie.

All volunteer
HBsAg 1st + 2nd Gen

3

33%

»

=

|- Anti-HB
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- e g Anti-HCV

2 G 126%  ALT AntiHlV  1stGen

° 0 4
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55% 57% 6-1% 2nd Gen
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Hepatitis B 1% 03% zero
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Year

Figure 4. Evolution de I’incidence des hépatites virales suite 4 une transfusion sanguine.

Ce graphique retrace 1’incidence des hépatites virales suite & une transfusion sanguine, aux Etats-Unis,
de 1969 a 1998. Les fléches indiquent les principales interventions (élimination des dons rémunérés,
détection des virus HBV, HIV et HCV et des ALAT (ALT) par différents tests) concernant le
dépistage et I’éviction des produits sanguins a risque.

D’apres (Alter and Houghton, 2000).
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De nos jours, dans les pays développés, le risque majeur de contamination est li¢ au
partage de seringues ou autres matériels. Ce risque est notamment observé dans les
populations toxicomanes. En Europe, en 2002, I’estimation des populations toxicomanes
séropositives pour HCV était comprise entre 30 et 98% (Roy et al., 2002). De rares cas de
transmissions verticales et sexuelles ont été rapportés (Lavanchy, 2009). Les contaminations
nosocomiales ou professionnelles sont possibles mais restent difficiles a évaluer. Le tatouage,
le piercing ou I’acupuncture constituent une nouvelle source de contamination. Cependant,

dans 20% des cas, le mode de contamination demeure inconnu.

3) Pathologie et évolution de la maladie

L’hépatite C est une maladie a long terme. Son évolution est lente et progressive
(Figure 5). Dans 80% des cas, I’hépatite aigiie évolue vers la chronicité. En absence de
traitement, cette chronicité peut ensuite évoluer en cirrhose hépatique voire en carcinome

hépatocellulaire.

a) L’hépatite C aigiie

L’infection par le HCV est souvent asymptomatique (Hoofnagle, 2002). Des
symptomes tels que, fatigue, nausée, douleurs, fievre, anorexie, urine sombre et ictére,
apparaissent chez 30% des patients, de trois a douze semaines apres la premiere exposition.
Deux a trois semaines apres contamination, I’ARN viral est détectable dans le sérum. Puis,
quatre semaines post-infection, la concentration sérique en transaminases (ALAT et ASAT)
augmente de maniere transitoire. La séroconversion intervient sous deux a huit semaines
apres exposition. Quatre-vingts pour cent des individus infectés développeront une infection
chronique. Les cas d’hépatite fulminante sont rares (Farci et al., 1996b). La guérison de
I’infection aigiie est faible (environ 20%) et est caractérisée par 1’absence durable de ’ARN

viral dans le sang.

b) L’hépatite C chronique
Le passage a la chronicité est caractérisé par la persistance du virus plus de six mois
aprés I’infection (Barrera et al., 1995). Pour 80% des personnes infectées par le HCV, ’ARN
viral peut étre mis en évidence dans le sérum de manicre durable. La présence de ce dernier
traduit le développement d’une virémie persistante. Le risque de développer une hépatite
chronique est influencé par divers facteurs tels que, 1’age, le sexe (le risque est plus élevé pour

le sexe masculin comparativement au sexe féminin), I’obésité, le fait d’étre co-infecté par le
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virus de I’'immunodéficience humaine (human immunodeficiency virus ou HIV) ou par le
HBV (Vaquer et al., 1994). De plus, la consommation d’alcool influence la progression de la
maladie. De méme que pour I’hépatite aigiie, les symptdmes associés a cette forme d’hépatite
ne sont pas distinctifs. Cependant, les individus chroniquement infectés peuvent également
développer des formes plus sévéres de la maladie. En effet, une stéatose (une accumulation de
triglycérides dans le foie) (Yoon and Hu, 2006), une fibrose (une accumulation de matrice
extracellulaire dans le foie en réponse & un environnement inflammatoire constant) et un
carcinome hépatocellulaire (Levrero, 2006) peuvent étre observés chez ces personnes.
L’évolution de la maladie est lente (Yano et al, 1996). Environ 20% des patients
chroniquement infectés évolueront vers une cirrhose dans les vingt ans suivant I’infection

(Hoofnagle, 2002) avec, pour 1 a 4% d’entre eux, le risque de développer un carcinome

hépatocellulaire, par an.

hépatite
A fulminante
’ (trés rare)
- —
/,I o "7
' o
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Figure 5. Evolution d’une hépatite causée par le HCV.

4) Diagnostic de I’hépatite C

Les symptomes associés a la phase aigiie de I’hépatite virale C étant peu
caractéristiques, la plupart des individus infectés ne savent pas qu’ils sont contaminés. De ce
fait, ils ne consultent pas de médecin. Différentes méthodes sont utilisées pour diagnostiquer
une hépatite. Le foie peut étre palpé, une échographie abdominale, un fibroscan ou une
biopsie hépatique peuvent étre réalisés par observation directe de I’organe ou prélévement
d’une partie du foie. Cependant, une hépatite peut également étre diagnostiquée de manicre
indirecte par titration des transaminases ou des marqueurs de fibrose a partir du sérum d’un

patient.
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Le diagnostic d’une hépatite C est nécessaire lors :
(1) d’une suspicion de contamination par le HCV (comme par exemple dans le cas d’une
infirmiére qui se pique avec une aiguille ayant servi pour un patient séropositif pour le HCV)
ou pour les patients présentant des symptdmes similaires a ceux décrits pour une hépatite C
(2) du dépistage des dons de sang et des dons d’organes

(3) du suivi de patients infectés afin d’adapter au mieux le traitement.

a) Le premier test diagnostique pour ’hépatite C

Pour le HCV, le premier test diagnostique, un test ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) a été développé par 1’équipe du Dr Michael Houghton a Chiron
(Etats-Unis). Cette découverte a été possible suite & la découverte du HCV et & I’identification
du premier antigéne viral associé¢ a I’hépatite C (Choo et al., 1989) (voir partie II.A.). Cet
antigene était capable de réagir avec les anticorps présents dans le sérum de patients infectés
(Kuo et al., 1989). C’est ainsi qu’en 1990, le dépistage universel des dons pour le HCV est
instauré et que, par conséquent, le pourcentage d’hépatites diminue fortement (70 a 1,5%).
Ceci a permis de mettre en évidence le fait que le HCV était I’agent causal responsable des
cas d’hépatites non-A non-B dans le monde.

De nos jours, les marqueurs viraux servant a diagnostiquer une infection par le HCV
sont : la quantification de I’ARN ou de I’antigéne de capside core (ce sont des marqueurs de
la réplication du virus), les anticorps anti-HCV et le génotypage (qui correspond a la
détermination du génotype viral). Tous ces éléments constituent les marqueurs d’une

infection passée ou présente.

b) Diagnostic indirect de l’infection par le HCV
Le diagnostic indirect de I’infection par le HCV repose sur la détection d’anticorps
anti-HCV spécifiques présents dans le sérum d’un patient. Cette méthode constitue la
méthode de prédilection pour les tests de dépistage. Les anticorps sont détectables de deux a
huit semaines apres infection et persistent en cas de chronicité. Le principal test utilisé de nos
jours pour détecter les anticorps anti-HCV est le test ELISA (Chevaliez and Pawlotsky, 2006 ;
Chevaliez and Pawlotsky 2007 ; Chevaliez and Pawlotsky 2009).

¢) Diagnostic direct de infection par le HCV
Ce diagnostic repose sur 1’amplification de I’ARN viral ou sur la détection de

I’antigéne de capside core. L’ARN viral est détectable soixante jours apres I’infection. C’est
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le premier marqueur détectable aprés 1’infection (Pawlotsky, 2002). 11 peut étre amplifié par
RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) et TMA (transcription mediated
amplification) qui sont deux méthodes de détection qualitative de I’ARN. Pour la premicre, ce
sont les copies d’ADN double brin générées qui sont détectées, alors que pour la seconde, ce
sont les copies d’ARN simple brin. De nombreuses autres méthodes de détection quantitatives
ont également été décrites. Elles permettent I’amplification de la cible (RT-PCR ou PCR
compétitive) ou d’un signal (branched DNA assay).

L’antigéne de capside core peut étre détecté par ELISA, huit a neuf semaines apres
infection. De plus, les niveaux d’antigéne de la protéine core sont corrélés avec le niveau

d’ARN (Pawlotsky, 2002).

d) Détermination du génotype viral

I1 est important de déterminer le génotype viral associé a une hépatite C avant le début
d’un traitement. En effet, le génotype va donner une indication sur le traitement a administrer,
la durée du traitement, ainsi que la dose de ribavirine (Chevaliez and Pawlotsky, 2007). Le
génotype viral peut étre déterminé directement par séquencage ou hybridation inverse en
utilisant des sondes spécifiques du génotype. Ces sondes correspondent aux séquences de la
protéine virale NS5B ou de la glycoprotéine d’enveloppe E1 ou encore a la région 5’
non codante de I’ARN viral. Cette technique est appelée détermination moléculaire ou
génotypage par PCR.

Le génotype peut également étre déterminé de manicre indirecte par ELISA en
utilisant des antigénes spécifiques du génotype (Chevaliez and Pawlotsky, 2009). Cette
technique est alors appelée détermination sérologique ou encore sérotypage
(Pawlotsky, 2002). Cependant, le test ELISA ne permet pas de déterminer le sous-génotype
viral.

Toutefois, la détermination du génotype et surtout celle du sous-type viral vont étre
importantes en ce qui concerne 1’identification des différentes substitutions en acides aminés

pouvant conférer une résistance aux différents inhibiteurs viraux.

5) Réponse immunitaire au cours de I’infection par le virus de I’hépatite C

En réponse a une infection virale, les cellules infectées produisent différents types
d’interférons (IFN) ainsi que de nombreuses autres cytokines. Par la suite, ces médiateurs
chimiques vont stimuler les différents acteurs de la réponse immunitaire innée et de la réponse

immunitaire adaptative de 1I’hote. Ces deux réponses sont essentielles afin de contrdler
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I’infection par le HCV. Ainsi, la chronicit¢ de l’infection par le HCV semble li¢e a
I’instauration d’un équilibre entre le niveau de réplication virale et la réponse immunitaire de

I’hote.

a) Réponse immunitaire innée

A la suite d’une infection virale, I’hote mobilise la réponse immunitaire innée, son
premier systéme de défense, afin d’¢éliminer I’agent infectieux. Ainsi, en réponse a I’infection
par le HCV, les hépatocytes produisent de I’'IFN-f3. En bref, des motifs moléculaires appelés
PAMP (pour pathogen-associated molecular patterns) conservés parmi les pathogeénes et
associés au HCV, vont étre reconnus par des récepteurs cellulaires (encore appelés PRR pour
pathogen-recognition receptors). Dans le cas d’une infection par le HCV, le récepteur
TLR-3 (toll-like receptor 3) reconnait la présence d’ARN double brin extracellulaire au
niveau des endosomes. De méme, les régions structurées en 5° et 3’ de ’ARN génomique du
HCV sont reconnues au niveau du cytosol par des ARN hélicases telles que RIG-I (retinoic
acid-inducible gene-1) et MDA-5 (melanoma differentiation-associated antigen 5). Suite a
cette reconnaissance, de nombreuses cascades de signalisation intracellulaire sont activées
(Sumpter et al., 2005 ; Saito et al., 2008 ; Wang et al., 2009) ce qui conduit a la production
d’IFN-B. Cet IFN va ensuite se fixer sur les récepteurs a I’interféron (IFNAR ou
interferon-alpha/beta receptors) présents a la surface cellulaire. Il s’en suit alors une
activation de la voie de signalisation JAK/STAT (janus kinase/signal transducers and
activators of transcription). Cette derniére induit I’expression de nombreux geénes : les génes
stimulés par I'interféron ou ISG (pour interferon-stimulated genes) dont le géne codant pour
la 2°-5” oligo-adénylate synthétase (2°-5’ OAS), le géne codant pour la protéine kinase R
(PKR), ainsi que d’autres cytokines. Enfin, les cytokines produites, déclenchent un état
antiviral dans les cellules infectées et les cellules non infectées (Bigger et al., 2001 ; Feld and
Hoofnagle, 2005).

Le virus de I’hépatite C a élaboré diverses stratégies afin de perturber ces voies de
signalisation. En effet, la protéase virale NS3/4A, en clivant les protéines cellulaires
nécessaires a la transduction du signal CARDIF (ou IPS-1 (interferon-ff promoter
stimulator-I) ou MAVS (mitochondrial antiviral signaling protein) ou VISA
(virus-induced-signaling adapter)) et TRIF (toll/interleukin-1 receptor-domain-containing
adapter inducing interferon-p), bloque les voies de signalisation dépendantes du TLR-3 et de

RIG-I (Meylan et al., 2005 ; Li et al, 2005a ; Li et al., 2005b). Ces molécules étant
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impliquées dans la voie de production de I'IFN-f, il en résulte une diminution de la
production de ce dernier. De plus, le HCV a également développé d’autres stratégies afin
d’interférer avec la sécrétion des IFN de type I (IFN-a et IFN-). Par exemple, la protéine de
capside, core, bloque I’induction des ISG en interagissant avec la protéine STAT1 (Bode et
al., 2003 ; Lin et al., 2006). De plus, la protéine de capside, la glycoprotéine d’enveloppe E2
et la protéine non structurale NS5A, quant a elles, modulent certaines voies de signalisation et
bloquent la fonction de ces ISG (Pflugheber et al., 2002 ; Hosui et al., 2003 ; pour revue
Rehermann, 2009).

Les cellules Natural Killer (NK), rapidement activées par stimulation cytokinique
(Cheent and Khakoo, 2011) agissent de manicre directe en ciblant les hépatocytes infectés (ils
présentent un défaut d’expression du complexe majeur d’histocompatiblité de classe I (major
histocompatibility complex class-1 on MHC-I). La présence de facteurs génétiques régulant le
niveau de sensibilité des cellules NK est corrélée avec la clairance du HCV (Khakoo et
al., 2004). Cependant, la capacité du HCV a interférer avec la fonction des cellules NK reste
controversée (Yoon et al., 2009). Par conséquent, les cellules NK jouent un role important
dans la clairance du HCV de par leurs fonctions cytotoxiques et leur implication dans la
production de cytokines.

Les diverses cytokines produites au cours de la réponse immunitaire innée, vont
¢galement activer les cellules présentatrices de I’antigéne (antigen presenting cells ou APC).
Les cellules dendritiques (DC), qui sont des APC, vont, a leur tour, activer les différents
acteurs de la réponse immunitaire adaptative. Ces cellules sont les seules APC capables
d’induire une réponse cytotoxique faisant intervenir les lymphocytes T (Lt) CDS8'. Par
conséquent, les DC représentent les acteurs cellulaires au carrefour de la réponse immunitaire
innée et de la réponse immunitaire adaptative. Ces cellules peuvent étre permissives a
I’infection par le HCV. Cependant, il semble que la traduction et la réplication du génome
viral dans ces derniéres soient faibles. Enfin, le virus semble altérer les fonctions de
présentation de 1’antigéne de ces cellules, ce qui conduirait & une mauvaise qualité¢ des

réponses T CD4" et T CD8" (Pachiadakis et al., 2005) et ainsi a favoriser la persistance virale.
p

b) Réponse immunitaire adaptative
Dans les phases tardives de I’infection, une réponse spécifique, dirigée contre le HCV
est mise en place. Les hépatocytes infectés par le virus sont attaqués par les lymphocytes T
cytotoxiques (CTL). De plus, les anticorps neutralisants produits par les lymphocytes B (Lp)

reconnaissent et inactivent le virus circulant dans le sérum. Cette réponse immunitaire se met

45



Introduction Partie I - L Hépatite C

en place au bout de plusieurs semaines. Ceci s’explique par le fait que son activation dépend

de la réponse immunitaire innée.

i - Réponse immunitaire adaptative cellulaire

La réponse immunitaire adaptative cellulaire dirigée contre le HCV, est stimulée par
les DC qui migrent dans les ganglions lymphatiques pour présenter les antigénes viraux aux
Lt naifs. Ces derniers, apreés une stimulation croisée, se différencient en Lt Thl (T helper 1)
(CD4"). Ensuite, ces lymphocytes sécrétent de 1’interleukine-2 (IL-2) et de I'ITFN-y induisant
ainsi I’activation et la prolifération des CTL (CDS8") mais aussi des cellules NK. Les CTL
reconnaissent les antigénes du HCV sur les DC. Suite a leur maturation, ces cellules quittent
les ganglions lymphatiques et induisent une réponse cytotoxique afin d’éliminer les
hépatocytes infectés (Hiroishi et al., 2008). L’interféron-y sécrété par ces cellules contribue
¢galement a I’¢limination virale (Lechner et al., 2000).

Au cours de Dinfection aigiie, la réponse T CD4" est détectable dans le sang
périphérique trois a quatre semaines apres contamination. Une corrélation forte entre cette
réponse et la clairance virale semble exister au cours de 1’infection aigiie (Rosen et al., 2002).
L’élimination du virus est associée a une réponse lymphocytaire T CD4" rapide, forte,
soutenue et semblant persister pendant plusieurs années (Takaki er al., 2000). Cependant,
chez les patients chroniquement infectés, la réponse est plus faible, retardée voire transitoire
(Gerlach et al., 1999). La réponse T CD4" est principalement dirigée contre les protéines non
structurales du HCV (Hoffmann et al., 1995 ; Rosen et al., 2002), en particulier la protéine
NS3 qui est trés immunogene.

L’intervalle de temps entre la contamination par le HCV et la détection d’une réponse
T CD8" est variable. Plusieurs études ont suggéré un dysfonctionnement des cellules T CD8"
au cours de I’infection. En effet, il semble que ces cellules présentent un défaut dans leur
capacité a proliférer, a sécréter des cytokines et a exercer leur fonction cytotoxique
(Neumann-Haefelin et al., 2005). De plus, par des mécanismes cytolytiques mais aussi non
cytolytiques (par exemple, via la production d’IFN-y), il semble que la réponse immunitaire
CDS8" contribue a la clairance virale (Thimme et al., 2001). Les patients éliminant le virus
pendant la phase aigué de I’infection présentent généralement une réponse lymphocytaire T
CDS8" trés forte et multi-spécifique (Griiner et al, 2000). Les épitopes viraux ciblés
conditionnent en partie I’échappement viral (Ward et al., 2002). En effet, une réponse dirigée
contre certains épitopes des protéines virales NS3 et NS5B semble favoriser la clairance
virale ainsi qu’une réponse immunitaire soutenue. Néanmoins, au cours de I’infection
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chronique, il semble qu’un équilibre se créer entre I’intensité de la réponse lymphocytaire T
CDS" spécifique et la réplication virale (Lancaster et al., 2002).

Pour conclure, la réponse immunitaire cellulaire joue un rdle important dans
I’évolution de I’infection par le HCV. Toutefois, la contribution relative des Lt CD4" et CD8"
dans la clairance virale n’est pas complétement ¢lucidée. Cependant, ces deux populations

semblent essentielles (Figure 6).

ii - Réponse immunitaire adaptative humorale

Pendant I’infection, de nombreux anticorps dirigés contre le HCV sont produits.
Cependant, la majorité d’entre eux ne possedent pas d’activité antivirale a proprement dite.
En effet, ces anticorps sont soit produits a partir de protéines intracellulaires, non structurales
ou non fonctionnelles provenant du relargage de cellules mortes, soit ils sont dirigés contre
des épitopes n’étant pas impliqués dans le processus d’entrée virale. Toutefois, certains de ces
anticorps sont neutralisants puisqu’ils empéchent ou contrélent l’infection virale. La
découverte de certains d’entre eux a été possible grace au développement des particules
rétrovirales pseudotypées (HCV pseudoparticles on HCVpp) (voir partie 11.C.2.c.) (Bartosch
et al., 2003c ; Bartosch et al., 2003b ; Lavillette ef al., 2005a). De plus, I’activité neutralisante
de certains anticorps monoclonaux et polyclonaux a également été montrée en utilisant les
modeles des souris humanisées ou transgéniques (Law et al., 2008 ; Vanwolleghem et
al., 2008 ; Meuleman et al., 2011a ; Giang et al., 2012).

Les anticorps spécifiques du virus sont détectés huit a vingt semaines apres 1’infection
(Rehermann, 2009). Leur rdle protecteur dans 1’infection du HCV est controversé. En effet,
dans certains cas, ces anticorps ne semblent pas nécessaires pour la résolution de I’infection
(Cooper et al., 1999 ; Post et al., 2004). Dans d’autres cas, ces anticorps sont incapables
d’empécher une ré-infection chez le chimpanzé ou chez [I’homme (Farci et
al., 1992 ; Lai et al., 1994). Cependant, un traitement in vitro du virus avec ces anticorps
neutralisants inhibe son infectivité chez le chimpanzé (Farci et al., 1994). Ainsi, il semblerait
que la capacité du HCV a coexister avec les anticorps neutralisants présents chez les patients
chroniquement infectés puisse s’expliquer par 1’existence d’anticorps non neutralisants qui
inhiberaient les anticorps neutralisants (Zhang et al., 2007 ; Zhang et al.,2009). De plus, des
¢tudes suggerent que la clairance virale est associée a une induction efficace de la production
d’anticorps neutralisants au cours de la phase précoce de Ilinfection (Lavillette et
al., 2005b ; Pestka et al., 2007). De méme, une faible diversité génétique du virus pendant la

phase aigilie de ’infection indiquerait une résolution de I’infection (Farci et al., 2000). De
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manicre intéressante, les anticorps neutralisants peuvent réduire la ré-infection de patients
apres une transplantation hépatique (Féray et al., 1998).

Généralement, les anticorps neutralisants reconnaissent des €pitopes présents sur les
glycoprotéines d’enveloppe El1 et E2 exposées a la surface des virions. Il semble que
I’immunogénicit¢ de ces derniéres dépende de leur niveau de glycosylation
(Helle et al., 2007). Ces anticorps neutralisants interférent avec les interactions entre les
glycoprotéines El et E2 et les récepteurs cellulaires ou en bloquant des étapes post-entrée
comme le processus de fusion (Haberstroh et al., 2008). De plus, les anticorps générés contre
la région HVR1 (hypervariable region I) de E2 corrélent avec la progression de la maladie.
Cependant, malgré leur présence, I’évolution chronique de la maladie ne peut étre empéchée.
Ceci peut étre expliqué comme suit. La pression de sélection exercée par le systéme
immunitaire induit la génération de variants d’échappement (von Hahn ef al., 2007). Ces
nouveaux variants ne sont alors plus reconnus par les anticorps circulants. Ainsi, lorsque de
nouveaux anticorps neutralisants sont générés, d’autres quasi-espeéces apparaissent : elles
¢chappent a la neutralisation. Par conséquent, méme si la région HVR1 de la glycoprotéine
d’enveloppe E2 semble particuliérement immunogene, les anticorps ciblant cette région ne
sont généralement spécifiques que d’un nombre limité d’isolats (Farci et al., 1996a). D’autres
¢tudes décrivent des anticorps neutralisants avec une activité a large spectre, prouvant qu’il
existe aussi des épitopes neutralisants situés hors de HVRI1 (Meunier et
al., 2005 ; Keck et al., 2007 ; Wang et al., 2011). En effet, chez les patients chroniquement
infectés, des anticorps dirigés contre les protéines structurales et non structurales du virus sont

retrouvés (Bartosch et al., 2003c¢ ; Logvinoff et al., 2004 ; Lavillette et al., 2005a).

iii - Mémoire immunitaire
La mémoire immunitaire est octroyée au cours d’une résolution spontanée d’une
hépatite C aiglie. Cependant, elle ne protége pas en cas de ré-infection (Farci et
al., 1992 ; Lai et al., 1994). Néanmoins, cette derni¢re réduit le risque de persistance virale
suite a une ré-exposition (Mehta et al., 2002). En effet, dans une cohorte de patients infectés
par le HCV, la majorité des personnes ayant résolu 1’infection possédaient une forte réponse
immunitaire T spécifique. Toutefois, leur réponse sérologique était perdue dix-huit ans plus

tard (Takaki et al., 2000).
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Figure 6. Représentation schématique de la réponse immunitaire cellulaire au cours de
P’infection par le HCV.

La virémie (courbe rouge) augmente rapidement et diminue avec la mise en place des réponses T
CD4" (courbe noire) et CD8" (courbe verte). Les courbes pleines indiquent que les réponses peuvent
étre variables en fonction des patients. Des réponses immunitaires cellulaires faibles (a) ou ne durant
pas dans le temps (b) sont associées & une virémie persistante et peuvent évoluer vers la chronicité.
Méme dans le cas d’une virémie chronique, une réponse T CDS8' peut étre détectée et peut
persister (a, b). (c) Bien que la virémie apparaisse rapidement et que les réponses cellulaires
apparaissent tardivement, le virus devient indétectable dans le plasma aprés 1’apparition des réponses
T CD4" et CD8". Une remontée de la virémie peut avoir lieu avant la clairance virale.

(a, b, ¢) Les dommages hépatiques, évalués par 1’élévation des transaminases sériques, sont variables
mais coincident généralement avec la présence d’une réponse immunitaire de type T.

D’apres (Bowen and Walker, 2005).
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¢) Réponse immune et progression de la maladie

La réponse immunitaire dirigée contre le HCV serait la cause principale de 1ésion
hépatique associée a I’hépatite C (Rehermann, 2009). Cependant, pendant I’infection aigiie,
’altération du foie, reflétée par une augmentation des niveaux sériques de transaminases,
correle avec Dinfiltration des Lt dans le foie. Elle résulte probablement de 1’expansion et de
I’activation simultanées des CTL spécifiques du HCV. De plus, les cellules hépatiques
¢toilées activées par les cytokines inflammatoires, sécrétent de maniére abondante de la
matrice extracellulaire, parvenant a la fibrose et a la cirrhose. Enfin, les manifestations
cliniques de I’infection aigiie (par exemple : fiévre, maux de téte, myalgie et anorexie)
résultent des médiateurs de I’inflammation (comme les cytokines).

Certaines infections aigiies se résolvent de manicre spontanée, sans augmentation des
transaminases sériques et s’expliqueraient par un controle non cytolytique de I’infection. De
plus, chez les patients immunodéficients et immunodéprimés, un foie 1ésé est observé,
indiquant que d’autres facteurs (probablement des facteurs viraux) pourraient jouer un rdle
dans la pathogenése associée a 1’hépatite C (Fischer ef al., 2007). Régulierement, des effets
cytopathogeénes sont observés en culture cellulaire avec des cellules infectées avec la souche
JFH-1 (japanese fulminant hepatitis-isolate 1) du HCV (Walters et al., 2009).

Actuellement, la réponse immunitaire dirigée au cours de ’infection par le HCV n’est
pas entierement comprise. Ceci s’explique notamment par le fait que les différents acteurs de

I’immunité antivirale innée et adaptative sont étroitement liés.

6) Les thérapies

Jusque récemment, le traitement standard utilis¢é dans le cadre d’une hépatite C
consistait en une combinaison d’IFN alpha pégylé¢ (PEG-IFN-a) et de ribavirine (RBV).
Cependant, avec la récente mise sur le marché de deux nouvelles molécules, le télaprévir et le
bocéprévir, la posologie de ce dernier a quelque peu été reconsidérée. Ces deux inhibiteurs de
la protéase virale NS3/4A ciblent directement la protéase du virus et induisent une
exacerbation de la réponse virologique soutenue (SVR), notamment contre le génotype 1 du
HCV. Une réponse virologique soutenue est définie par la non détection de I’ARN viral dans
le sang, vingt-quatre semaines aprés arrét du traitement. Ce stade clinique est généralement
associé a une régression de la fibrose, a un risque moindre de carcinome hépatocellulaire et a
une morbidité et une mortalité réduites. Ainsi, 1’utilisation de 1’une de ces molécules ouvre de
nouvelles perspectives concernant le traitement anti-HCV. Toutefois, malgré des résultats

prometteurs, cette trithérapie n’est pas transposable chez tous les patients infectés. En effet,
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dans le cas d’un stade avancé de cirrhose, le seul recours est la transplantation hépatique.
Enfin, puisque aucun vaccin n’est disponible contre I’hépatite C, la prévention de I’infection

repose uniquement sur la réduction ou 1’élimination des risques de transmission.

a) De la bithérapie ...
Actuellement, 1’hépatite C est la seule infection virale chronique pouvant étre
éradiquée a 1’aide d’antiviraux. La bithérapie, constituée d’une combinaison de PEG-IFN-a et

de RBV, résulte de nombreuses années de recherche (Davis and Lindsay, 2005).

i - L’interféron

Dans les années 1970-1980, une diminution de la production d’IFN endogéne a été
observée chez les patients chroniquement infectés par le HCV. Pour la premiére fois, en 1984,
I’IFN-a est utilisé en monothérapie (en une prise quotidienne) (Hoofnagle et al., 1986).
L’IFN-o agit de maniére similaire aux IFN endogénes (Feld and Hoofnagle, 2005) en activant
I’expression de centaines de genes impliqués dans le déclenchement d’une réponse
immunitaire innée contre le HCV (voir partie [.B.5.a.). De plus, I'utilisation de ’IFN conduit
a une diminution de la charge virale, a I’induction d’un état antiviral dans les cellules non
infectées, a une augmentation de la lyse des cellules infectées et a une inhibition de la
fibrogenese hépatique (Feld and Hoofnagle, 2005). Enfin, chez les patients qui ne répondent
pas au traitement, une expression constitutive et élevée des ISG est observée. Par conséquent,
chez ces patients, les ISG ne peuvent étre stimulés davantage par 1’apport exogene d’IFN
(Sarasin-Filipowicz et al., 2008). A la fin des années 1990, la pégylation de I’IFN-o,, a permis
de diminuer la posologie de cette molécule. En effet, la conjugaison de I’'IFN au polyéthylene
glycol (PEG) augmente sa demi-vie plasmatique. Ainsi, une injection hebdomadaire de
PEG-IFN suffit a augmenter la tolérance mais aussi la réponse au traitement
(Manns et al., 2001 ; Fried et al., 2002). Dans les années 2000, deux nouveaux types d’IFN
sont découverts : le PEG-IFN-a 2a (Pegasys, Roche) et le PEG-IFN-a 2b (PegIntron, Merk)
(Fried et al., 2002 ; Davis et al., 2003 ; Ghany et al., 2009). Ces deux IFN ont une posologie
différente : la dose de PEG-IFN-a 2a est fixe alors que la dose de PEG-IFN-a 2b est adaptée
en fonction du poids du patient traité. Ces deux types d’IFN différent au niveau de propriétés
pharmacocinétiques expliquées par un type de molécule de pégylation différent. Enfin, en
décembre 2009, le laboratoire Human Genome Sciences (qui est maintenant associé au

laboratoire pharmaceutique GlaxoSmithKline (GSK)) a soumis une candidature aupres de
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I’agence fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) pour une
autorisation de mise sur le marché de I’ Albuferon alpha (Zalbin). Cette molécule correspond a
la fusion de I’I[FN-a avec I’albumine. Elle fait I’objet d’une étude clinique de phase III. Cet
IFN est aussi efficace que le PEG-IFN-a. Cependant, il posséde une durée de demi-vie
plasmatique plus longue et ne nécessite qu’une administration toutes les deux a quatre
semaines (Zeuzem et al., 2008 ; Nelson et al., 2010).

De manicre générale, ’'IFN-a posséde une action limitée et provoque de nombreux
effets secondaires. Ainsi, de nouvelles recherches sont perpétuellement menées afin de
trouver de nouveaux IFN dépourvus des effets négatifs associés a 'IFN-a. Par exemple,
I’IFN-A, récemment testé dans le traitement contre 1’hépatite C, cible plus spécifiquement les
cellules hépatocytaires que I'IFN-o 2a, induisant une diminution des effets secondaires
(Barth, 2011). De plus, chez des patients infectés avec les génotypes 1 a 4, une diminution des
symptomes (état grippal, symptdmes musculo-squelettaux et cytopénie) ainsi que 1’induction
d’une meilleure SVR sont observés (Zeuzem et al., 2011). Enfin, la forme pégylée de cet IFN
s’est révélée intéressante pour traiter les patients chroniquement infectés par le génotype 1,

avec ou sans RBV (Muir et al., 2010).

ii - La ribavirine

La ribavirine (1-B-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide) a été synthétisée
pour la premicre fois en 1972 (Witkowski et al, 1972). Cette molécule, un analogue
nucléosidique de la guanosine, posséde un effet antiviral contre de nombreux virus. De
manicre générale, la RBV est un agent mutagéne qui interfére avec les polymérases virales.
L’effet antiviral de la RBV contre le HCV n’est pas trés bien expliqué. Il pourrait résulter
d’une synergie entre différents mécanismes. Tout d’abord, une inhibition directe de la
réplication du HCV. En effet, du fait de son analogie avec la guanosine, ’incorporation de la
RBYV pourrait bloquer 1’étape d’élongation lors de la traduction. Une autre hypothése suggere
que la RBV, en inhibant une enzyme de 1’hdte, 1’inosine monophosphate déhydrogénase
(IMPDH), interfere avec la synthése de la guanosine triphosphate (GTP), nécessaire a la
polymérase virale et donc a la réplication virale (Markland et al, 2000). Enfin,
I’incorporation de la RBV dans ’ARN peut induire une mutagenese létale, un phénomene
appelé « erreur catastrophe ». Ce phénoméne correspond a une accumulation excessive de
mutations induisant un effondrement de la virulence (Crotty et al., 2000 ; Vo et al., 2003). De

plus, la RBV semble moduler de manié¢re indirecte la réponse immunitaire de 1’hote afin
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d’éradiquer le HCV (Tam et al., 1999 ; Thomas et al., 2011). Lorsqu’elle est prise en
monothérapie, la RBV ne diminue pas les titres viraux du HCV (Dusheiko et
al., 1996 ; Bodenheimer et al., 1997) mais induit une baisse significative des transaminases
sériques (Feld and Hoofnagle, 2005). Ainsi, pour le traitement du HCV, cette molécule n’est
significativement efficace que lorsqu’elle est utilisée en combinaison avec le PEG-IFN-a
(Pawlotsky et al., 2004).

De maniére générale, I’administration de la RBV provoque une anémie hémolytique.
Par conséquent, d’autres molécules sont en cours d’étude. Par exemple, la viramidine (ou
taribavirine), un précurseur de la RBV en cours d’étude clinique de phase III, possede la
méme activité antivirale contre le HCV mais sans D’effet hémolytique (Kearney et

al., 2008 ; Marcellin et al., 2010).

iii - Les résultats obtenus avec la bithérapie ...

Les deux avancées majeures qui ont conduit a la bithérapie, encore utilisée depuis peu
contre 1’hépatite C, sont la pégylation de I'IFN-a et I’addition de RBV. En effet cette
combinaison a augmenté la réponse antivirale en réduisant la rechute apres traitement
(Chemello et al., 1995). En effet, la SVR est de 15 a 20% dans le cas d’'une monothérapie
avec de I'IFN-a, alors que pour la combinaison IFN-a et RBV, elle est de 35%
(McHutchison et al., 1998 ; Poynard et al., 1998).

Généralement, chez les patients chroniquement infectés, le temps de traitement est
adapté en fonction du génotype viral. Il est de quarante-huit semaines pour les génotypes 1, 4,
5 et 6 contre vingt-quatre semaines pour les génotypes 2 et 3 (Di Bisceglie
and Hoofnagle, 2002 ; Shiffman et al., 2007). Une réponse virologique soutenue est obtenue
chez 80% des patients infectés avec les génotypes 2 et 3 alors qu’elle est inférieure a 50%
chez les patients infectés avec le génotype 1 (Davis and
Lindsay, 2005 ; Zeuzem, 2008 ; Kramer et al., 2012).

Pour conclure, ce traitement est trés coliteux. Il est également associ¢ a de nombreux
effets secondaires tels que, fievre, myalgie, maux de téte, anémie hémolytique et dépression
sévere. De plus, malgré I’administration de facteurs de croissance afin de contrer certains de
ces effets secondaires, 1’efficacité limitée, la durée et 'importance de ces effets secondaires
sont a I’origine de nombreux arréts du traitement ainsi que de nombreuses contre-indications.
C’est pourquoi la connaissance de facteurs pouvant prédire la réponse au traitement est

maintenant largement souhaitée.
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iv - Le polymorphisme du géne /L-28B : une découverte majeure de
I’année 2009

Un polymorphisme unique (single nucleotide polymorphism ou SNP), rs12979860,
cod¢ par le chromosome 19, a ét¢ découvert a proximité du géne /L-28B (interleukine-28B)
qui code I'IFN-A3. Ce polymorphisme prédit la réponse au traitement (Ge et
al., 2009 ; Suppiah et al., 2009 ; Tanaka et al., 2009). En effet, au sein d’une cohorte de
patients ayant re¢us une combinaison de PEG-IFN-a et de RBV, 78% des individus avec le
génotype CC, 38% des individus avec le génotype TC et 26% des individus avec le génotype
TT présentent une SVR (Ge et al., 2009). De plus, I’allele 1512979860 C/C est fortement
associée a une clairance virale spontanée (Thomas et al., 2009). De méme, il semble que ce
polymorphisme différe selon I’appartenance ethnique. En effet, les Asiatiques et les
Caucasiens, chez qui la prédominance de 1’alléle C est la plus forte, répondent avec les taux
de SVR les plus forts. En revanche, les Africains, chez qui I’alléle T prédomine, présentent
des taux de SVR plus faibles. De plus, les statuts de ce SNP chez le donneur du greffon et le
receveur correlent avec la réapparition du HCV (Charlton et al., 2011). Par conséquent, le
génotypage du gene IL-28B chez les patients peut donner des informations supplémentaires
concernant le déroulement naturel de I’infection par le HCV. Par conséquent, il est possible
de prédire I’issue du traitement. Ainsi, chez les patients pouvant contrdler naturellement
I’infection ou pour lesquels la SVR serait faible, la bithérapie est a proscrire. En résumé, le
polymorphisme du gene /L-28B est I’un des déterminants le plus prédictif de la SVR.

Dans tous les cas, la décision clinique de traiter 1’hépatite C dépend de la
considération profonde des propriétés du virus et de I’hdte. Ainsi, les nouveaux défis pour le
traitement contre le HCV impliquent de trouver de nouvelles thérapies plus efficaces, moins
toxiques, possédant une activité pan-génotypique et administrées sur une plus courte durée,

tout en évitant I’émergence de mutants de résistance aux antiviraux.

b) ... a la trithérapie ...

L’approbation récente par la FDA mais aussi par I’Europe, concernant les deux
inhibiteurs de protéase a prise orale, le bocéprévir et le télaprévir, en combinaison avec le
PEG-IFN-a et la RBV, introduit une ére nouvelle dans le traitement contre 1’hépatite C. Ces
deux inhibiteurs de la sérine protéase virale NS3/4A ciblent directement
le virus (direct-acting antiviral agents ou DAAs) et sont associés a une augmentation

significative de la SVR, notamment chez les patients infectés par le génotype 1 du HCV.
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Afin d’aboutir a une élimination virale, les stratégies de thérapie efficaces contre le
HCV doivent a la fois stimuler les mécanismes immunitaires de 1’hote et inactiver les étapes
clef du cycle viral. Avec I'utilisation de la trithérapie, ’ARN du HCV est toujours absent du
sérum, vingt-quatre semaines apres suspension du traitement chez les patients infectés par le
génotype 1. Bien qu’étant des inhibiteurs de la méme cible virale, ces deux molécules
présentent des caractéristiques distinctes. Les principales données les concernant sont
résumées dans le tableau 1 (Assis and Lim, 2012). L’assentiment de ces deux inhibiteurs s’est

fait apres validation de nombreux essais cliniques dont les principaux sont décrits ci-apres.

i- Le bocéprévir

Le bocéprévir (Incivek, Vertex) est un inhibiteur de la sérine protéase virale NS3/4A.
C’est un peptidomimétique linéaire de type cétoamide (Venkatraman et al., 2006). Cette
molécule se lie au niveau du site actif de la protéase NS3 afin d'inhiber la réplication virale
dans les cellules infectées par le HCV. La trithérapie associée au bocéprévir consiste en
I’administration de PEG-IFN-a 2b et de RBV pendant quatre semaines suivie par vingt-quatre
a quarante-quatre semaines de trithérapie. Les quatre semaines de traitement avec la
bithérapie standard diminuent les niveaux d’ARN du HCV, avant I’action du DAA. Ainsi, le
risque d’émergence virale ou de résistance au DAA est diminué¢ (Kwo et al., 2010). Le
bocéprévir induit de nombreux effets secondaires. Il est responsable d’une anémie plus sévere
que le télaprévir. En revanche, aucun cas de prurit intense, ni de rougeurs n’ont été observés
avec le bocéprévir. Comme pour le télaprévir, la prise du bocéprévir doit étre arrétée si la
charge virale n’est pas inférieure a 100 IU/ml a la douziéme semaine de traitement ou si
I’ARN viral est de nouveau détectable apres avoir été indétectable. Enfin, une activité limitée
a été observée avec le bocéprévir pour les génotypes 2 et 3.

Au cours d’une étude clinique de phase II (SPRINT-1 ou serine protease inhibitor
therapy-1), I’efficacité et la stireté du bocéprévir en combinaison avec la bithérapie standard a
¢té¢ évaluée chez des patients n’ayant jamais regu de traitement. Cette étude montre que le
bocéprévir augmente de maniere significative la SVR (Kwo et al., 2010). Par la suite, une
¢tude clinique de phase III, SPRINT-2, a été réalisée afin de confirmer ces premiers résultats
(Poordad et al., 2011).

L’¢étude RESPOND-2 (retreatment with HCV serine protease inhibitor boceprevir and

peglntron/rebetol-2), quant a elle, a évalué I’efficacité de la trithérapie chez des patients ayant
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déja recus la bithérapie standard (Bacon et al., 2011). La SVR était de 66% pour la trithérapie

contre 21% pour la bithérapie standard.

ii - Le télaprévir

Le télaprévir (VX950, Victrelis, Merk) est également un inhibiteur de la sérine
protéase virale NS3/4A. Cet inhibiteur mime la région C-terminale de NS3 et bloque son
activité protéasique en se fixant au niveau du site actif. Cette molécule est capable d’inhiber
différentes enzymes impliquées dans la métabolisation des drogues au niveau du foie (telles
que le cytochrome P450 2C, le cytochrome 3A4 et le cytochrome 1A). Cette propriété pose
probléme en ce qui concerne la prescription de certaines drogues, notamment chez les patients
co-infectés avec le HIV (Kiser ef al., 2012) mais également chez les patients ayant subit une
transplantation hépatique (Charlton and Leise, 2011). De plus, ’addition du télaprévir a la
bithérapie standard augmente les effets secondaires du traitement. En effet, il n’est pas rare
d’observer I’apparition de symptomes tels que, prurit, rougeurs, désordres gastro-intestinaux
et anémie chez les patients. Le télaprévir, contrairement au bocéprévir, ne permet pas
I’utilisation d’agents stimulant 1’érythropoic¢se dans la gestion de ’anémie mais requiert une
réduction de la dose de RBV. De plus, le nombre de comprimés a prendre est contraignant et
demande une logistique importante. En effet, le télaprévir doit étre pris avec un repas
contenant vingt grammes de lipides afin d’optimiser son absorption. Enfin, la prise de cette
molécule doit étre arrétée si le niveau d’ARN ne diminue pas en-dessous de 1000 IU/ml aux
semaines quatre ou douze, ou s’il est toujours détectable a la semaine vingt-quatre, ou encore
si il y a une ré-émergence aprés une phase non-virémique au cours du traitement pouvant
s’expliquer par la propagation d’une résistance virale a cette classe d’inhibiteurs protéasiques.
Le polymorphisme associé au gene /L-28B ne semble pas avoir d’effet en ce qui concerne la
réponse au traitement constitu¢ de télaprévir (Jacobson et al., 2011 ; Sherman et al., 2011).
De plus, le télaprévir n’a pas d’effet antiviral contre le génotype 3 mais un effet notable pour
le génotype 2 (Foster et al., 2011).

L’efficacit¢ du télaprévir a été testée au cours d’essais cliniques de phase II
(PROVE-1 et PROVE-2) chez des patients infectés avec le génotype 1 n’ayant jamais regu de
traitement (Hézode et al., 2009 ; McHutchison et al., 2009). Au cours de cette étude, il a été
montré que la durée du traitement peut étre réduite. Enfin, ’augmentation des taux de SVR
avec la trithérapie, conforte I’addition du télaprévir en combinaison de la bithérapie standard
pour le traitement contre le HCV. Par la suite, un essai clinique de phase III a été mené,

ADVANCE. Au cours de cette étude, des personnes infectées avec le génotype 1 du HCV et
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n’ayant jamais re¢u de traitement auparavant ont été enrdlées (Jacobson et al., 2011). Cette
¢tude a confirmé I'augmentation du taux de la SVR avec l'utilisation du télaprévir en
combinaison avec la bithérapie standard. De plus, cette étude a également permis de mettre en
¢vidence que certains critéres ethniques sont & prendre en considération, afin d’établir la
posologie la plus optimale possible, lors de I’inclusion d’un DAA a la bithérapie standard.
Une autre étude, 1’étude ILLUMINATE, a permis de comparer, de maniere directe, la durée
du traitement chez des patients n’ayant jamais regu de traitement (Sherman et al., 2011). Cette
¢tude a mis en évidence une meilleure tolérance du traitement lorsque celui-ci est administré
de maniere succincte.

L’étude REALIZE, un essai clinique de phase III a comparé la trithérapie a la
bithérapie standard chez des patients ayant déja recu un traitement (Zeuzem et al., 2011).
Dans cette étude, les patients ont été classés en trois groupes différents. Les non-répondeurs
(chez ces patients, la diminution de ’ARN est inférieure a deux logarithmes a la semaine
douze), les répondeurs partiels (la diminution de I’ARN est d’au moins deux logarithmes a la
semaine douze, mais une virémie persiste tout au long du traitement) et les personnes ayant
rechuté (chez ces patients, une réponse virologique précoce apparait, il y a une réponse a la
fin du traitement, mais apres arrét du traitement, les patients rechutent). Cependant, pour tous
les groupes, le taux de SVR était nettement amélioré.

Pour conclure, le bocéprévir et le télaprévir, deux inhibiteurs de premiere génération,
exercent un effet antiviral contre le génotype 1 du HCV. Cependant, leur utilisation a

engendré I’apparition de mutations de résistance.

¢) ... en passant par la découverte d’autres molécules ...

De nouvelles molécules présentant une efficacité augmentée, une barricre a la
résistance virale plus élevée, une tolérance accrue, une durée de traitement plus courte et un
besoin en IFN réduit sont en cours de développement. Ainsi, ces nouvelles classes
d’antiviraux comprennent des nouveaux inhibiteurs de la protéase NS3/4A, des inhibiteurs de
la protéine virale NS5A, des inhibiteurs de la polymérase NS5B, mais aussi des inhibiteurs
ciblant d’autres composés du génome viral ainsi que des protéines cellulaires nécessaires au
cycle viral du HCV. L’efficacité de ces molécules est étudiée en phases cliniques. Les

molécules les plus prometteuses seront bri¢vement décrites et présentées dans le tableau 2.
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| Drug category LTarget LEC;O LDosing iRegimen LPhase II LPhase 111 LRGT

TMC435 NS3/4A 8 nmol/l Once + Peg-IFN, RBV SVR 68-76% N/A Yes
daily

Asunaprevir NS3 1-4 nmol/l Twice + Daclatasvir SVR 27% N/A No
daily

ACH-1625 NS3 1 nmol/l Once + Peg-IFN, RBV SVR 75-81% N/A No
dail

PSI-7977 NS5B 92 nmol/l Once + Peg-IFN, RBV N/A N/A Yes
daily

Mericitabine NS5B 25 nmol/l Twice + Peg-IFN, RBV SVRin91% of | N/A Yes
dail eRVR

VX-222 NS5B 41-65 nmol/l Twice + Telaprevir, RBV, SVR 82-93% N/A Yes
daily Peg-IFN

Setrobuvir NS5B 3-50 nmol/l Twice + Peg-IFN, RBV SVR 73-75% N/A No

i ANAS598 i daili

Daclatasvir NSSA 9-50 pmol/l Once + Asunaprevir SVR 27% N/A Yes
daily

GS5885 NS5A 34 pmol/l Once + Peg-IFN, RBV SVR 90% N/A No
dail

Alisporivir Cyclophilin 200 nmol/I Once + Peg-IFN, RBV SVR 76% N/A Yes
daily

ECso, half maximal effective concentration; eRVR, extended rapid virologic response; N/A, not applicable; Peg-IFN, pegylated interferon;
PIL, protease inhibitor; RBV, ribavirin; RGT, response-guided therapy; SVR, sustained virologic response.

Tableau 2. Les agents antiviraux ciblant directement la particule virale (DAAs) les plus
prometteurs en cours d’étude.
D’apres (Assis and Lim, 2012).

i - Les autres inhibiteurs de la protéase

De maniére générale, les autres inhibiteurs de la protéase présentent certains avantages

par rapport au bocéprévir et au télaprévir. Par exemple, une prise quotidienne suffit a

I’exercice de leur activité antivirale. C’est notamment le cas pour les inhibiteurs BI201335

(Boehringer-Ingelheim),

TMC435

(Tibotec/Janssen-Cilag)

ou

€ncore

asunaprevir

(BMS-650032 - Bristol-Myers Squibb). Cependant, ces inhibiteurs ne sont pas parfaits. En

effet, des troubles gastro-intestinaux, a I’origine de 1’arrét du traitement, sont observés chez

certains patients (Sulkowski et al., 2011). Toutefois, la molécule TMC435 posséde un effet

antiviral contre les génotypes 2, 4, 5 et 6 (en plus du génotype 1) alors qu’elle n’a aucun effet

contre le génotype 3 (Moreno et al., 2012). D’autres inhibiteurs tels que, ACH-1625
(MK-7009 -
(ITMN191/RG7227 - Roche/Genentech), le narlaprevir (SCH900518 - Merck), PHX1766
(Phenomix), ABT-450 (Abbott), GS-9256 (Gilead) et GS-9451 (Gilead) sont également des

(Achillion),

le

vaniprevir

Merck), le

danoprevir

inhibiteurs de protéase en cours d’essai clinique. Ces molécules ont des potentiels antiviraux

du méme ordre de grandeur que ceux observés pour le télaprévir et le bocéprévir. Par
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conséquent, ces inhibiteurs soulévent de grands espoirs concernant une amélioration de la
pharmacocinétique et de la tolérance.

Un inhibiteur de protéase de seconde génération : MK-5172 (Merck) a montré une
activité antivirale pan-génotypique (y compris contre le génotype 3), avec un profil amélioré
concernant 1’apparition de mutations de résistance (Summa et al., 2012). Cependant,
I’absence d’essais in vivo ne permettent pas de conclure quant a son profil définitif de

résistance.

ii - Les inhibiteurs de la protéine virale NSSA

Actuellement, les inhibiteurs de la protéine virale NS5A en cours de développement
clinique, se lient au domaine I de la protéine NS5A. Par exemple, I’inhibiteur daclatasvir
(BMS-790052 - Bristol-Myers Squibb), qui est actif contre tous les génotypes viraux dans les
études in vitro, est actuellement en essai clinique de phase II. Son utilisation en trithérapie,
dans un essai clinique de phase Ila, chez des patients n’ayant jamais été traités et étant
infectés avec le génotype 1, a montré une SVR améliorée (Pol et al, 2012). Un autre
inhibiteur, la molécule GS5885 fait également I’objet d’une étude clinique de phase II (Lawitz
etal.,2012).

Il existe d’autres inhibiteurs de la protéine NS5A : SCY-465 (Scynexis), BMS-824393
(Bristol-Myers Squibb), AZD7295 (Arrow Therapeutics/AstraZeneca), PPI-461 (Presidio) et
GS-5885 (Gilead). Cependant, des mutations de résistance ont déja été répertoriées pour

certains d’entre eux.

iii - Les inhibiteurs de la polymérase
Pour I’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) NS5B, il existe deux types
d’inhibiteurs. Les analogues nucléosidiques/nucléotidiques qui bloquent cette enzyme en se
fixant au niveau de son site actif et les inhibiteurs allostériques ou
non-nucléosidiques/non-nucléotidiques, qui inhibent 1’activité de 1’enzyme en se fixant a

distance du site actif.

* Les inhibiteurs nucléos(t)idiques
Les inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de I’ARN polymérase NS5B sont des
analogues ciblant le site actif de cette protéine virale. Afin d’étre actifs intracellulairement,
ces composés nécessitent respectivement deux et trois étapes de phosphorylation. Ces

molécules agissent comme des leurres pour la RdRp en induisant, suite a leur incorporation,
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une terminaison précoce de I’ARN en cours de synthése. De maniére importante, le site actif
de la RdRp est tres conservé entre les différents génotypes viraux ce qui explique ’activité
pan-génotypique de ces molécules. Actuellement, différents inhibiteurs sont en cours d’essais
cliniques. Par exemple, I’inhibiteur GS-7977, un analogue de 1’uridine, a été utilisé en
combinaison avec la bithérapie standard, dans une étude clinique de phase IIb. Cet inhibiteur
arbore une SVR de 91% chez des patients infectés avec le génotype 1 n’ayant jamais été
traités auparavant (Lawitz et al., 2011). Parmi ces inhibiteurs nucléotidiques, certains ne
nécessitent qu’une prise journaliere : les molécules PSI-7977 (Pharmasset/Gilead), IDX-184
(Idenix) et PSI-938 (Pharmasset/Gilead). De plus, chez les patients infectés avec
le génotype 1, les inhibiteurs PSI-7977 et PSI-938 diminuent le niveau d’ARN du HCV
(Lawitz et al., 2011).

* Les inhibiteurs non-nucléos(t)idiques
Les inhibiteurs non-nucléosidiques/non-nucléotidiques se lient sur I’un des quatre sites
allostériques de la polymérase virale. Parmi ces inhibiteurs, les molécules BILB1941
(Boehringer-Ingelheim), MK-3281 (Merck), BI207127 (Boehringer-Ingelheim), VX-222
(Vertex), le sétrobuvir (ANA598) et le tégobuvir (GS-9190 - Gilead) sont retrouvées. Pour
ces inhibiteurs de la polymérase virale, des mutants de résistance ont été observés, soit

in vitro, soit in vivo.

iv - Les inhibiteurs des protéines et des facteurs de I’héte impliqués

dans le cycle du virus de I’hépatite C
Afin d’¢éliminer le HCV, d’autres stratégies antivirales consistent a cibler les protéines
ou les facteurs de I’hdte nécessaires au cycle du HCV (Khattab, 2009). Ainsi, cibler les
facteurs cellulaires impliqués dans le cycle du HCV constitue une bonne approche puisque le
risque de résistance a la drogue est plus réduit. Cependant, de telles stratégies impliquent

I’évaluation de la toxicité cellulaire de la drogue.

* Les inhibiteurs des cyclophilines
Les cyclophilines sont des chaperones ubiquitaires impliquées dans le repliement des
protéines. La cyclophiline A est essentielle pour I’étape de réplication virale du HCV
(Chatterji et al., 2009 ; Kaul et al., 2009 ; Lohmann et al., 2009). La cyclosporine non
immunosuppressive alisporivir (DEBO25 - Novartis) est efficace in vitro et in vivo chez les

patients infectés par le HCV et le HIV (Paeshuyse et al., 2006 ; Flisiak et al., 2008 ; Flisiak et
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al., 2009). Toutefois, actuellement, le développement de cet inhibiteur est suspendu puisque

ce dernier est a I’origine de pancréatites mortelles.

* Les inhibiteurs du microRNA-122
Le microRNA-122 est essentiel pour la régulation des niveaux d’ARN du HCV
(Jopling et al., 2005 ; Jopling, 2008). Le traitement des chimpanzés avec 1’oligonucléotide
SPC3649 supprime la virémie associée au HCV sans signe de résistance (Lanford

etal.,2010).

* Les autres inhibiteurs

Actuellement, les inhibiteurs en cours de développement ciblent préférentiellement
I’¢tape de réplication virale. Néanmoins, afin de limiter la propagation du HCV, I’entrée
virale représente une cible de choix. En effet, cette étape peut étre inhibée en ciblant, le virus
ou les facteurs cellulaires nécessaires au virus pour rentrer dans la cellule ou le processus de
fusion ... Ainsi, plusieurs molécules sont en cours de développement. Parmi les plus
prometteuses, la molécule ITX-5061, un antagoniste du facteur d’entrée SR-BI (scavenger
receptor class B type I) est en essai clinique de phase II. Cet inhibiteur bloque I’entrée du
HCV dans la cellule (Syder ef al., 2011). D’autres molécules telles que la molécule EI-1
(Baldick et al., 2010), la griffithsine (Meuleman et al., 2011b) ou des anticorps monoclonaux
(Meuleman and Leroux-Roels, 2008 ; Meuleman et al., 2008 ; Fofana et al., 2010 ; Meuleman
et al., 2012) pourraient également constituer des molécules a fort potentiel thérapeutique.

Enfin, I’activité canal ionique de la protéine p7 peut étre inhibée par la molécule
BIT225 (Luscombe et al., 2010).

(Pour revues sur les antiviraux : (Assis and Lim, 2012 ; Ploss and Dubuisson, 2012 ;
Poordad and Dieterich, 2012 ; Salloum and Tai, 2012 ; Sarrazin ef al., 2012 ; Wartelle-Bladou
etal.,2012)).

d) ... vers un traitement sans interféron ?

De maniére générale, les problémes associés aux DAAs sont la sélection et
I’apparition de mutants de résistance diie a la forte pression exercée par ces molécules sur le
virus. Le probléme peut étre résolu en combinant plusieurs molécules. De plus, I’apparition
d’effets secondaires additionnels constitue un obstacle supplémentaire pour les patients étant
déja intolérants a la bithérapie standard. En outre, cette trithérapie ne peut étre recommandée

dans le cadre de cirrhoses décompensées et de post-transplantation hépatique. Ainsi, il est
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nécessaire de développer de nouvelles stratégies antivirales plus siires et dépourvues d’IFN.
En 2011, I’accord de la FDA concernant la mise sur le marché du bocéprévir et du télaprévir
semble étre un tremplin vers le but ultime : éradiquer le HCV a I’aide d’une médication orale
et dépourvue d’IFN. Dans cette logique, de nombreuses études sont menées afin d’évaluer
I’efficacité de différentes combinaisons de DAAs (Gane et al., 2010 ; Garber, 2011 ; Lok et
al., 2012).

Pour conclure, en ’absence d’IFN, cibler le virus a différentes étapes du cycle viral
afin d’avoir une action synergique et éviter la sélection de variants de résistance, semble
constituer une bonne approche antivirale. Les différentes études menées en essai clinique de

phase II sont listées dans le tableau 3.

7) Perspective de vaccination

Actuellement, il n’existe pas de vaccin contre le HCV. Toutefois, de nombreux essais
cliniques sont menés. Ces derniers englobent aussi bien des vaccins a fin prophylactique qu’a
fin thérapeutique (Houghton and Abrignani, 2005 ; Strickland et al., 2008 ; Gal-Tanamy et
al., 2009 ; Major, 2009 ; pour revue Roohvand and Kossari, 2012) (Tableau 4).
Généralement, les études menées sur les vaccins prophylactiques sont réalisées sur un nombre
restreint de chimpanzés. En effet, il est impossible de tester ces vaccins chez ’homme. De
plus, I’analyse statistique de I’efficacité de ces derniers impliquerait la vaccination d’un grand
nombre d’individus au sein d’un réservoir a haut risque de transmission de la maladie.

I1 existe deux types de vaccins prophylactiques. Les vaccins prophylactiques induisant
des réponses cellulaires de type T et ciblant les protéines non structurales du HCV et ceux
induisant des réponses de neutralisation et faisant intervenir les anticorps. En général, ces
derniers ciblent les glycoprotéines d’enveloppe du virus. En 1994, Choo et al. ont injecté a
des chimpanzés des hétérodiméres purifiés des glycoprotéines d’enveloppe El et E2. En
réponse a une stimulation avec un virus du méme génotype, les animaux ont développé une
immunité humorale et une immunité cellulaire. Ainsi, les animaux étaient protégés du
développement d’une infection chronique (Choo et al., 1994). Ce vaccin est actuellement en
essai clinique. En 2006, Folgori ef al., ont utilisé deux virus de sous-génotypes différents lors
d’une stratégie de vaccination prophylactique. Un virus de génotype la a été utilisé pour le
vaccin, alors qu’un virus de génotype 1b a été utilisé pour la stimulation (Folgori et al., 2006).
Récemment, une nouvelle stratégie de vaccination a été €laborée. Cette derniére consiste a
induire des réponses cellulaires T (CD4" et CDS8") en utilisant des vecteurs adénoviraux

exprimant les protéines non structurales du HCV (de génotype 1b). De maniére intéressante,
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des réponses cellulaires T importantes et soutenues ainsi qu’une immunité protective ont été
obtenues avec ce vaccin (Barnes et al., 2012). D’autres approches vaccinales qui consistent a
immuniser génétiquement des animaux avec des vecteurs plasmidiques ADN ou des vecteurs
viraux atténués ou défectueux exprimant diverses protéines virales du HCV afin de stimuler
I’expression génique et I’'immunogénicité chez I’hote ont également été mises en ceuvre
(Pancholi et al., 2003 ; Abraham et al, 2004). De maniére générale, les vaccins
prophylactiques en développement comprennent des peptides synthétiques correspondant a
des épitopes spécifiques et conservés du HCV. Ils sont administrés seuls, en combinaison, ou
sous forme de polypeptides synthétiques comportant de multiples épitopes.

Les vaccins thérapeutiques sont, quant a eux, utilisés afin d’améliorer les traitements
actuels utilisés contre le HCV (Houghton and Abrignani, 2005). En effet, certaines données
suggerent que l’efficacité de la bithérapie (PEG-IFN-a et RBV) est liée a la réponse
immunitaire adaptative humorale et cellulaire de 1’héte (Baumert et al., 2000 ; Freeman
et al., 2005 ; Caetano et al., 2008). Par exemple, le vaccin IC41 (Intercell), contenant cinq
peptides conservés, présents dans les protéines core, NS3 et NS4 du HCV, induit une réponse
cellulaire de type T. Malgré la fiabilité de ce vaccin (Firbas et al., 2006 ; Klade et al., 2008),
ce dernier ne peut étre utilisé en monothérapie puisqu’il n’induit qu’une faible réponse
antivirale. Toutefois, lorsqu’il est utilis¢é en combinaison avec la bithérapie standard, une
réponse virologique soutenue importante est obtenue (Wedemeyer et al., 2009). Enfin, la
vaccination thérapeutique peut stimuler la réponse immunitaire innée, par exemple en incluant
des motifs CpG dans un vaccin ADN.

Le développement de stratégies de vaccinations prophylactiques et thérapeutiques est
nécessaire dans la lutte menée contre le HCV (Houghton and Abrignani, 2005 ; Strickland et
al., 2008). Les résultats encourageants obtenus récemment avec la trithérapie laissent a penser

que certains de ces vaccins pourront étre efficaces contre le HCV.
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Clinical Phase of the clinical trial
Type Immunogen Company Resulis
goal Pre | 1| [m| v
Humeoral and cellular
g‘ immune responses
- - E1{E2 in oil/water Chiron / May protect against
-] 2 adjuvant Novartis chronic infection with
g S closely related virus in
g chimpanzee
[
= Cerein Chiron / ; ;
3 . ISCOMATRIX Novartis :g’:a"guz:"" responses in
& z adjuvant and CSL
=3 -
® B NS3-NS4-NS5-Core | Chiron / Primes Tocoll resiionese Iy
in ISCOMATRIX Novartis e ponses 1
adjuvant and CSL CRSIpEIEaos
T-cell responses in HCV-
Co":.’sta ?:d N|S4 infected patients but no
o geﬁr:.nees;;'. v[a)zty. Intercell significant decrease in viral
5 Igt 1' i load except in case of a
2 » (IC41) high initial viral load
2 g
(2] ] HCV peptides .
§ § formulated with E;;“.fc"h T-cell responses in mice
5 influenza virosomes !
o
@ Peptide cocktail K Humoral and cellular
- urume . .
derived from E1, University immune responses in
E2, NS3, NS5A HCV-infected patients
- . ;
o | § |cmonveccnss | Tivepans byt iy
> § 4a DNA vaccine Inovio patients
2 g MVA expressing
2 < NS3, NS4 and Decrease in viral load in
g % NS5B Transgene some patients
g 1 (TG 4040)
[
3 - Heat-killed yeast
a g expressing Core Siobe- T-cell responses in mice
3 8 and NS3 (GI-505, Immune : P !
L < Tarmogen)

Tableau 4. Les principaux vaccins thérapeutiques et prophylactiques anti-HCV en cours d’étude

clinique.

Adapté de (Gal-Tanamy et al., 2009).
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Partie II — Le virus de I’hépatite C

A. Découverte du virus de I’hépatite C

En 1975, seuls les virus des hépatites A et B étaient connus comme pouvant étre les
agents étiologiques responsables d’une hépatite virale. Cependant, pour 10% des transfusions
sanguines, une hépatite virale, n’étant pas die a ces deux virus, se développait. A 1’époque,
I’entité étiologique responsable de ces cas d’hépatite virale était encore inconnue et non
identifiée. Dans un premier temps, cette entité¢ a été appelée le virus de I’hépatite non-A
non-B (virus de I’hépatite NANB) (Alter et al., 1975 ; Feinstone et al., 1975). A la suite de
diverses expériences, ce virus a €té caractéris€¢ physiquement : c’est un petit virus enveloppé
(Bradley et al., 1983 ; Feinstone et al., 1983 ; Bradley et al., 1985 ; He et al., 1987).
En 1989, avec I’arrivée du modele animal du chimpanzé (Alter et al., 1978 ; Bradley et
al., 1985 ; He et al., 1987) et I’apparition de nouvelles techniques de biologie moléculaire
(telles que la PCR (Mullis and Faloona, 1987)), son identification moléculaire a été possible.

C’est ainsi qu’en 1989, le virus de I’hépatite NANB a ¢ét¢ dénommé virus de
I’hépatite C par le Dr Michael Houghton (Chiron, Etats-Unis). Ce virus a été identifié en
criblant une banque d’ADN complémentaires issus du plasma d’un chimpanz¢ infecté, avec
les anticorps présents dans le sérum d’un patient souffrant d’une hépatite chronique NANB.
Ainsi, en 1989, Choo et al. ont isolé parmi plusieurs milliers de clones différents, un premier

et unique clone du HCV (Choo et al., 1989).

B. Généralités sur le virus de I’hépatite C

1) Classification et variabilité génomique

Les ¢tudes sur la séquence et I’organisation génomique du HCV ont montré que ces
derniéres possedent des similitudes avec les membres de la famille des Flaviviridae (Choo et
al., 1991) (Figure 7). Le virus de I’hépatite C est un des représentant du genre Hepacivirus de
cette famille (Kapoor ef al., 2011 ; Burbelo ef al., 2012). D’autres genres, les Flavivirus, les
Pestivirus et les Pegivirus composent cette famille. Toutefois, le HCV se distingue de ces

derniers par I’organisation de ses protéines structurales (Choo et al., 1991).
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Figure 7. Arbre phylogénétique de la famille des Flaviviridae.
Cet arbre est basé sur une comparaison des séquences de I’ARN polymérase.
D’apres (Kapoor et al., 2011).

Comme la majorit¢ des virus & ARN, le génome du HCV code pour ses propres
protéines virales. Ces derniéres sont essentielles pour la réplication virale, une étape réalisée
par une ARN polymérase ARN-dépendante. Cette enzyme ne posséde pas d’activité de
relecture, ni de correction des erreurs. Ainsi, des mutations apparaissent et s’accumulent au
cours des cycles de réplication. En effet, la fréquence d’erreur de I’ARN polymérase
ARN-dépendante du HCV est de 10 a 10” par nucléotide. De plus, environ 10'* virions sont
produits chaque jour (Neumann et al, 1998). Ainsi, une grande diversité génétique est
retrouvée au sein méme d’un individu infecté mais aussi entre différents individus infectés par
ce virus.

Les analyses phylogénétiques ont permis de classer les variants du HCV en sept
génotypes (Murphy et al., 2007 ; Gottwein et al., 2009) ainsi qu’en sous-types viraux
(Simmonds et al., 1993 ; Simmonds et al., 2005). Ces génotypes se répartissent de manicre
diversifiée a la surface du globe terrestre (Figure 8). De plus, ils ne répondent pas de la méme
maniére a la bithérapie standard (voir partie [.B.6.a.iii.) et n’induisent pas la méme sévérité de
la maladie (Zein, 2000). D’un point de vue de leur séquence nucléotidique, les génotypes
viraux différent de 21 a 32% (Simmonds et al., 1993). Par conséquent, chez un patient
infecté, le HCV circule sous la forme d’une quasi-espéce virale en constante évolution. Ainsi,
le HCV échappe aux différents acteurs de la réponse immunitaire de 1’hote, mais aussi aux

traitements antiviraux, et enfin, retarde la découverte d’un vaccin.
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Figure 8. Répartition mondiale des différents génotypes du HCV.
D’apres (Negro and Alberti, 2011).

2) Propriétés biophysiques de la particule virale

Le virus de I’hépatite C est un virus enveloppé, de forme sphérique, dont le diameétre
moyen est de 60 nm (Kaito ef al., 1994). 1l est constitué d’une nucléocapside d’environ 30 nm
de diametre et d’une enveloppe lipidique dans laquelle sont insérées les protéines d’enveloppe
El et E2, hautement glycosylées (Figure 9) (Matsuura et al., 1992 ; Lanford et
al., 1993 ; Ralston et al., 1993). Dans le sang de certains patients infectés, le HCV peut
circuler a des titres pouvant atteindre 10 & 10" génomes équivalents par millilitre de plasma
(Herrmann et al., 2000). Il forme des complexes avec les composés du sérum tels que les
lipoprotéines, les anticorps, les facteurs rhumatoides mais aussi les cryoglobulines (Thomssen
et al., 1993 ; Nielsen et al., 2006).

La densité des particules du HCV présentes dans le sérum différe selon la méthode
d’analyse utilisée et 1’échantillon d’origine (Thomssen et al., 1993 ; André et al., 2002).
Toutefois, ces particules sédimentent selon deux ou trois populations distinctes dans les
expériences de gradient de densité (Choo et al., 1995 ; Trestard et al, 1998 ; Nielsen et

al., 2006). La fraction la plus légere (< 1,06 g/ml) contient des virions infectieux associés aux
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lipoprotéines de tres faible et de faible densité (very low- ou low-density lipoproteins (VLDL
ou LDL)). Ces particules sont essentiellement détectées chez les patients en phase aigiie de
I’infection. Enfin, les particules de haute densité¢ (> 1,21 g/ml) sont, quant a elles, associées
avec des immunoglobulines. Ces derniéres sont peu infectieuses et sont souvent observées
chez des patients immunocompétents (Hijikata et al., 1993). De plus, des nucléocapsides non
enveloppées peuvent également étre retrouvées dans le sérum de patients infectés (Maillard et
al., 2001). La contribution de chacune de ces fractions dans 1’infection est difficile a estimer.
L’infectivité de ces particules ne peut étre completement évaluée chez les chimpanzés. De
plus, la nature de I’association entre le HCV et les VLDL ou LDL n’est toujours pas connue
(Huang et al., 2007). Cette derniére pourrait refléter le mécanisme d’assemblage et de
sécrétion de la particule virale mais aussi protéger le virion de D’action des anticorps
neutralisants. Enfin, une étude de fusion entre des particules du HCV produites en culture
cellulaire et des liposomes a suggéré que les particules de faible densité présentaient une plus

forte fusogénicité (Haid et al., 2009).

apolipoprotéines

enveloppe virale

nucléocapside

ARN simple brin
de polarité positive

glycoprotéines d’enveloppe
E1etE2

60 nm

Figure 9. Représentation schématique d’une particule du HCV.

3) Organisation génomique
a) Vue d’ensemble du génome du virus de I’hépatite C
Le génome du HCV est un ARN simple brin de polarité positive de 9,6 kilobases (kb).

Cet ARN, constitué¢ par un unique cadre ouvert de lecture (ORF), est flanqué en 5’ et 3’ par
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deux régions non codantes (untranslated regions ou régions UTR). Il code pour une
polyprotéine unique d’environ trois mille acides aminés. A la suite de différents clivages, les
trois protéines structurales (la protéine de capside, encore appelée core et les deux
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2), mais aussi les sept protéines non structurales (les
protéines p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) sont générées. Enfin, un décalage du
cadre ouvert de lecture au niveau de la protéine de capside pourrait conduire a la production
d’une protéine supplémentaire : la protéine F (frameshift protein), encore dénommée ARFP

(alternative reading frame protein) (Figure 10).

b) La région 5’ non codante

La région 5° UTR est une région structurée et conservée parmi tous les génotypes
viraux. Elle contient quatre grands domaines (numérotés de I a IV), composés par des
structures en tiges-boucles (Wang et al., 1995 ; Honda et al., 1996 ; Honda et al., 1999). Cette
région contient un site d’entrée interne des ribosomes (internal ribosome entry site ou IRES)
qui médie la traduction de I’ORF en absence de coiffe (voir partie I1.D.2.). Ainsi, en recrutant
la sous-unité ribosomale 40S, ’IRES est capable de former un complexe stable d’initiation de
la traduction. La totalit¢ de la région 5> UTR est requise pour la réplication de ’ARN. En
effet, des séquences situées dans les domaines I et II de cette région sont nécessaires a cette
¢tape (Friebe et al., 2001 ; Kim et al., 2002). En outre, des structures conservées dans la
séquence complémentaire de la région 5’ UTR servent de site d’initiation pour la synthése des
brins positifs d’ARN (Mahias et al., 2010). Enfin, du fait de son extréme conservation et de
son importance, la région 5> UTR constitue une cible de choix pour la thérapie anti-HCV

basée sur I’ARN interférence (Kanda et al., 2007).

¢) La région 3’ non codante

La région 3’ UTR correspond aux derniers nucléotides du génome viral. Cette région
est organisée en trois parties : une premiere peu conservée d’environ quarante nucléotides,
une deuxiéme constituée par un motif poly(U/UC) qui régule la réplication et une troisiéme
trés conservée de quatre-vingt-dix-huit nucléotides appelée la région X-tail (Kolykhalov et
al., 1996). De manicre importante, il n’existe pas de queue poly(A) dans la région 3° UTR du
HCV. Cependant, la région X-tail pourrait suppléer ce role. Cette dernicre, trés conservée, se
présente sous la forme d’une structure secondaire formée de trois tiges-boucles (Tanaka et
al., 1996). Afin d’initier la réplication, des éléments conservés de cette région 3° UTR sont

essentiels. En effet, ils peuvent étre utilisés comme séquence d’initiation pour la synthése des
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brins d’ARN négatifs (Kolykhalov ef al., 2000). De plus, la région 3’ UTR est nécessaire pour
la réplication de I’ARN viral (Yi and Lemon, 2003) mais peut également étre impliquée dans

la traduction du génome viral, sa stabilisation ainsi que son encapsidation (Song et al., 2006).

4) Les protéines codées par le génome du virus de I’hépatite C et leur role au
cours du cycle viral infectieux

Généralement, les virus a ARN posseédent de petits génomes. Malgré une information
génétique restreinte, ces virus ont développé diverses stratégies afin de se répliquer de
maniere efficace. Par conséquent, afin d’accomplir leur cycle viral, ces virus utilisent de
nombreux facteurs cellulaires et détournent de nombreuses fonctions cellulaires a leur
avantage. De plus, une seule et méme protéine virale peut remplir diverses fonctions. Ainsi, le
virus de I’hépatite C, dont le génome viral ne code que pour une dizaine de protéines, utilise

certaines de ces stratégies (Figure 10).

a) Le clivage de la polyprotéine, la localisation subcellulaire et I’ancrage
membranaire des protéines virales du virus de I’hépatite C
Grace a un signal peptide présent dans la séquence codante a la jonction de core et E1,
la polyprotéine du HCV est ciblée vers le ER. Ainsi, les ribosomes associés a la membrane de
cette organelle synthétisent la forme précurseur de cette polyprotéine virale. Par la suite, la
polyprotéine précurseur est clivée co- et post-traductionnellement par diverses protéases afin
de générer les protéines virales matures. Les protéines structurales ainsi que le polypeptide p7
sont maturés par le complexe signal peptidase du ER qui clive entre C/E1, E1/E2, E2/p7 et
p7/NS2. De plus, la protéine de capside est libérée par une signal peptide peptidase (une
protéine de clivage intra-membranaire du ER) au niveau du signal peptide. Deux autres
protéases virales clivent le restant de la polyprotéine. L autoprotéase NS2-3, qui posséde une
activité a cystéine, clive la jonction entre les protéines NS2 et NS3. De méme, la sérine
protéase virale NS3-4A clive I’extrémité C-terminale de la protéine NS3 ainsi que d’autres
sites en aval (Figure 10).
En résumé, toutes les protéines du HCV sont étroitement associées aux membranes
(pour revue (Dubuisson et al., 2002)). De plus, les membranes semblent étre trés importantes
puisque, in vitro, la traduction des protéines virales dépend de leur présence (Svitkin et

al., 2005).
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b) Les protéines structurales
Les protéines structurales correspondent aux éléments constitutifs de la particule
virale. Elles comprennent la protéine de capside, core et les deux glycoprotéines d’enveloppe,

El et E2.

i - La protéine de capside : core

La protéine de capside, core, intervient dans la formation de la nucléocapside virale.
Cette derniére renferme le matériel génétique du virus. Sa maturation et son assemblage se
font en étroite association avec les membranes du ER et les LD. Aprés assemblage, la
nucléocapside est recouverte d’une bicouche lipidique d’origine cellulaire, résultant de son
bourgeonnement au niveau de la membrane du ER. Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2
sont insérées dans cette bicouche lipidique. Par la suite, la nucléocapside enveloppée suit les
¢étapes tardives de maturation et de sécrétion.

La protéine core (encore appelée protéine C) est une protéine en hélices alpha de
21 kDa capable de se dimériser. Aprés deux clivages successifs, la forme mature de cette
protéine est générée. Tout d’abord, une signal peptidase clive entre les protéines C et E1 afin
de générer la forme immature de cette protéine (qui posséde un poids moléculaire apparent de
23 kDa) (Santolini et al., 1994).

Par la suite, une signal peptide peptidase clive le signal peptide de la
protéine C, libérant ainsi la forme mature de 21 kDa (Hijikata ef al, 1991 ; Boulant et
al., 2005). La protéine core mature est composée de deux domaines : DI et D2
(McLauchlan, 2009 ; Okamoto et al., 2008). Le domaine D1 est riche en acides aminés
basiques et hydrophiles. Ce domaine constitue une région d’interaction avec 1’extrémité 5’
UTR de I’ARN et contient des résidus essentiels pour la formation de la nucléocapside
in vitro (Klein et al., 2005). Cependant, cette interaction n’est pas spécifique de ’ARN du
HCV (Santolini et al., 1994) mais repose plutdt sur la présence de motifs trés structurés
(Kunkel et al., 2001). De plus, ce domaine interagit avec des acteurs du cytosquelette tels que
la tubuline, favorisant ainsi la formation des microtubules in vitro mais également le transport
de la nucléocapside lors de I’entrée virale in vivo (Roohvand et al., 2009). De plus, le
domaine D1 pourrait étre impliqué dans 1’oligomérisation de la protéine de capside (Nolandt
et al., 1997 ; Kunkel et al., 2001 ; Klein et al., 2004 ; Nakai et al., 2006). De méme, in vitro,
la protéine de capside se lie a la glycoprotéine E1 (Lo et al., 1996 ; Ma et al., 2002 ; Nakai et
al., 2006), un processus pouvant dépendre de I’oligomérisation de la protéine core (Nakai et

al., 2006).
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Figure 10. Organisation génomique du HCV.

L’ARN génomique est constitué de deux régions non codantes (5 UTR et 3> UTR) et d’un cadre de
lecture ouvert a partir duquel la polyprotéine est synthétisée. Les sites de clivage de la signal peptide
peptidase, des signal peptidases cellulaires et des protéases virales (NS2/3 et NS3/4A) sont représentés
par des fléches bleue, rouges et noires, respectivement. Les protéines structurales sont sur fonds violet
et vert et les protéines non structurales sur fond blanc.

11 est toutefois difficile d’imaginer comment ces interactions peuvent avoir lieu in vivo lors du
bourgeonnement, puisque les protéines core et E1 sont situées de part et d’autre de la
membrane. Enfin, certains acides aminés de ce domaine sont importants pour la formation des
particules virales infectieuses a une étape post-assemblage (Alsaleh et al., 2010). Le domaine
D2, quant a lui, est hydrophobe. Il contient deux hélices alpha amphipathiques, séparées par
une boucle hydrophobe. Ces hélices sont nécessaires a 1’association de la protéine core avec
les lipides membranaires (Boulant et al., 2006).

De plus, la protéine de capside est majoritairement localisée au niveau des membranes
associées aux LD (Barba et al., 1997 ; Rouillé et al., 2006 ; Boulant et al., 2007). En effet,
I’interaction entre la protéine de capside et les LD joue un role dans I’assemblage du HCV
(voir partie 11.D.4. ; pour revue (McLauchlan, 2009)). Enfin, le domaine D2 est important
pour la maturation du domaine DI, sa conformation et sa stabilit¢ (Boulant et
al., 2005 ; Murray et al., 2007).
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Des mutations dans la séquence codante pour la protéine p7 et la protéine NS2
compensant des mutants 1étaux de la protéine core suggerent qu’il existe une interaction entre
cette protéine et les protéines p7 et NS2, deux protéines importantes pour I’assemblage de la
particule virale (Murray et al., 2007).

En dépit du fait de constituer I’un des composant du virion, la protéine core possede
de nombreuses autres fonctions dans le cycle viral infectieux et la pathogénése associée au
HCV. En effet, en dérégulant I’expression de certains génes cellulaires, la protéine de capside
pourrait intervenir dans 1’apoptose, la modulation de la réponse immunitaire, la prolifération
cellulaire ainsi que ’altération du métabolisme lipidique et la stéatose hépatique (Nguyen et
al., 2006 ; Jackel-Cram et al., 2007 ; Roingeard and Hourioux, 2008 ; McLauchlan, 2009).
Cependant, la plupart de ces résultats reposent sur 1’expression ectopique de la protéine core

et demandent a étre confirmés dans un systéme infectieux.

ii - ARFP, une onzieme protéine virale ...

Au cours de la synthése de la polyprotéine précurseur, une petite protéine
additionnelle nommée protéine F ou ARFP pourrait étre synthétisée (pour revue (Branch et
al., 2005)). Cette protéine de 17 kDa, serait produite par décalage du cadre ouvert de lecture
(-2/+1), au niveau d’une séquence de glissement, située dans la séquence codante de la
protéine de capside (Xu ef al., 2001). Des anticorps anti-F, ainsi qu’une réponse immunitaire
cellulaire ont été détectés chez certains patients chroniquement infectés par le HCV (Fiorucci
et al., 2007), suggérant que cette protéine est naturellement exprimée lors de I’infection (Xu
et al., 2001). Cependant, la fonction de cette protéine n’est pas clairement définie. En outre,
cette protéine ne semble pas nécessaire a la réplication de I’ARN viral (McMullan et

al., 2007 ; Vassilaki et al., 2008).

iii - Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du HCV sont impliquées dans le processus
d’entrée et dans 1’attachement du virus a la surface cellulaire. De plus, ces glycoprotéines
induisent la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire suite a 1’internalisation
de la particule. Enfin, ces glycoprotéines jouent un role important dans 1’assemblage, du fait
de leur incorporation passive a la surface du virion et de leur implication dans le processus de
bourgeonnement (Wakita et al., 2005).

Les glycoprotéines d’enveloppe El1 et E2 forment un hétérodimere non-covalent,

essentiel a I’infectivité du HCV (Dubuisson et al., 1994 ; Deleersnyder et al., 1997 ; Bartosch
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et al., 2003c). De plus, la co-expression de ces deux glycoprotéines est nécessaire a leur
repliement (Michalak et al., 1997 ; Cocquerel et al., 2003). Les formes matures des
glycoprotéines E1 et E2 correspondent a des protéines membranaires de type 1. En effet, elles
contiennent un large ectodomaine N-terminal hautement glycosylé et un domaine C-terminal
transmembranaire permettant leur ancrage a la membrane (Cocquerel et al., 2000 ; Op De
Beeck et al., 2000 ; Ciczora et al., 2007 ; Lavie et al., 2007). Des signaux présents dans la
partie C-terminale de la protéine de capside et dans le domaine transmembranaire de la
protéine E1 sont responsables de la translocation des ectodomaines de ces glycoprotéines vers
le ER (Santolini et al., 1994 ; Cocquerel et al., 1998 ; Cocquerel et al., 1999). Récemment, de
nouvelles régions d’interaction entre les hétérodimeres E1 et E2 ont été identifiées comme
étant importantes dans le processus d’entrée du HCV (Albecka et al., 2011 ; Maurin et
al., 2011).

La formation des ponts disulfure et la N-glycosylation sont deux aspects importants de
la biogenese de ces deux glycoprotéines. La N-glycosylation cible spécifiquement les motifs
Asparagine-X-Sérine/Thréonine. Dans le systétme HCVpp (génotype 1a), quatre des cinq sites
putatifs de glycosylation de la protéine E1 et les onze sites de glycosylation de la protéine E2
sont glycosylés (Goffard et al., 2005). La conservation de ces sites, entre les différents
génotypes du HCV, suggére un réle des glycanes dans le cycle viral. En effet, I’empéchement
de la glycosylation de certains de ces sites abroge l’infectivit¢é des HCVpp (Goffard et
al., 2005) ou augmente la neutralisation médiée par les anticorps (Helle et al., 2007 ; Helle et
al., 2010). De plus, les glycanes participent au repliement des protéines E1 et E2 ainsi qu’a
leur hétérodimérisation (Meunier et al., 1999 ; Goffard et al., 2005 ; Slater-Handshy et
al., 2004).
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Figure 11. Modéle représentant I’ectodomaine de la glycoprotéine d’enveloppe E2.

a. Organisation des différents domaines présents sur la glycoprotéine d’enveloppe E2.

b. Représentation spatiale de 1’organisation des différents domaines.

c. Description détaillée de I’organisation des résidus formant les différents domaines de E2. Les acides
aminés sur fond vert représentent les sites de glycosylation. Les acides aminés cerclés de bleu jouent
un role dans ’interaction avec CD81. Les acides aminés cerclés de rouge peuvent former un potentiel
peptide de fusion.

D’apres (Krey et al., 2010).

Les glycoprotéines d’enveloppe du HCV sont hautement antigéniques. Le déterminant
majeur étant la région HVRI située dans la partie N-terminale de la protéine E2. En effet,
I’anticorps monoclonal de rat 3/11, en reconnaissant un épitope en aval de la région HVRI de
la protéine E2, neutralise I’entrée virale (Tarr ef al., 2006). Ainsi, la variabilité¢ associée a
cette région pourrait permettre I’échappement du virus au systéme immunitaire. Cependant, la
production précoce d’anticorps dirigés contre cette région est associée a la clairance virale

(Allander et al., 1997 ; Zibert et al., 1997).
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Les glycoprotéines d’enveloppe présentes a la surface des HCVpp s’assemblent dans
un compartiment post-golgien (Sandrin et al., 2005). Cependant, dans le systtme HCVcc
(correspondant au virus produit en culture cellulaire ou cell-cultured HCYV), les glycoprotéines
El et E2 du HCV s’associent dans un compartiment dérivé du ER. Par conséquent, des
différences d’oligomérisation de ces protéines ainsi que de maturation des glycanes existent
(Vieyres et al., 2010).

De maniere intéressante, plusieurs ¢études confortent 1’implication de ces
glycoprotéines dans le processus d’entrée virale. Par exemple, la glycoprotéine d’enveloppe
E2 interagit avec la tétraspanine CD81 (cluster of differentiation &81) (Pileri et
al., 1998 ; Cocquerel et al., 2003). De méme, cette derniére, par I’intermédiaire de la région
HVRI1, interagit avec le récepteur SR-BI (Scarselli et al., 2002 ; Callens et al., 2005).
Récemment, un modele structural de la glycoprotéine d’enveloppe E2 a été proposé (Krey et

al., 2010) (Figure 11).

¢) Les protéines non structurales
Les protéines non structurales interviennent essentiellement dans le cycle réplicatif du

virus.

i - La protéine p7

La protéine p7 est une petite protéine intrinséque a la membrane du ER. Elle possede
deux domaines transmembranaires liés par une petite boucle cytoplasmique chargée
positivement. Ainsi, les extrémités N- et C-terminales de cette protéine font face a la lumicre
du ER (Carrere-Kremer et al., 2002). Des formes partiellement clivées E2/p7 et p7/NS2 sont
souvent observées (Carrere-Kremer et al., 2002). Cependant, ces dernieres ne semblent pas
essentielles pour une infection productive (Jones et al., 2007). In vitro, la protéine p7
s’associe en multimeres pour former un canal ionique a cations de 42 kDa (Pavlovi¢ et
al., 2003 ; Griffin et al., 2004 ; Luik et al., 2009). Les fonctions de cette protéine ne sont pas
encore bien définies. Toutefois, un role potentiel de cette protéine au cours de 1’étape d’entrée
a été décrit (Griffin et al., 2008). Cependant, aucune démonstration de 1’incorporation de cette
derniere dans les virions n’a ét¢ montrée. De plus, cette protéine est requise pour les étapes
tardives de I’assemblage viral (Steinmann et al., 2007). En effet, la protéine p7 est essentielle
pour la sécrétion des particules virales infectieuses en culture cellulaire (Jones et

al., 2007 ; Steinmann et al., 2007) et dans le modéle du chimpanz¢ (Sakai et al., 2003).
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ii - La protéine NS2

La protéine NS2 est une protéine transmembranaire de 23 kDa (Santolini et
al., 1995 ; Yamaga and Ou, 2002 ; Lorenz et al., 2006 ; Jirasko et al., 2008). Cette protéine
posséde une activité protéasique a cystéine (Lorenz et al, 2006 ; Jirasko et
al., 2008 ; Schregel et al., 2009).

Bien que la protéine NS2 ne soit pas essentielle a la formation du complexe de
réplication du HCV (Lohmann et al., 1999 ; Blight et al., 2000), le clivage entre les protéines
NS2 et NS3 I’est (Dentzer et al., 2009). De plus, la réplication du HCV peut étre bloquée par
la cyclosporine A, un inhibiteur du site de clivage NS2/NS3 (Ciesek et al., 2009).

De maniére importante, la protéine NS2 semble impliquée dans la morphogenese des
particules virales (Jones et al., 2007 ; Yi et al., 2007). En effet, la protéine NS2 est impliquée
dans la phosphorylation de NS5A (Liu ef al., 1999). Des études de transcomplémentation
montrent que cette protéine virale participerait, probablement en collaboration avec la
protéine NS5A, a une étape post-assemblage (Yi et al., 2009). Ainsi, cette protéine semble
requise pour la production des particules infectieuses (Jirasko et al, 2008). De manicre
importante, la protéine NS2 constitue un médiateur entre les différentes protéines virales du
HCV (Jirasko et al, 2010 ; Ma et al., 2011 ; Boson et al, 2011 ; Popescu et
al., 2011a ; Stapleford and Lindenbach, 2011). En effet, les protéines p7 et NS2, en
interagissant avec les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 et les protéines non structurales
(principalement la protéine NS3) permettent la formation des sites d’assemblage (Jirasko et
al., 2010 ; Ma et al., 2011 ; Boson et al., 2011 ; Popescu et al., 2011a ; Stapleford and
Lindenbach, 2011).

La protéine NS2 interagit également avec des protéines cellulaires. Ainsi, en
interagissant avec la protéine cellulaire CIDEB (cell death-inducing DFF45-like effector B),
la protéine NS2 inhibe ’apoptose médiée par cette dernic¢re (Erdtmann et al., 2003).

Enfin, des sites de recombinaison importants pour 1’¢laboration de virus chimeéres
intra- ou intergénotypiques se situent au niveau de cette protéine (Kalinina et
al., 2002 ; Lindenbach et al., 2005 ; Noppornpanth et al, 2006 ; Pietschmann et
al., 2006 ; Legrand-Abravanel et al., 2007 ; Morel et al., 2010 ; Bhattacharya et al., 2011).

iii - La protéase NS3/4A et I’hélicase NS3
La protéine NS3 est une protéine de 69 kDa. Cette protéine possede a la fois une
activité sérine protéase localisée dans sa partie N-terminale, mais également une activité

hélicase/NTPase située dans sa partie C-terminale. L’activité hélicase/NTPase de la protéine
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NS3 est nécessaire a I’infection in vivo (Kolykhalov et al., 2000) et a la réplication in vifro
(Lam and Frick, 2006). De plus, afin d’acquérir I’activité enzymatique permettant le clivage
entre les jonctions NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5B, le domaine a
activité sérine protéase de NS3 doit interagir avec la protéine NS4A (Failla et
al., 1994 ; Bartenschlager et al., 1995). En effet, via des liaisons hydrogeénes, la protéine
NS4A permet de stabiliser et de structurer le domaine protéasique de la protéine NS3. Cette
interaction conduit a des changements de conformation et au repositionnement du site actif de
la protéine NS3 (Lin et al., 1994 ; Kim et al., 1996). De plus, la protéine NS4A, via son
domaine N-terminal hydrophobe, participe a 1’adressage de la protéine NS3 dans la
membrane du ER (Wolk ef al., 2000 ; Moradpour et al, 2005). En outre, le domaine
protéasique de la protéine NS3 contient un site de fixation pour un ion zinc (Zn*"), essentiel
pour la conformation du site catalytique de cette protéine (Love et al., 1996). De maniére
intéressante, les structures tridimensionnelles des différents domaines de I’hélicase (Yao et
al., 1997), de la protéase (Kim et al., 1996 ; Love et al., 1996) ainsi que de la protéine NS3
enticre (Yao et al., 1999) ont été résolues.

La fonction du domaine hélicase de la protéine NS3 dans le cycle viral infectieux n’est
pas clairement définie. En effet, sous forme dimérique, cette protéine peut dérouler les
intermédiaires de réplication (correspondant a des ARN doubles brins), ou défaire les
structures secondaires présentes sur les brins positifs ou négatifs des ARN. Toutefois, bien
que cette protéine, sous forme monomérique, puisse lier I’ARN, le déroulement des duplexes
d’ARN nécessite un dimere de cette derniere (Serebrov and Pyle, 2004). Ainsi, en facilitant
I’accés des ARN a la polymérase NS5B, cette protéine semble participer a la réplication
virale. De plus, la protéine NS3 est importante pour 1’assemblage des particules virales. En
effet, elle est impliquée dans la morphogenése et I’infectiosité du virus (Yi ef al., 2007 ; Ma et
al., 2008 ; Han et al, 2009). Cette protéine joue également un rdle dans
I’hyperphosphorylation de la protéine NSSA (Koch and Bartenschlager, 1999 ; Lindenbach et
al., 2007).

Enfin, la protéase NS3/4A clive les protéines cellulaires CARDIF (encore appelée
MAVS ou IPS-1 ou VISA) et TRIF qui participent aux voies de signalisation dépendantes de
RIG-I et du TLR-3 (Li et al., 2005a ; Li et al., 2005b ; Meylan et al., 2005). Ainsi, la réponse
immunitaire innée dépendante de ces deux éléments est abrogée.

Ainsi, du fait de son implication dans des étapes clef du cycle viral, de son interaction
avec des protéines cellulaires et puisque sa structure tridimensionnelle est connue, il est

logique que la protéase virale NS3/4A ait constituée une cible de choix pour le
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développement de nouvelles molécules anti-HCV (voir partie [.B.6.b.).

iv - La protéine NS4B

La protéine NS4B est une protéine de 27 kDa. L’analyse de la séquence de cette
protéine permet de prédire quatre passages transmembranaires (Hiigle ef al., 2001 ; Lundin et
al., 2003). Ses extrémités N- et C-terminales sont initialement cytosoliques. Cependant, une
partie de I’extrémité N-terminale de la protéine NS4A peut étre détectée dans la lumiere du
ER, suite a une réorientation post-traductionnelle (Lundin et al., 2003). Ainsi, un cinquiéme
segment transmembranaire, appel¢ TMX, résulterait de cet événement. D’autre part,
I’extrémité C-terminale de cette protéine posséde deux hélices alpha (Gouttenoire et
al., 2009).

De manieére intéressante, 1I’expression de la protéine NS4B suffit a induire la formation
d’un réseau membranaire auquel sont associés les complexes de réplication du HCV : le
« membranous web » (Egger et al., 2002). Ce réseau membranaire constitue une plateforme
d’accumulation de toutes les protéines non structurales afin de former les complexes de
réplication. Toutefois, les mécanismes impliqués dans la formation du « membranous web »
ne sont pas encore connus. Ces derniers pourraient reposer sur la multimérisation de la
protéine NS4B, ainsi que sur les interactions de cette protéine avec les autres protéines non
structurales virales et avec des facteurs cellulaires. Ainsi, ces phénomenes faciliteraient la
palmitoylation de la protéine NS4B (Yu et al., 2006). Le rdle de la protéine NS4B dans la
réplication a été prouvé en utilisant des mutants défectifs au niveau de ’activité guanosine
triphosphasique (Einav ef al., 2004). D’autre part, des mutations dans le domaine C-terminal
cytosolique de cette protéine altérent sa localisation (Gouttenoire et al., 2009 ; Jones et
al., 2007 ; Jones et al., 2009), ainsi que sa capacité a hyperphosphoryler la protéine NS5A
(Jones et al., 2009). Enfin, I’utilisation d’un mutant capable d’augmenter la production virale
sans affecter la réplication, laisse entendre un role potentiel de cette protéine dans la

modulation de 1’assemblage et de la sécrétion des particules virales (Jones et al., 2009).

v - La protéine NS5A
La protéine NS5A est une phosphoprotéine. La forme hypophosphorylée de cette
protéine possede un poids moléculaire de 56 kDa, alors qu’il est de 58 kDa pour la forme
hyperphosphorylée. Cette protéine est composée de trois domaines (Tellinghuisen et
al., 2004 ; Moradpour et al., 2005). La région N-terminale du domaine I consiste en une

hélice alpha amphipathique, responsable de I’ancrage de la protéine dans la membrane du ER
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(Brass et al., 2002). Ce domaine peut s’associer avec les LD (Miyanari ef al., 2007). De plus,
ce dernier est composé de deux sous-domaines : le sous-domaine IA, riche en acides aminés
basiques et contenant un site de liaison au zinc et le sous-domaine IB, majoritairement
basique. De maniére intéressante, la réplication virale est inhibée si des mutations présentes
au sein de ce domaine, perturbent ’ancrage a la membrane (Elazar et al., 2003 ; Penin et
al., 2004) ou affectent le domaine de liaison au zinc (Tellinghuisen et al., 2004) de cette
protéine. L’intégralit¢ du domaine I de cette protéine a été cristallisé (Tellinghuisen et
al., 2005). L’homodimérisation de la protéine NS5A via les sous-domaines IA conduirait a la
formation d’un sillon basique au niveau du sous-domaine IB, permettant ainsi la liaison de
cette protéine avec I’ARN (Tellinghuisen et al., 2005). De plus, la protéine NS5A possede
une grande affinité pour le motif poly(U/UC) présent au niveau de la région 3> UTR de
I’ARN viral (Huang et al., 2005).

Les fonctions des domaines II et III de cette protéine sont peu décrites. Toutefois, le
domaine II contient des résidus essentiels pour la réplication (Tellinghuisen et al., 2008) et ce,
malgré sa capacité a tolérer de larges insertions ou délétions (Appel et al., 2005 ; Liu et
al., 2006 ; Tellinghuisen et al., 2008). Le domaine III, quant a lui, semble jouer un role
important dans I’assemblage des nouveaux virions (Appel et al., 2008 ; Masaki et al., 2008).
En effet, la phosphorylation d’un résidu sérine au sein de ce domaine augmente la production
virale (Tellinghuisen et al., 2008). Cependant, la phosphorylation de NS5A ne semble pas
indispensable a la réplication de I’ARN en systéme cellulaire. Par ailleurs, une corrélation
inverse entre le degré d’hyperphosphorylation de NS5A et la réplication de I’ARN a été
montrée (Appel et al., 2005). De plus, la réplication génomique du HCV est augmentée dans
des cellules portant un réplicon non-adapté et traitées par un inhibiteur de la kinase
responsable de 1’hyperphosphorylation de NS5A (Neddermann et al., 2004). D’autre part,
I’hyperphosphorylation de la protéine NS5A semble étre influencée par Dactivité
traductionnelle de ’ARN génomique du virus. Ainsi, la diminution de la traduction de
réplicons subgénomiques entraine une réduction de I’hyperphosphorylation de NS5SA
(McCormick et al., 2006). Néanmoins, il semblerait qu’il existe une corrélation entre la
capacité de NS5A a se dimériser et a lier ’ARN et la réplication du HCV (Lim et al., 2012).

Enfin, les protéines NS5A et NS5B interagissent et cette interaction est importante
pour la réplication de I’ARN (Shimakami et al., 2004). Différents partenaires cellulaires de la
protéine NS5A ont été décrits. De plus, il a été suggéré que cette phosphoprotéine virale soit
impliquée dans la résistance au traitement par I’'IFN (Polyak ef al., 2001 ; Lan et al., 2007).

En effet, la protéine NS5A, en empéchant la phosphorylation de la protéine cellulaire
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STAT]I, interfére avec la voie de signalisation de I’'IFN de type 1 (Kumthip et al, 2012).
Ainsi, cette protéine est impliquée dans la modulation de la réponse immunitaire de 1’hote

dirigée contre le HCV.

vi - La protéine NS5B

La protéine NS5B est une protéine membranaire de 68 kDa. Cette protéine assure la
fonction d’ARN polymérase ARN-dépendante. Le motif Glycine-Acide aspartique-Acide
aspartique (GDD), caractéristique de ces enzymes (Poch et al.,, 1989 ; Lohmann et
al., 1997), est présent au sein de la protéine NS5B. L’ancrage de cette protéine a la membrane
du ER a lieu post-traductionnellement via son extrémité C-terminale. Cette association a la
membrane est importante pour la réplication de ’ARN du HCV (Lee ef al., 2004 ; Moradpour
et al., 2004b). In vivo, il semblerait que la protéine NS5B initie une synthése d’ARN de novo
(Zhong et al., 2000) a partir d’une base purine (Shim et al., 2002).

La structure tridimensionnelle de cette protéine révele une forme de main droite avec
des « doigts », une « paume » et un « pouce » (Bressanelli et al., 1999 ; Lesburg et
al., 1999 ; Bressanelli et al., 2002). Le domaine en forme de « paume » contient le site actif
enzymatique alors que les « doigts » et le « pouce » forment un tunnel par lequel I’ARN est
men¢ au site actif. Les nucléotides nécessaires a 1’élongation de I’ARN en cours de synthése,
arrivent au niveau du site actif, en passant par un second tunnel chargé positivement. Cette
protéine a été cristallisée en association avec divers inhibiteurs (Wang et al., 2002 ; Biswal et
al., 2005 ; Biswal et al., 2006).

Enfin, Pactivité de la protéine NS5B est modulée par divers facteurs de 1’hdte. Par
exemple, les protéines NS5A et NS5B intéragissent avec les protéines VAP-A
(vesicle-associated membrane protein-associated protein) et VAP-B. Ces interactions sont
importantes pour 1’étape de réplication de I’ARN génomique du virus (Tu ef al., 1999 ; Gao et
al., 2004 ; Hamamoto et al., 2005). De plus, la phosphorylation de la protéine NS5B par la

PKR cellulaire augmente également la réplication virale (Kim ef al., 2004).

C. Modéles d’étude
Afin de mettre en exergue les nombreuses questions associées a la pathogencse
associée au HCV, de nombreuses recherches ont ét¢ menées. Cependant, jusqu’en 2005,

I’absence d’un systtme de culture cellulaire permettant 1’amplification de ce virus a
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compliqué cette tache. Néanmoins, grice au développement de nombreux outils de

substitution, diverses découvertes ont été réalisées.

1) Les modéles d’étude de ’infection par le virus de I’hépatite C
a) Le modéle simien : le chimpanzé

L’homme est I’hote naturel du HCV. Toutefois, expérimentalement, le chimpanzé peut
étre infecté de maniere stable et reproductible par ce virus. Cependant, la progression de la
maladie chez les chimpanzés est différente de celle observée chez I’homme. En effet, les
niveaux de chronicité sont moins élevés chez ces animaux et ils ne développent ni fibrose, ni
cirrhose hépatiques. Néanmoins, le chimpanzé représente une alternative afin d’étudier la
pathogenése associée au HCV (pour revue (Bukh, 2004)). En 1989, ce mod¢le animal a
permis 1’identification du HCV (voir partie II.A.) ainsi que le développement de nombreux
tests diagnostiques. Cependant, pour des raisons éthiques, économiques et écologiques,
I’utilisation de cet animal est régie. De plus, ’interprétation des expériences réalisées sur des
chimpanzés est parfois discutée étant donné le nombre restreint d’animaux enrdlés par étude.
Néanmoins, chez cet animal, une virémie persistante s’établit et une réponse immunitaire se
développe malgré quelques divergences avec 1’homme (Walker, 1997 ; Bassett et
al., 1998 ; Elmowalid et al., 2007 ; Youn et al., 2008 ; Zubkova et al., 2009). De plus, le
chimpanzé a apporté de nombreuses données concernant la phase aigiie de 1’hépatite C. En
effet, chez ’homme, ’absence de manifestations cliniques ne permet pas le diagnostic de
cette phase. Enfin, de nombreuses drogues ciblant les protéases ou la polymérase virales ont
¢galement été testées chez cet animal. Cependant, des différences notables existent entre ce
modele animal et I’homme. Par exemple, les chimpanzés ne répondent pas a la bithérapie
standard composée d’IFN-a (Lanford et al., 2007 ; pour revue MacArthur et al., 2012 ; pour

revue Carcamo and Nguyen, 2012).

b) Les modeéles murins
De nombreux modeles murins ont été développés afin d’étudier le cycle viral du HCV.
En effet, I’utilisation de ces petits animaux est plus facile, moins contraignante et moins
cotteuse que celle du chimpanzé.
Le modele murin le plus relevant correspond a la souris uPA/SCID
(albumin-urokinase-type plasminogen activator pour Alb-uPA et severe combined
immunodeficiency pour SCID). Briévement, le foie de souris transgéniques Alb-uPA, détruit

suite a I’expression du transgeéne activateur du plasminogeéne de type urokinase, est ensuite
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recolonis¢ par des cellules hépatiques humaines (pour revue Meuleman
and Leroux-Roels, 2008). Cependant, I’expression de ce transgéne chez ces souris est
associée a une forte toxicité. De ce fait, ces souris présentent une forte dégénérescence
hépatique. C’est pourquoi ces souris transgéniques Alb-uPA ont été croisées avec des souris
immunodéficientes (les souris SCID), afin d’obtenir un modele murin pouvant tolérer une
xénotransplantation d’hépatocytes humains (les souris uPA/SCID). De maniére intéressante,
le foie de ces souris, inoculé avec le sérum de patients positifs pour le HCV, présente des
infections virales prolongées (Mercer et al., 2001 ; Meuleman et al., 2005). De plus, des titres
infectieux de 10° a 10" IU/ml (Meuleman and Leroux-Roels, 2008) sont observés chez ces
souris. Toutefois, I’obtention de telles souris reléve d’un grand challenge technique. En effet,
malgré la considération de divers facteurs afin d’optimiser leur obtention, des variations
subsistent d’un animal a 1’autre (Vanwolleghem et al., 2010). De plus, I’immunodéficience
associée a ces souris ne permet pas d’étudier les réponses immunitaires, ni de réaliser des
recherches concernant les vaccins préventifs. Ainsi, afin de palier a cette immunodéficience,
des croisements entre des souris possédant un foie humanisé et des souris possédant un
systtme hématolymphoide humain sont en cours d’étude. De plus, la greffe de cellules
souches hématopoiétiques progénitrices humaines dans des souris SCID pourrait conduire a la
reconstitution d’un systéme immunitaire humain. Ainsi, ce mod¢le pourrait permettre 1’étude
des différents aspects associés a I’infection par le HCV. Cependant, la mise en place d’un tel
modele reste difficile (pour revue (Legrand et al., 2009)).

Les problémes associés aux souris xénotransplantées peuvent étre dépassés en utilisant
des souris immunocompétentes. En effet, les souris génétiquement humanisées, exprimant les
facteurs d’entrée CDS81 et occludine (OCLDN) humains sont permissives a 1’infection par le
HCV, in vitro (Dorner et al., 2011 ; Dorner et al., 2012). Cependant, le HCV ne se réplique
pas de manicre efficace dans les cellules murines. En effet, il est possible qu’une
incompatibilit¢ entre la machinerie de réplication virale et les facteurs cellulaires murins
existe. De plus, une réponse antivirale innée se développe chez ce modele animal. De méme,
I’infection des cellules murines avec des adénovirus exprimant chacun des facteurs créer un
environnement comparable a celui obtenu suite a un traitement avec de I'IFN-a, ce qui

pourrait contrer la réplication virale au sein des cellules murines.

2) Les modeéles cellulaires
Trois outils majeurs ont permis de grandes avancées pour la recherche sur le HCV.

Tout d’abord, les particules rétrovirales pseudotypées avec les glycoprotéines d’enveloppe du
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HCV permettent d’étudier 1’entrée du virus dans la cellule. Ensuite, les réplicons qui miment
I’étape de réplication virale. Enfin, le virus produit en culture cellulaire qui récapitule la

totalité du cycle viral.

a) Les cellules infectées par le virus de I’hépatite C isolé de sera de patients

Afin d’établir un systeme de culture cellulaire supportant la réplication du HCV, les
chercheurs ont isolés et cultivés des hépatocytes primaires issus de patients chroniquement
infectés par le HCV. De maniére intéressante, ces cellules permettent la réplication du HCV et
la production de particules virales infectieuses (Ito ef al, 1996). De méme, des cultures
d’hépatocytes primaires humains ou simiens sont infectables par le HCV et sont capables de
répliquer efficacement ce virus (Lanford et al, 1994 ; Fournier et al, 1998 ; Rumin et
al., 1999 ; Castet et al., 2002). Ainsi, ces modeles reflétent de manicre fidéle les conditions
d’une infection virale in vivo. Toutefois, du fait d’une réplication et d’une propagation virales
trés faibles, ’amplification du virus reste limitée. De plus, les résultats obtenus avec ces
modeles ne sont pas reproductibles.

Afin d’amplifier le virus, des cellules mononuclées provenant du sang de patients
chroniquement infectés ont été cultivées (Miiller et al., 1993). De méme, des cellules naives
mononuclées ont été infectées avec des sera de patients (Cribier et al., 1995). Ces modeles
cellulaires ont permis de montrer une réplication du virus au sein de ces cellules. Cependant,
la production virale étant trop faible, ce modele n’a pu servir a 1'étude du cycle viral.
Néanmoins, les cultures de cellules primaires présentent des contraintes techniques et
logistiques non-négligeables. Par conséquent, afin de palier a ces inconvénients, d’autres
lignées cellulaires ont ét¢ utilisées afin d’étudier la propagation du HCV. C’est ainsi que les
lignées hépatocytaires PHSCH et Huh-7 ainsi que les lignées lymphocytaires T (MOLT-4 et
MT-2) et B (Daudi) se sont révélées sensibles et permissives a I’infection par le HCV

(Shimizu et al., 1992 ; Hijikata et al., 1995 ; Kato et al., 1995 ; Seipp et al., 1997).

b) Les pseudovirions du virus de I’hépatite C et les virosomes
En I’absence d’un systtme de culture efficace, différentes méthodes ont été
développées afin de produire du matériel particulaire avec les protéines du HCV. Des
baculovirus recombinants, exprimant 1’ensemble des protéines structurales du virus ont
permis de produire, en cellules d’insectes, du matériel particulaire ressemblant a des
particules du HCV (virus-like particle ou VLP) (Baumert et al., 1998). De plus, des virus

pseudotypés correspondant au virus de la stomatite vésiculaire (vesicular stomatitis virus ou
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VSV) exprimant des glycoprotéines recombinantes du HCV ont été générés (Lagging et
al., 1998 ; Matsuura et al., 2001 ; Buonocore et al., 2002). Enfin, la production de virosomes
consistant en 1’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 au sein de vésicules
lipidiques de type liposomes a constitu¢ une autre approche (Lambot et al., 2002).
Toutefois, ces différents matériels particulaires sont peu ou pas infectieux. De plus, ils sont
difficiles a produire et sont constitués par des glycoprotéines d’enveloppe n’étant
probablement pas dans un état mature. Ainsi, plusieurs fonctionnalités essentielles au cours

du cycle viral infectieux, associées a la maturation de ces dernieres, ne sont pas accessibles.

¢) Les réplicons

Les réplicons sont des unités autonomes de réplication de I’ARN qui miment 1’étape de
réplication de I’ARN viral du HCV. Les régions 5’ et 3° du HCV, situées aux extrémités de
ces constructions, ainsi que les protéines non structurales du virus, dictent la réplication de
ces dernieres. De plus, la présence d’un marqueur de sélection au sein de ces constructions,
confére un avantage sélectif aux cellules les répliquant de maniére efficace. Ainsi, il existe
deux types de réplicons : les réplicons sous-génomiques et les réplicons génomiques (Figure
12). Pour les réplicons sous-génomiques, seule une partie de I’ORF du HCV est conservée.
Elle comprend les protéines non structurales NS2 a NS5B ou les protéines NS3 a NS5B. Pour
les réplicons génomiques, la polyprotéine virale est retrouvée dans son intégralité¢ (Ikeda et
al., 2002 ; Pietschmann et al, 2002). Cependant, la production de particules virales
infectieuses (excepté pour le clone JFH-1) n’est pas permise avec ces derniers. De plus, il
existe des réplicons monocistroniques et des réplicons bicistroniques. Pour les réplicons
monocistroniques, la séquence codant les protéines non structurales est sous la dépendance
d’un site de clivage protéolytique. En revanche, pour les réplicons bicistroniques, le marqueur
de sélection est placé sous le controle de I'IRES du HCV, tandis que la séquence codant pour
les protéines non structurales de ce virus est placée sous le controle d’un IRES hétérologue
(par exemple, 'IRES du virus de ’encéphalomyocardite (encephalomyocarditis virus ou
EMCYV)) (Lohmann et al., 1999).

De maniére intéressante, les réplicons ont permis :

- de sélectionner des mutations d’adaptation qui augmentent de maniere significative la
réplication du génome viral (Blight ez al., 2000 ; Krieger ef al., 2001)
- d’étudier et de visualiser les complexes de réplication (Moradpour et al., 2004a)
- d’étudier et de découvrir de nouvelles molécules anti-HCV (Huang et al., 2008)

- de sélectionner des lignées cellulaires plus permissives a la réplication virale et produisant
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des particules virales infectieuses (Blight et al., 2002).

EMCYV
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Figure 12. Représentation schématique des réplicons du HCV.

Les réplicons sont constitués d’une séquence d’ARN codant pour un marqueur de sélection (ici, le
géne de résistance a la néomycine, neo). Ce geéne est sous la dépendance de 'IRES du HCV. Une
séquence codant tout (réplicon génomique, schéma du haut), ou une partie des protéines du HCV
(réplicon sous-génomique, schéma du bas), est placée sous la dépendance de I’'IRES de ’EMCV. Ces
séquences codantes sont encadrées par les régions 5’ et 3° UTR du HCV.

D’apres (Bartenschlager et al., 2003).

d) Les particules rétrovirales pseudotypées avec les glycoprotéines

d’enveloppe E1 et E2
Les particules rétrovirales pseudotypées avec les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2
du HCV (HCVpp) ont été mises au point en 2003 (Bartosch et al., 2003c ; Drummer et
al., 2003 ; Hsu et al., 2003). Les HCVpp sont produites aprés co-transfection de trois vecteurs
dans une lignée de cellules embryonnaires de rein humain transformées par la région précoce
de I’adénovirus 5 et exprimant ’antigéne T du virus SV40 (simian virus 40), les cellules
HEK-293T (Figure 13). Le premier vecteur exprime un mini-génome rétroviral recombinant
contenant un geéne rapporteur codant pour la luciférase ou pour la protéine fluorescente verte,
la GFP (pour green fluorescent protein), ainsi que des séquences rétrovirales nécessaires pour
la transcription inverse et l’intégration du gene rapporteur dans le génome de la cellule
infectée. Le deuxiéme vecteur, exprime les protéines codées par les génes gag et pol/ d’un
rétrovirus (par exemple, les genes du rétrovirus HIV ou ceux du virus de la leucémie murine
(murine leukemia virus ou MLV)) et est responsable de la formation de la capside. Enfin, le
troisiéme vecteur code pour les glycoprotéines d’enveloppe El et E2 du HCV. La
surexpression de ces dernieres induit leur incorporation a la surface des particules rétrovirales
grace a leur exportation vers la membrane cellulaire (Bartosch et al., 2003c ; Hsu et al., 2003)
mais aussi grace a la capacité des rétrovirus a bourgeonner a partir des membranes internes de
la cellule (Sandrin et al., 2005). In fine, les pseudoparticules sont sécrétées dans le milieu de

culture cellulaire. Par la suite, elles sont récoltées afin de transduire diverses cellules. Ce
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phénoméne est médié par les glycoprotéines d’enveloppe présentes a la surface des HCVpp.
Le génome rétroviral recombinant, encapsidé dans la nucléocapside rétrovirale, est intégré
dans le génome des cellules infectées. Ainsi, les HCVpp permettent d’étudier spécifiquement
I’entrée virale résultant des propriétés d’attachement et de fusion médiées par les protéines
d’enveloppe du HCV. Enfin, I’infection peut étre quantifiée en mesurant I’expression du gene
rapporteur. En effet, les HCVpp étant déficientes pour la réplication, il est alors ais¢ de
quantifier un cycle unique d’infection.

Les HCVpp peuvent infecter différentes lignées cellulaires hépatiques (Bartosch et
al., 2003c ; Hsu et al., 2003 ; Lavillette et al., 2005a). De plus, ’entrée médiée par les
glycoprotéines d’enveloppe du HCV peut étre bloquée par des anticorps anti-El et anti-E2
spécifiques (Bartosch et al., 2003c¢ ; Bartosch et al., 2003b ; Hsu et al., 2003). De méme, des
HCVpp possédant a leur surface des glycoprotéines dérivées de tous les génotypes viraux
peuvent étre générées (Lavillette et al., 2005a ; Owsianka et al., 2005). De plus, la génétique
inverse a ¢été¢ utilisée afin de déterminer les domaines fonctionnels des glycoprotéines
d’enveloppe du HCV (Callens et al., 2005 ; Owsianka et al, 2006 ; Ciczora et
al., 2007 ; Helle et al., 2007). Ce systéme a également permis de caractériser la fonctionnalité
des hétérodimeres E1/E2 (Flint et al., 2004 ; Op De Beeck et al., 2004). Cependant, les
HCVpp ne reflétent pas de maniere fidele le modele du HCV dans les lignées cellulaires
non-hépatiques. En effet, il est probable que 1’association entre les HCVpp et les lipoprotéines
n’ait pas lieu. Néanmoins, malgré la récente découverte d’un systeme de culture cellulaire
permettant d’amplifier le HCV (voir partie 11.C.2.¢e.), les HCVpp restent un outil important
afin d’étudier la fonction des glycoprotéines E1 et E2 dans le processus d’entrée du HCV

dans un systéme ne dépendant ni de la réplication, ni de I’assemblage du HCV.
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Figure 13. Représentation schématique du systéme de production des particules rétrovirales
pseudotypées avec les glycoprotéines d’enveloppe du HCV (HCVpp).

Les cellules HEK-293T sont transfectées avec trois plasmides différents (se conférer au texte
principal). L’expression de ces trois plasmides est sous le controle du promoteur du cytomégalovirus
(CMV). Les HCVpp sont sécrétées dans le surnageant de culture des cellules HEK-293T et sont
utilisées pour infecter des cellules hépatocytaires telles que les cellules Huh-7. Les cellules infectées
integrent le géne rapporteur dans leur génome. L’expression de ce géne permet de quantifier
I’infectiosité des HCVpp.

e) Les particules virales produites en culture cellulaire

Pour la premiére fois, en 2005, le HCV a été produit en culture cellulaire (HCVcc)
(Lindenbach et al., 2005 ; Wakita et al., 2005 ; Zhong et al., 2005). Un ARN, isol¢ d’un
patient japonais souffrant d’une hépatite fulminante (JFH-1), a montré des capacités
réplicatives en culture cellulaire. Dans un premier temps, un réplicon de génotype 2a, basé sur
la souche JFH-1, a ét¢ développé. Ce dernier se répliquait de maniére efficace dans les
cellules Huh-7 sans mutations d’adaptation (Kato et al, 2003). En 2005, I’ADN
complémentaire de ’ARN génomique de cette souche virale a été cloné dans un vecteur

permettant sa transcription (Wakita et al., 2005). Apres transcription in vitro, cet ARN est
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¢lectroporé dans des cellules Huh-7. In fine, des virus infectieux sont produits. Ces derniers
sont capables d’infecter des cellules naives (Figure 14). Afin d’améliorer le titre viral des
HCVcc, des cellules Huh-7 déficientes dans certaines voies de I'immunité telles que les
cellules Huh-7.5 (Lindenbach et al., 2005) ou les cellules Huh-7.5.1 (Zhong et al., 2005)
peuvent étre utilisées. De plus, le titre viral de la souche JFH-1 peut étre amélioré en réalisant
des infections successives sur des cellules naives (Zhong et al, 2005 ; Delgrange et
al., 2007). De méme, la confluence des cellules lors de I’infection semble influencer la

cinétique et I’efficacité de sécrétion des nouveaux virions (Koutsoudakis et al., 2006).
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Figure 14. Représentation schématique de la production du virus de I’hépatite C en culture
cellulaire (HCVcc).

L’ARN viral, transcrit a partir de I’ADN complémentaire (ADNc) du génome viral, est électroporé
dans des cellules hépatocytaires. Les cellules électroporées produisent des particules HCVcc qui sont
récoltées et utilisées pour infecter de nouvelles cellules hépatocytaires. Ce modeéle permet 1’étude
complete du cycle viral et ’amplification d’un stock viral par des infections successives.

En outre, d’autres génotypes viraux sont également produits grace a ce systeme. Ainsi,
un génotype la complet reconstitué (Yi et al., 2006), présentant des mutations d’adaptation, a
généré de faibles rendements de production ainsi que des titres viraux faibles et variables. De
méme, une production virale a été mise en évidence avec des souches virales de génotypes 1b

et 2a (Yiet al., 2006 ; Kato et al., 2007 ; Pietschmann et al., 2009 ; Yi and Lemon, 2009).
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Des virus chimeéres contenant la région codant pour les protéines non structurales du
virus JFH-1 ont été générées (Lindenbach et al., 2005 ; Pietschmann et al., 2006 ; Jensen et
al., 2008 ; Scheel et al., 2008 ; Gottwein et al., 2009). Cependant, ces constructions reposent
sur des mutations de compensation. De plus, afin de générer un virus chimere, il est important
de prendre en considération le site de jonction entre les protéines structurales et les protéines
non structurales. Ainsi, pour la plupart des constructions chimeres, les jonctions optimales se
situent juste apres le premier segment transmembranaire de la protéine NS2 (Pietschmann et
al., 2006). Actuellement, certaines chimeres se propagent de maniere plus efficace que le
clone JFH-1 d’origine (Lindenbach et al., 2005). Par conséquent, 1’¢laboration de chimeres
intra- et intergénotypiques est importante afin d’identifier les déterminants responsables de
I’efficacité de la production virale.

De maniére générale, les HCVcc infectent les cellules Huh-7, les hépatocytes
primaires, les chimpanzés et les souris uPA/SCID (Lindenbach et al., 2006). Ainsi, ce
systéme, in vitro, permet de suivre de maniere continue une infection. Toutefois, il faut noter
que lors d’une infection chronique, des variants viraux possédant des capacités d’entrée et de
réplication plus avantageuses que celles du virus sauvage peuvent émerger. De plus, des
cellules résistantes a I’infection ont été obervées. Par conséquent, au cours d’une infection
persistante, des mécanismes d’adaptation cellulaires et viraux sont mis en place afin d’assurer
la pérennité de chacun (Zhong et al., 2006).

Le virus produit en culture cellulaire présente des propriétés comparables au virus issu
du sérum de patients. Toutefois, il semble que les particules HCVcc intracellulaires présentent
une densité¢ d’environ 1,15 g/ml, alors que les particules HCVcc sécrétées possédent une
densité comprise entre 1,05 et 1,15 g/ml (Gastaminza et al., 2006 ; Lindenbach et al., 2006)
suggérant des différences au niveau des propriétés virales de ces particules. Néanmoins, le
caractere lipoprotéique du HCVcc a été confirmé (Gastaminza et al., 2008 ; Gastaminza et
al., 2010). De maniere importante, I’ infectivité spécifique des particules HCVcc est faible. En
effet, seule une particule infectieuse est produite pour mille génomes équivalents.

Pour conclure, le clone JFH-1 est unique par plusieurs aspects. Tout d’abord, ce clone
est capable de se répliquer dans des cellules sans mutations d’adaptation. Ensuite, ce dernier
donne lieu a une production virale. Enfin, il a été isolé¢ d’un patient souffrant d’une hépatite
fulminante qui en a guéri. Ainsi, de nos jours, le systtme HCVcc représente le meilleur
modele afin d’étudier les différentes étapes du cycle viral infectieux du HCV et est trés

largement utilisé dans les laboratoires travaillant sur ce pathogene.
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J) Les hépatocytes primaires humains

Enfin, les cultures d’hépatocytes primaires humains sont de plus en plus utilisées. Des
hépatocytes sont isolés de tissus de foie, d'apparence normale (provenant de patients
séronégatifs pour le HCV et pour les autres virus hépatiques), ayant subi une hepatectomie
partielle, dans le cadre de traitement de métastases (Podevin et al., 2010). Les hépatocytes
primaires sont maintenus en culture cellulaire dans des conditions permettant I'expression de
genes spécifiquement exprimés par les hépatocytes, ainsi que les fonctions physiologiques de
ces derniers. Ce modele in vitro est donc trés proche du contexte in vivo. Ainsi, les
hépatocytes primaires permettent la réalisation du cycle infectieux complet du HCV (de
différents génotypes), produit dans le systtme HCVcc ou dans ces mémes hépatocytes
primaires. Cependant, des difficultés associées a la culture cellulaire des hépatocytes
primaires, ainsi qu’a la qualité et a la variabilité intra- et interindividuelles des hépatocytes
restreint leur utilisation. De plus, ce systéme est trés coliteux et n’est souvent accessible

qu’aux institutions cliniques.

D. Le cycle viral infectieux du virus de I’hépatite C
La présence d’une enveloppe virale dicte les étapes d’entrée et d’assemblage du HCV.
Et, comme la plupart des virus a ARN positif, le HCV se réplique en association étroite avec

les membranes. Ainsi, la figure 15 résume le cycle viral infectieux du HCV.
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Figure 15. Cycle viral putatif du HCV.

a. Le virus est capturé par différents facteurs non-spécifiques présents a la surface cellulaire. Ensuite,
la particule virale est dirigée vers des facteurs d’entrée spécifiques. Puis, le virus est internalisé par
une voie d’endocytose dépendante de la clathrine.

b. Par la suite, la fusion de I’enveloppe virale avec une membrane endosomale libére I’ARN viral dans
le cytoplasme de la cellule.

c. Puis, cet ARN génomique est traduit en une polyprotéine unique qui sera clivée co- et
post-traductionnellement afin de générer les dix protéines virales. Ainsi, les protéines non structurales
vont former les complexes de réplication nécessaires a I’amplification et a la réplication de I’ARN.

d. Les protéines structurales et I’ARN génomique viral, quant & eux, vont s’assembler pour former de
nouveaux virions qui seront vraisemblablement relargués via la voie de sécrétion classique (e.).
Adapté de (Popescu and Dubuisson, 2010).

1) Le processus d’entrée virale

De nombreux facteurs impliqués dans le processus d’entrée du HCV ont été décrits
(Figure 16). Leur présence ainsi que leur niveau d’expression détermine le tropisme cellulaire
de ce virus. Dans un premier temps, des facteurs cellulaires non spécifiques tels que les
glycosaminoglycanes (GAG) et le récepteur des lipoprotéines de faible densité (low-density
lipoprotein receptor ou LDL-R) capturent le virus présent a la surface cellulaire. Par
la suite, d’autres facteurs spécifiques interviennent dans les étapes actives de I’entrée.
Néanmoins, avant de rentrer dans les hépatocytes, les virions circulants, présents dans le sang,

doivent traverser la barriére sinusoidale (voir Figure 1).

94



Introduction Partie II - Le virus de I"hépatite C

LDL-R GAG SR-BI CD81 CLDN1 OCLN

Figure 16. Modéle du mécanisme d’entrée du HCV dans les hépatocytes.

Le mécanisme d’entrée du virus dans I’hépatocyte est un processus complexe faisant intervenir
différentes étapes. Tout d’abord, le virus est capturé par des facteurs d’entrée non spécifiques présents
a la surface cellulaire, tels que le LDL-R et les GAG. Puis, le virus est dirigé vers des facteurs d’entrée
spécifiques comme le récepteur scavenger SR-BI, la tétraspanine CD81 et les protéines des jonctions
serrées CLDN et OCLDN. Finalement, le virus rentre dans la cellule par endocytose et fusion de
I’enveloppe virale avec une membrane interne.

Adapté de (Popescu and Dubuisson, 2010).

a) Les facteurs d’attachement
i- Les lectines

Les lectines DC-SIGN  (dentritic  cell-specific  intracellular  adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin) et L-SIGN (liver/lymph node-specific intracellular
adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) sont des lectines de type C. Ces lectines, ancrées
dans la membrane, reconnaissent des structures particuliéres présentes a la surface de
nombreux pathogénes mais aussi des antigénes du soi. Ainsi, ces lectines permettent la
capture des antigénes étrangers. De plus, les lectines de type C peuvent servir de molécules
d’adhésion et ainsi promouvoir les interactions avec les Lt ou les cellules endothéliales
(Koppel et al., 2005). Une interaction spécifique entre les lectines L- et DC-SIGN et la
glycoprotéine d’enveloppe E2 soluble (Gardner ef al., 2003 ; Péhlmann et al., 2003), les
HCVpp (Lozach et al., 2004) ou encore les particules virales issues de sera de patients
(Gardner et al., 2003) a été rapportée. De méme, les glycoprotéines d’enveloppe du HCV
interagissent avec les lectines L- et DC-SIGN endogenes exprimées a la surface des cellules

sinusoidales hépatiques en culture (Lai et al, 2006) ou sur les DC (Ludwig et al., 2004).
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Cependant, les HCVpp sont incapables d’infecter des cellules exprimant de manicre
transitoire les lectines L- et DC-SIGN. De méme, les cellules sinusoidales hépatiques en
culture ne sont pas permissives a I’infection par les HCVpp et les HCVcc (Lai et al., 2006).
Cependant, I’infectivit¢ peut étre reproduite en utilisant des cellules hépatocytaires
permissives (Cormier et al., 2004b ; Lozach et al., 2004).

La lectine L-SIGN est principalement exprimée par les cellules sinusoidales
hépatiques ou au niveau des sinusoides des ganglions lymphatiques. La lectine DC-SIGN,
quant a elle, est caractéristique d’une certaine catégorie de DC (Khoo et al., 2008). Ces deux
types cellulaires sont retrouvés a proximité des hépatocytes (voir partie I1.D.1.a.i.). Ainsi, la
capture du HCV par les cellules exprimant les lectines L- et DC-SIGN pourrait faciliter
I’acceés du virus aux hépatocytes (Cormier et al., 2004b ; Lozach et al., 2004 ; Lai et
al., 2006). Premic¢rement, les cellules sinusoidales hépatiques pourraient capturer le virus
circulant dans le sang a I’aide de la lectine L-SIGN puis le transférer vers I’espace de Disse et
les hépatocytes. Deuxiémement, les DC présentes dans la circulation sanguine et les
muqueuses pourraient capturer le virus par I’intermédiaire de DC-SIGN et s’épancher vers le
sinusoide hépatique fenestré afin d’amener le virus vers les hépatocytes. Enfin, le transfert du
virus des Lp vers les hépatocytes a été décrit. Ce dernier implique la présence des lectines
L- et DC-SIGN (Stamataki ef al., 2009).

Le récepteur des asialoglycoprotéines, une autre lectine de type C fortement exprimée
dans le foie, pourrait constituer un récepteur du HCV (Saunier et al., 2003). Cependant, ce
résultat obtenu avec les glycoprotéines exprimées par un bacculovirus, n’a jamais été
confirmé avec d’autres systemes. En effet, les glycoprotéines E1 et E2 exprimées en cellules
d’insectes, peuvent présenter un profil de glycosylation différent qui pourrait biaiser

I’interaction entre les glycoprotéines et cette lectine.

ii - Les glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes sont des facteurs cellulaires utilisés par de nombreux virus
pour s’attacher a la surface cellulaire (pour revue (Spillmann, 2001)). Ils sont constitués de
longues chaines polysaccharidiques pouvant étre liées de maniere covalente a une protéine
afin de former un protéoglycane. Ils sont regroupés en plusieurs catégories (Varki et
al., 2009).

L’héparine, un homologue des héparanes sulfates (ils correspondent a 1’'une des
catégorie de GAG), est synthétisée par les mastocytes. La forme soluble de la glycoprotéine

E2, ainsi que la glycoprotéine El, sont capables de se lier a I’héparine (Barth et
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al., 2003 ; Barth et al., 2006). De plus, la préincubation du virus avec de 1’héparine, mais
aussi le traitement des cellules avec de I’héparinase (une enzyme capable de dégrader les
héparanes sulfates présents a la surface cellulaire), inhibent la liaison des virions issus de
patients a la surface cellulaire (Germi et al., 2002). De méme, 1’infection par les HCVpp et les
HCVcc (Barth et al., 2006 ; Koutsoudakis et al., 2006 ; Basu et al., 2007 ; Morikawa et
al., 2007) est inhibée en présence de ces deux ¢léments. Cependant, aucune interaction n’a été
détectée entre I’héparine et les glycoprotéines d’enveloppe des HCVpp. Toutefois, les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 intracellulaires lient efficacement 1’héparine (Callens et
al., 2005). Les glycoprotéines d’enveloppe associées aux particules virales infectieuses du
HCV, intracellulaires ou sécrétées, interagissent également avec I’héparine (Vieyres et
al., 2010). Enfin, les particules du HCV peuvent étre purifiées, a partir du sérum de patient,
en utilisant de I’héparine, et ce, malgré la présence d’anticorps associés aux virions (Zahn and
Allain, 2005). Conformément a cette observation, des anticorps purifiés, issus du sérum de
patient, inhibent la liaison de la glycoprotéine E2 soluble a I’héparine (Barth et al., 2006).

Par conséquent, les GAG pourraient faciliter I’attachement du HCV a la surface
cellulaire (Koutsoudakis et al., 2006). Cependant, il semble que la composition des GAG soit
importante concernant le tropisme du virus pour sa cellule hote. En effet, la sulfatation des
GAG semble étre nécessaire (Germi et al, 2002 ; Barth et al, 2003 ; Barth et
al., 2006 ; Basu et al., 2007) pour I’interaction entre les glycoprotéines d’enveloppe et les
GAG. Enfin, les GAG semblent interagir avec la région HVR1 de la glycoprotéine E2 du
HCV (Penin et al., 2001 ; Olenina et al., 2005 ; Barth et al., 2006 ; Basu et al., 2007). De
plus, le HCV pourrait indirectement lier I’héparine, grace aux apolipoprotéines qui lui sont
associées, telles que I’ApoE (Saito et al., 2003 ; Jiang et al., 2012). Toutefois, certaines
controverses subsistent quant a la capacité des GAG a lier les glycoprotéines d’enveloppe du

HCV (Barth et al., 2003 ; Basu et al., 2007 ; Kobayashi et al., 2012).

iii - Le récepteur des lipoprotéines de faible densité
Le récepteur des lipoprotéines de faible densité, un facteur d’attachement du HCV
(Agnello et al., 1999 ; Lavillette et al., 2005a), est présent a la surface des hépatocytes. Ce
récepteur est impliqué dans la clairance des lipoprotéines transportant le cholestérol a partir
de la circulation. Le LDL-R lie les apolipoprotéines (ApoE et ApoB) et est endocytosé via
une voie dépendante de la clathrine (Goldstein et al., 1985 ; Krul et al., 1985). Le role du
LDL-R dans I’entrée du HCV a été¢ mis en évidence en utilisant différentes approches comme

des anticorps anti-LDL-R neutralisants (Agnello ef al., 1999 ; Molina et al., 2007), des ARN
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interférants diminuant I’expression du LDL-R (Owen et al., 2009) ou encore une modification
chimique de I’expression du LDL-R (Molina et al., 2007 ; Owen et al., 2009).

Cependant, ce n’est pas parce que le HCV se lie au LDL-R que cette interaction
aboutit a une infection productive (Andréo et al., 2007 ; Albecka et al., 2012). Toutefois, ce
récepteur semble important pour une réplication optimale du génome viral (Albecka et

al., 2012).

b) Les facteurs d'entrée spécifiques
i - La protéine CD81 et 1a molécule EWI-2 wint

La protéine CD81 est une protéine de 26 kDa, appartenant a la superfamille des
tétraspanines. Les tétraspanines sont des protéines de surface composées de quatre segments
transmembranaires, d’un domaine cytoplasmique court et de deux boucles extracellulaires
(une petite boucle extracellulaire (small extracellular loop ou SEL) et une grande boucle
extracellulaire (large extracellular loop ou LEL)). De maniére générale, la protéine CDS8I,
qui n’est pas spécifique du foie, s’associe avec d’autres tétraspanines ainsi que d’autres
partenaires, afin de former un réseau de tétraspanines pouvant étre spécifique d’un type
cellulaire donné (Boucheix and Rubinstein, 2001).

Cette protéine a été identifiée comme un facteur d’entrée du HCV en 1998 (Pileri et
al., 1998). Le role de cette protéine dans 1’entrée virale a été confirmé en utilisant différents
outils. Tout d’abord, des anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine CD81, ainsi qu’une
forme soluble de la LEL de cette protéine, inhibent I’entrée des HCVpp (Bartosch et
al., 2003b ; Hsu et al., 2003 ; Cormier et al., 2004a ; Zhang et al., 2004) et des HCVcc
(Lindenbach et al., 2005 ; Wakita et al., 2005 ; Zhong et al., 2005) dans les cellules
hépatocytaires. De méme, la diminution de ’expression de cette protéine a I’aide d’ARN
interférants, inhibe I’infection des cellules par les HCVpp et les HCVcc (Zhang et
al., 2004 ; Akazawa et al., 2007 ; Koutsoudakis et al., 2007). De plus, I’expression ectopique
de cette protéine dans des cellules non-permissives a I’infection (comme par exemple, les
cellules HepG2), restaure la permissivité de ces derniéres a I’infection par les HCVpp et les
HCVcc (Cormier et al., 2004a ; Zhang et al., 2004 ; Lindenbach et al, 2005).
Enfin, in vivo, des anticorps anti-CD81 proteégent des souris uPA-SCID de I’infection par le
virus (Meuleman et al., 2008). De maniére générale, ce facteur semble jouer un role a une
étape post-attachement des particules virales a la surface cellulaire (Koutsoudakis et
al., 2006).

De maniére intéressante, il a été montré que le tropisme du HCV pour les hépatocytes

98



Introduction Partie II - Le virus de I"hépatite C

pourrait étre lié¢ a I’absence d’un inhibiteur présent a leur surface. En effet, I’expression d’un
partenaire de CDS81, appel¢ EWI-2wint (EWI-2 without its N-terminus), en bloquant
I’interaction entre les glycoprotéines d’enveloppe du virus et de la tétraspanine CD81, module
I’entrée de ce dernier dans les cellules (Rocha-Perugini et al., 2008). Cette protéine
EWI-2wint n’est pas exprimée par les hépatocytes. Elle résulte du clivage de I’extrémité
N-terminale de la molécule EWI-2 (glutamine-tryptophane-isoleucine-2), une molécule
interagissant avec la protéine CD81 (Charrin et al., 2003 ; Montpellier et al., 2011). Ainsi, il
est possible que la protéase responsable du clivage soit absente dans les hépatocytes ou que

EWI-2 ne soit pas accessible a cette protéase dans ces cellules.

ii - Le récepteur SR-BI

La protéine SR-BI est une protéine de cinq cent neuf acides aminés. Cette protéine
exprimée dans les tissus hépatiques et les tissus stéroidogéniques peut s’oligomériser (Acton
et al., 1996 ; Rhainds and Brissette, 2004). Elle posséde deux domaines transmembranaires.
Elle catalyse le transfert du cholestérol estérifié a partir des HDL (high density lipoproteins).

Le récepteur SR-BI est capable de modifier I’environnement lipidique de la membrane
plasmique (Rhainds and Brissette, 2004). Ce récepteur naturel pour les LDL, les HDL et les
VLDL, peut également lier des lipoprotéines anormalement modifiées (comme les LDL
oxydées, ou les LDL acétylées mais aussi les HDL oxydées) (Acton et al., 1994 ; Acton et
al., 1996). De méme, ce récepteur peut lier les apolipoprotéines comme
ApoE, ApoAl, ApoAll et ApoCIII.

Le récepteur a été¢ identifié comme facteur impliqué dans 1’entrée du HCV en utilisant
une forme soluble de la glycoprotéine d’enveloppe E2 (Scarselli ef al., 2002). Des anticorps
(Bartosch et al., 2003b ; Lavillette et al., 2005a ; Catanese et al., 2007 ; Kapadia et al., 2007)
ainsi que des ARN interférants (Lavillette et al., 2005a) spécifiques de cette protéine, inhibent
I’infectivit¢ des HCVpp et des HCVcc. Dreux ef al. ont montré qu’une lignée cellulaire
humaine non-hépatique, ainsi qu’une lignée cellulaire non-humaine, peuvent devenir
permissives a I’infection par les HCVpp et les HCVce aprés la trans-complémentation du
récepteur SR-BI humain (Dreux et al., 2009). Ainsi, cette équipe a confirmé le role essentiel
de cette molécule dans I’entrée du HCV. De plus, ce récepteur est utilis¢ par les différentes
sous-populations du HCV pour entrer dans la cellule (Dao Thi et al., 2012).

Toutefois, les mécanismes par lesquels SR-BI est impliqué dans I’entrée du HCV ne
sont pas clairs. D’une part, il semblerait que la protéine SR-BI interagisse directement avec

les glycoprotéines d’enveloppe du HCV (Scarselli et al., 2002 ; Bartosch et al., 2003a ; Barth
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et al., 2005 ; Lavillette et al., 2007 ; Dao Thi et al., 2012), et d’autre part, que la liaison entre
ce récepteur et le virus se fasse via la partie lipoprotéique associée au virus (Maillard et
al., 2006). De plus, divers ligands de ce récepteur induisent des effets divergents sur 1’entrée
du HCV. En effet, les LDL oxydées, non natives, inhibent I’entrée des HCVpp et des HCVcce
(Hahn et al, 2006) sans perturber [D’interaction entre le virus et ce récepteur.
L’apolipoprotéine sérique amyloide A (SAA), un autre ligand, inhibe aussi I’infection du
HCV (Lavie et al., 2006 ; Cai et al., 2007). Au contraire, les HDL augmentent 1’infectivité
des HCVpp et des HCVcc (Bartosch et al., 2005).

Pour conclure, le réle du récepteur SR-BI dans I’infection du HCV est largement
accepté mais n’est pas clair. Il inclut différents aspects : un role de médiateur de I’entrée

virale et un rdle potentialisateur de I’entrée via les HDL.

ili - Les protéines des jonctions serrées: Claudine-1
et compagnie ..., Occludine

Les jonctions serrées constituent une barriere sélective a la diffusion des solutés et
maintiennent la polarité de 1I’hépatocyte (Tsukita et al., 2001). Elles sont constituées de
protéines transmembranaires, incluant ’OCLDN et les protéines claudine (CLDN), qui
interagissent, via des partenaires cytosoliques tels que ZO-1 (zona occludens-1I), avec
I’intérieur de la cellule. La protéine CLDN-1, mais aussi ’OCLDN sont particuli¢rement
abondantes dans le foie (Saitou et al., 1997 ; Tsukita et al., 2001).

La protéine CLDN-1 a été identifiée comme récepteur du HCV en utilisant une banque
d’ADN complémentaires de cellules hépatiques humaines. Les cellules 293T, exprimant
CDS81, SR-BI et cette protéine deviennent permissives a 1’infection par les HCVpp et les
HCVcc (Evans et al., 2007). De plus, les cellules 293T sont également permissives a
I’infection par les HCVpp, apres expression des CLDN-6 ou CLDN-9 (Meertens ef al., 2008).
Cependant, contrairement a la CLDN-1, les CLDN-6 et CLDN-9 ne sont pas exprimées dans
les lignées hépatocytaires permissives au virus. Ainsi, leur réle exact dans 1’infection reste
indéterminé. Dans les lignées cellulaires permissives au HCV, la protéine CLDN-1 est
présente au niveau des contacts cellule/cellule (Yang er al, 2008). Toutefois, dans les
hépatocytes polarisés, elle est principalement localisée au niveau des jonctions serrées. Ainsi,
cette protéine pourrait intervenir apres une migration latérale des complexes virus-recepteurs
au niveau de ces jonctions (Brazzoli et al., 2008).

L’occludine a ¢été identifié¢e comme nouveau facteur d’entrée du HCV (Ploss et

al., 2009). Cette protéine transmembranaire des jonctions serrées est trés exprimée dans le
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foie (Saitou er al., 1997). L’expression de cette protéine par un clone cellulaire murin
(NIH3T3), en combinaison des autres facteurs d’entrée CD81, SR-BI et CLDN-1, augmente
fortement la permissivit¢ des HCVpp. De plus, 'utilisation d’ARN interférants ciblant
I’OCLDN inhibe I’infection de cellules hépatocytaires permissives, par les HCVpp et les
HCVcc (Liu et al., 2009a). De méme que pour la protéine CLDN-1, ’OCLDN pourrait
intervenir, au niveau des jonctions serrées, aprés une migration latérale des complexes

virus-récepteurs.

iv - Les récepteurs EGFR et EphA2

En 2011, le récepteur du facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor
receptor ou EGFR) et le récepteur a I’éphrine A2 (ephrin receptor A2 ou EphA2) ont été
identifi¢ en tant que facteurs d’entrée du HCV (Lupberger et al., 2011). Ces deux récepteurs a
activité tyrosine kinase, sont fortement exprimés dans le foie humain (Hidalgo and
Bloedow, 2003 ; Shepherd et al., 2005 ; Li et al., 2010). De maniére importante, 1’utilisation
d’un inhibiteur spécifique de I’EGFR, I’erlotinib, ainsi que I’utilisation d’un inhibiteur
spécifique de I’EphA2, le dasatinib, inhibent de mani¢re dose-dépendante [’entrée et
I’infection du HCV, sans effet sur la réplication (Lupberger et al., 2011). Enfin, il semble que
I’internalisation de I’EGFR dépende de I’association entre le HCV et la protéine CD81 (Diao
etal.,2012).

\ - Le récepteur d’absorption du cholestérol
Niemann-Pick C1-Like 1

Le récepteur d’absorption du cholestérol Niemann-Pick Cl-Like I (NPCIL1) est
exprimé a la surface apicale des hépatocytes des primates et des hommes (Davis et
al., 2004 ; Davies et al., 2005). C’est une protéine a treize domaines transmembranaires et
trois LEL.

In vitro, un réle du récepteur NPCIL1 dans l’infection du HCV a récemment été
montré (Sainz et al, 2012). L’utilisation d’ARN interférants ou d’anticorps dirigés
spécifiquement contre ce récepteur, empéche I’initiation de I’infection des HCVcc dans les
cellules hépatocytaires. In vitro, I'utilisation de 1’ézétimibe, un antagoniste de ce récepteur
(Chang and Chang, 2008 ; Weinglass et al., 2008), bloque de manic¢re indépendante du
génotype, 1’absorption virale (Sainz et al., 2012). De plus, in vivo, cet antagoniste retarde
I’établissement d’une infection dans des souris humanisées. De maniére intéressante, la

premicre LEL du récepteur NPC1L1 est importante pour I’entrée du HCV dans les cellules.
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¢) L’internalisation

Afin d’atteindre les compartiments endosomaux, le HCV doit étre internalisé. Ce
processus implique l’interaction du virus avec de nombreux facteurs cellulaires et une
endocytose dépendante de la clathrine.

Ainsi, ['utilisation d’inhibiteurs de 1’acidification des endosomes, tels que la
bafilomycine Al, la concanamycine A ou le chlorure d’ammonium, a permis de montrer que
I’entrée des HCVpp (Bartosch et al., 2003c ; Hsu et al., 2003) et des HCVcc (Blanchard et
al., 2006 ; Koutsoudakis et al., 2006) est dépendante du pH. Ceci suggere que le HCV entre
dans ses cellules cibles par endocytose. De méme, I'utilisation d’inhibiteurs chimiques ou
d’ARN interférants a montré que I’entrée de ce virus a lieu via une voie d’endocytose
dépendante de la clathrine (Blanchard et al, 2006 ; Meertens et al, 20006).
De plus, I'utilisation de mutants dominants négatifs des petites guanosine triphosphatases
Rab5 et Rab7 suggere que le virus fusionne avec les endosomes précoces (Meertens et

al., 2006).

d) La fusion

Les virus enveloppés fusionnent leur enveloppe virale avec la membrane de la cellule
afin d’introduire leur génome dans la cellule. Pour le HCV, la fusion, médiée par les
glycoprotéines d’enveloppe requiert également une acidification du pH au niveau des
endosomes précoces.

Par homologie aux protéines de fusion de classe II, auxquelles la protéine de fusion du
HCV est susceptible d’appartenir, il est probable que les hétérodiméres E1 et E2 soient
incorporés a la surface du virion dans un état métastable. Lors de leur activation, ces derniers
adopteraient une conformation relachée, plus stable. Ainsi, avant la fusion, les protéines de
fusion se présenteraient sous forme plane a la surface du virion. Puis, suite au changement de
pH au niveau des endosomes, ces hétérodimeres se réorganiseraient en trimeres orientés
perpendiculairement a la membrane virale. Ce changement de conformation libérerait de
I’énergie permettant le rapprochement des membranes cellulaire et virale, leur apposition et
leur fusion. In fine, un pore serait formé et le génome viral importé dans la cellule cible
(Harrison, 2008).

L’utilisation des HCVpp et des HCVcc a permis de montrer que le processus de fusion
du HCV est dépendant du pH. Pour de nombreux virus enveloppés, un pH acide active un
changement de conformation irréversible nécessaire au processus de fusion entre 1’enveloppe

virale et la membrane endosomale. Généralement, ces virus sont inactivés par un traitement
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physique a pH acide. Cependant, un tel traitement n’a pas d’effet sur I’infectiosité des
particules du HCV. De plus, pour ce virus, la fusion est dépendante de la température
(Lavillette et al., 2006). Ceci a été¢ mis en évidence en utilisant des HCVpp et des liposomes.
En outre, ce processus pourrait étre facilité par la présence de cholestérol (Haid et al., 2009).
De plus, une région de la protéine El et deux régions de la glycoprotéine E2 participent au
mécanisme de fusion du HCV (Lavillette et al., 2007). Il a ét¢é montré que la mutation de
certains résidus des domaines transmembranaires des glycoprotéines E1 et E2 altére la
propriété de fusion de ces derniéres (Ciczora et al., 2007). De maniére intéressante, 1’arbidol

est capable d’inhiber cette étape de I’entrée virale (Pécheur et al., 2007).

2) Traduction et synthése des protéines virales

Puisque le génome du HCV est un brin postif d’ARN, une fois dans le cytoplasme, ce
dernier est directement traduit en une polyprotéine. Ainsi, 'IRES du HCV recrute les
sous-unités ribosomales, les facteurs d’initiation de la traduction et le complexe
méthionyl-ARN de transfert initiateur de 1’hote (Ji et al., 2004 ; Otto and Puglisi, 2004 ; pour
revue Fraser and Doudna, 2007). La traduction du signal peptide de la polyprotéine dirige
cette derniere vers le ER. In fine, la polyprotéine est clivée co- et post-traductionnellement par
des protéases virales et cellulaires pour générer les dix protéines matures (voir partie

I1.B.4.a.).

3) Réplication de ’ARN génomique viral

Le virus de I’hépatite C réplique son génome au niveau de complexes de réplication
regroupant des protéines non structurales virales. Cependant, le mécanisme d’amplification du
génome du HCV n’est pas enticrement connu. Néanmoins, la synthése des brins négatifs
d’ARN requiert I’interaction entre deux séquences localisées dans la région X de
I’extrémité 3 de I’ARN et la structure secondaire SBSL3.2 située dans la séquence codant la
protéine NS5B. Suite a cette interaction, la protéine NS5B est recrutée (Lee et
al., 2004 ; Friebe et al., 2005). De plus, I’interaction du miR-122 avec deux sites localisés
dans I’extrémité 5’ favorise la réplication (Jopling et al, 2005 ; Jopling, 2008).
Par la suite, les brins négatifs néosynthétisés serviront de matrices pour 1’amplification du
pool d’ARN positifs. Ceux-ci seront alors encapsidés dans de nouvelles particules virales ou
utilisés pour la synthése des protéines virales.

Les protéines virales jouent un rdle important dans la formation des complexes de

réplication. Ainsi, la protéine NS4A ancre la protéine NS3 dans la membrane du ER et
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favorise son activité hélicase, requise pour la réplication de I’ARN viral (Wolk et
al., 2000 ; Pang et al., 2002 ; Kuang et al., 2004). D’autre part, la protéine NS4B induit la
formation des « membranous webs ». En outre, la protéine NS5B assure la fonction d’ARN
polymérase (Behrens et al., 1996 ; Egger et al., 2002). La protéine NS5A, quant a elle, lie
I’ARN viral et interagit avec la protéine NS5B afin de moduler son activité enzymatique.
Ainsi, I’ensemble de ces interactions permettent la modulation de I’activité de la polymérase
virale et facilitent le transport de I’ARN viral entre les différents compartiments nécessaires a
la traduction, a la réplication et a I’assemblage du HCV (Shimakami et al., 2004 ; Appel et
al., 2005 ; Huang et al., 2005).

Certains facteurs cellulaires jouent également un rdle dans la réplication de ’ARN
viral. C’est notamment le cas des protéines VAP-A ou VAP-B (Evans et
al., 2004 ; Hamamoto et al., 2005), des cyclophilines (Kaul et al, 2009 ; Liu et
al., 2009b ; Chatterji et al., 2010), de la PKR2 (Kim et al., 2004), des protéines FKBPS§
(FK506 binding protein 8) et Hsp90 (heat shock protein 90) (Okamoto et al., 2006 ; Ujino et
al., 2009) et du facteur d’échange nucléotidique GBF-1 (golgi-associated
brefeldin A-resistant factor) (Goueslain et al., 2010) et de la protéine kinase PI4K-Illaw (class
111 phosphatidylinositol 4-kinase alpha) (Berger et al., 2009 ; Borawski et al., 2009 ; Bianco
etal.,2012).

4) Assemblage et sécrétion des virions néo-synthétisés

L’étude de I’assemblage du HCV a été facilitée grace a I'utilisation du systéme
HCVcc (Lindenbach et al., 2005 ; Wakita et al., 2005 ; Zhong et al., 2005). L association de
la protéine core avec les LD semble essentielle pour la production virale (Boulant et
al., 2006 ; Boulant ef al., 2007; Shavinskaya et al., 2007). De plus, les protéines NS3 et NSSA
semblent impliquées dans les étapes précoces de I’assemblage. En effet, ces protéines sont
retrouvées a proximité des LD (Miyanari et al., 2007). Actuellement, le modéle d’assemblage
proposé pour le HCV, suggére une interaction entre la protéine core et les LD via son
domaine D2 ainsi qu’un recrutement de la protéine NS5A, au niveau des sites d’assemblage
(Appel et al., 2008 ; Masaki et al., 2008).

D’autre part, le mécanisme d’assemblage du HCV n’a pas encore été enticrement
¢lucidé. Il semble que ce virus utilise la voie d’assemblage et de sécrétion des VLDL. En
effet, de nombreuses protéines impliquées dans le métabolisme lipidique sont retrouvées
associées aux membranes contenant la protéine NS5A. Par exemple, la diminution de la

production de I’ApoB inhibe la production virale (Icard et al., 2009). De méme, 1’inhibition
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de la MTP (microsomal triglyceride transfer protein), une protéine impliquée dans la voie de
biosyntheése des VLDL, inhibe également la production virale (Huang et al., 2007). Enfin, les
apolipoprotéines ApoE et ApoCl sont également associées avec les particules du HCV
(Chang et al., 2007 ; Meunier et al., 2008 ; Jiang and Luo, 2009 ; Benga et al., 2010 ; Cun et
al., 2010). Le modele d’assemblage du HCV est présenté dans la figure 17 (Tews et
al., 2010 ; Popescu et al., 2011Db).

L’utilisation de systémes hétérologues suggere que les hétérodimeres E1 et E2
non-covalents du HCV correspondent aux complexes fonctionnels impliqués dans I’entrée du
HCV (Op De Beeck et al., 2004). Cependant, les glycoprotéines d’enveloppe associées au
virus HCVcc, forment d’importants complexes stabilisés par des ponts disulfure. Néanmoins,
intracellulairement, ces protéines sont retrouvées assemblées sous forme d’hétérodimeéres
non-covalents (Vieyres et al., 2010). Ainsi, la présence des ponts disulfure entre les
glycoprotéines d’enveloppe du HCV suggere des interactions latérales entre les
glycoprotéines. Ces derniers pourraient jouer un rdle dans le bourgeonnement de la particule
virale. De maniére intéressante, les particules subvirales du HCV ne peuvent étre produites
dans des lignées cellulaires ne produisant pas de lipoprotéines (Icard et al., 2009 ; Pécheur et
al., 2010). Ainsi, il semble que les glycoprotéines E1 et E2 jouent un rdle actif dans le

processus du bourgeonnement viral.

5) La transmission du virus de cellule a cellule

Un mode de transmission alternatif connu pour le HCV est la transmission de cellule a
cellule. Ainsi, le virus est transmis d’une cellule a 1’autre par ’intermédiare des jonctions
serrées (Timpe et al., 2008 ; Witteveldt et al., 2009). La protéine CLDN-1 semble étre
impliquée (Timpe et al., 2008) dans ce mode de transmission. Néanmoins, les glycoprotéines
d’enveloppe du HCV, nécessaires pour la transmission du virus d’une cellule a 1’autre, ne
sont pas accessibles aux anticorps neutralisants (Timpe et al., 2008 ; Witteveldt et al., 2009).
Par conséquent, ce mode de transmission représente, pour le HCV, une alternative
d’échappement a la neutralisation. De plus, des résultats contradictoires ont été publiés
concernant 1’implication de CD81 dans ce processus. Il semble toutefois admis que cette

molécule ne soit pas nécessaire a la transmission de cellule a cellule.
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Figure 17. Modéle d’assemblage du HCV.

a. L’assemblage des particules virales débute dans le cytosol ou la protéine de capside (C, en jaune)
s’accumule a la surface des gouttelettes lipidiques (LD). Cette protéine recrute les complexes de
réplication au niveau de ces organelles via des interactions avec des protéines non structurales et
notamment la protéine NS5A, afin d’encapsider I’ARN génomique viral.

b. La capside néoformée bourgeonne au niveau de la membrane du ER pour s’envelopper et acquérir
les glycoprotéines d’enveloppe (en orange). La maturation de la particule virale se fait via la voie
d’assemblage des VLDL.

D’apres (Tews et al., 2010).
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Partie III - Les flavonoides

A. Généralités sur les flavonoides

Les flavonoides constituent les métabolites secondaires des plantes. Par définition, ces
molécules ne participent pas, de manicre directe, au développement de la plante. Ces
molécules naturelles, appartenant a la famille des polyphénols, comprennent plus de quatre
mille cinq cents membres. De maniére intéressante, les concentrations de ces métabolites
varient en fonction des conditions de croissance et de maturit¢ de la plante (Cao et
al., 1996 ; Cook and Samman, 1996 ; Di Carlo et al., 1999). Ces derniers possédent de
nombreuses propriétés telles que des propriétés
anti-inflammatoires, anti-allergiques, vasorelaxatrices, anti-tumorales, anti-microbiennes,

anti-fongiques et antivirales.

1) Structure de base des flavonoides
Les flavonoides possédent un squelette de base a quinze carbones (C6-C3-C6)
(Figure 18). Ils sont constitués de deux noyaux benzeénes, A et B, et d’un noyau de type

benzopyrane, C (Figure 18).

Figure 18. Structure commune des flavonoides.

Le cycle A peut posséder trois (dans ce cas, il est de type phloroglucinol) ou deux

(dans ce cas, il est de type résorcinol) groupements hydroxyles (Figure 19).

OH

HO OH HO : OH

phloroglucinol résorcinol

Figure 19. Structure du phloroglucinol et du résorcinol.
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Le cycle B, quant a lui, peut posséder un, deux ou trois groupements hydroxyles. De
plus, les groupements hydroxyles de ces deux cycles peuvent étre substitués par d’autres
groupements (comme par exemple des groupements méthyles (-CH3)). Enfin, le cycle C
existe sous trois formes : pyrane, pyrylium ou y-pyrone (Aron and Kennedy, 2008)
(Figure 20). Généralement, chaque groupement hydroxyle, ainsi que certains atomes de
carbone sont conjugués a un sucre pouvant étre modifié¢ (par exemple, le sucre peut étre

acylé).
®
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pyrane pyrylium y-pyrone

Figure 20. Représentation shématique des différentes structures pouvant &tre retrouvées pour le
cycle C du squelette des flavonoides.

De maniére intéressante, selon la nature du cycle C, son degré d’insaturation et son
degré d’oxydation, les flavonoides se répartissent en plusieurs sous-classes (Aherne and
O'Brien, 2002). Ces dernieres se distinguent par une diversité fonctionnelle au niveau des
positions 2, 3 et 4 du cycle C (Figure 18). Ainsi, différentes sous-classes de flavonoides sont
définies parmi lesquelles les chalcones, les aurones, les flavanones, les dihydroflavonols, les
flavones, les flavonols, les anthocyanidines, les isoflavones, les flavanols, les
dihydrochalcones, les leucoanthocyanidines (encore appelées flavanediols) et les

proanthocyanidines (encore appelées tannins condensés) ... (Tableau 5).
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Classe Structure de 1a molécule
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Tableau 5. Les principales classes de flavonoides.
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2) Distribution et localisation des flavonoides
a) Distribution

Les flavonoides sont retrouvés chez les végétaux supérieurs (les Gymnospermes et les
Angiospermes) ainsi que chez les végétaux inférieurs (les Bryophytes et les Ptéridophytes).
Ces métabolites secondaires présentent un nombre de structures limitées au sein des
Ptéridophytes et des Gymnospermes. Cependant, une grande diversité structurale existe au
sein des Angiospermes. Ainsi, les flavonoides sont distribués de manic¢re hétérogéne au sein
du régne végétal.

Les flavonoides sont également retrouvés au sein du régne animal. Dans ce cas, ils
proviennent de 1’alimentation de I’animal (Luckner, 1972). Par exemple, les flavonoides
ingérés par les papillons donnent la pigmentation aux ailes de ces Iépidopteres. De plus, la
propolis, une résine végétale fabriquée par les abeilles a partir des sécrétions de bourgeons de
différents arbres, posséde des propriétés anti-fongiques et anti-microbiennes associées aux

flavonoides issus de ces sécrétions (Clément et al., 2011).

b) Localisation

Majoritairement présents dans tous les organes végétaux aériens, ces métabolites
secondaires sont retrouvés en forte concentration dans le parenchyme des jeunes organes tels
que les feuilles et les boutons floraux (Rakipov, 1987). Toutefois, ils peuvent également étre
retrouvés au niveau des racines et des autres organes.

Les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les
anthocyanidines sont les sous-classes flavonoidiques les plus étudiées. En effet, ces composés
naturellement présents dans la plupart des fruits et des légumes consommés par 1’homme

(Surh, 2003), présentent des effets bénéfiques pour la santé.

3) Biosynthése et régulation
a) Biosynthése
Les flavonoides, synthétisés au niveau des plastides cytoplasmiques de la plante et
s’accumulant ensuite dans le suc vacuolaire, dérivent de la voie du shikimate et de la voie de

I’acétate-malonate.

i- La voie du shikimate
La voie du shikimate aboutit a la production de trois acides aminés aromatiques : la

phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Apreés sept étapes métaboliques, le
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phosphoénolpyruvate et 1’érythrose-4-phosphate (respectivement générés par la voie de la
glycolyse et la voie des pentoses phosphates) sont convertis en chorismate, le précurseur des
acides aminés aromatiques ainsi que de nombreux autres métabolites de la plante (Herrmann

and Weaver, 1999).

ii - La voie de I’acétate-malonate
La voie de I’acétate-malonate génére le malonyl-CoA (le premier précurseur de la voie
de biosynthése des flavonoides), par I’intermédiaire d’une réaction entre I’acétyl-CoA et le

dioxyde de carbone, catalysée par I’acétyl-CoA carboxylase.

iii - Vers la biosynthése des flavonoides ...
Aprées trois conversions enzymatiques catalysées par la phénylalanine ammonia-lyase
(PAL), la cinnamate 4-hydroxylase (C4H) et la 4-coumarate : CoA ligase (4CL), la
phénylalanine (issue de la voie du shikimate) est convertie en 4-coumaroyl-CoA, le deuxiéme

précurseur des flavonoides (Figure 21).

OH OH
PAL C4H 4cL
HoN —> HO —> HO —> CoA
0 0 0

COOH

phénylalanine cinnamate 4-coumarate 4-coumaroyl-CoA

Figure 21. Formation du 4-coumaroyl-CoA, le précuseur des flavonoides.
PAL, phénylalanine ammonia-lyase ; C4H, cinnamate 4-hydroxylase ; 4CL, 4-coumarate : CoA ligase.

La voie de biosynthése des flavonoides est présentée dans la figure 22. Les premiers
flavonoides de cette biosynthese, les chalcones, sont formés a partir du 4-coumaroyl-CoA et a

partir du malonyl-CoA.

111



Introduction Partie III - Les flavonoides

! |

mG\ooscm + 3 CoASOC._.COOH

p-coumaroyl-CoA malonyl-CoA

OH O
chalcone
CHI p
OH OH
IFS @’ F3H
— H O 5 HO. o .«
OH O OH O
flavanone ériodictyol
F3H F3H

R

oH @EOH
FLS @ F3'H
) HO. O HO. o . -
F3'5’H
OH OH

OH O OH O

dihydroquercétine

flavonol dihydroflavonol dihydromyricétine

DFR FLS

0% .«
< . .
mm “O\Q/\[lo“

OH OH OH
ANR flavan-3,4-diol LAR
(leucoanthocyanidines)

@OH @EOH
HO. O " HO. Lo Nt a
3GT “OH OH

OH OH

anthocyanidine
=—> delphinidine

(2R,3R)-flavan-3-ol

— EGCG
R R
I o L _om
wo o [ Holg[.o,l,”R.
| I R
[ | L 5002"\ OH | § L‘OH A On"'
- ‘O\‘:/“OH HgH“ ] o [ > ll R
OH IV - L\OH
anthocyane — proanthocyanidine

Figure 22. Schéma général de la voie de biosynthése des flavanoides.

Lors de la premicre étape de biosynthése des flavonoides, le 4-coumaroyl-CoA est condensé avec trois
molécules de malonyl-CoA pour donner une chalcone. Ce processus est catalysé par la chalcone
synthase (CHS). Lors de la deuxiéme étape, la chalcone est isomérisée pour former la flavanone. Cette
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réaction peut se produire de maniére spontanée ou sous l’action de 1’enzyme chalcone isomérase
(CHI). Par la suite, cette flavanone peut subir trois conversions différentes. Tout d’abord, elle peut étre
convertie en isoflavone sous I’action de 1’isoflavone synthase (/FS). Ensuite, elle peut subir une
hydroxylation pour former I’ériodictyol grace a I’action de la flavonoide 3’-hydroxylase (F3'H). Ce
compos¢ va ensuite étre modifié successivement par deux enzymes : la flavanone 3-hydroxylase
(F3H) et la flavonol synthase (FLS) pour aboutir a la formation des flavonols. Enfin, la flavanone peut
aussi étre oxygénée en dihyroflavonols par la flavanone 3-hydroxylase (F3H). Par la suite, les
dihydroflavonols peuvent étre hydrolysés par deux enzymes: la flavonoide 3’,5’-hydroxylase
(F3’5’H) et la flavonoide 3’-hydroxylase (F3’H). De plus, sous D’action de la FLS, les
dihydroflavonols sont déshydrogénés en flavonols. Toutefois, la FLS est en compétition avec la
dihydroflavonol réductase (DFR) qui réduit les dihydroflavonols pour former les flavan-3,4-diols
(encore appelés leucoanthocyanidines). Ensuite, la leucoanthocyanidine dioxygénase (LDOX) encore
appelée anthocyanidine synthase (ANS) oxyde les leucoanthocyanidines en anthocyanidines. Sous
I’action de Dl’anthocyanidine réductase (ANR), les anthocyanidines sont ensuite transformées en
flavan-3-ols ou sont stabilisées en anthocyanes par glycosylation, sous 1’action de la
3-glucosyltransférase (3G7). Les leucoanthocyanidines peuvent également é&tre converties en
flavan-3-ols sous 1’action de la leucoanthocyanidine réductase (LAR). Pour finir, les monomeres de
flavan-3-ols et/ou de flavan-3,4-diols sont condensés pour donner les proanthocyanidines.

Les deux molécules auxquelles nous nous sommes intéressés au cours de cette thése
(I’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) et la delphinidine) sont indiquées en-dessous du nom des
sous-classes auxquelles elles appartiennent.

b) Régulation
La biosynthése des flavonoides est induite par divers facteurs biotiques (comme par
exemple, I’attaque d’un agent pathogéne, la présence d’une blessure, la vie en symbiose) mais
aussi par des facteurs abiotiques (tels qu’une forte luminosité, des rayonnements
ultra-violets, de faibles températures, ou des carences en minéraux et en nutriments).
Différentes protéines sont impliquées dans la régulation de I’expression des genes

codant pour les enzymes impliquées dans la voie de biosynthése des flavonoides.

4) Fonction des flavonoides

Les flavonoides possédent divers roles pour la plante. Les couleurs attrayantes
associées a ces molécules attirent les insectes pollinisateurs, permettant la reproduction des
végétaux. De plus, en favorisant la production d’un pollen pouvant germer ou ne se rompant
pas lors de la formation du tube pollinique, ces molécules possédent un rdle dans la fertilité de
certains végétaux (Shirley, 1996).

De plus, de nombreux flavonoides agissent comme des signaux d’induction de la
transcription de geénes bactériens dans le cas des plantes vivant en symbiose ou de manicre
commensale avec des microorganismes. Ainsi, les flavonoides jouent un rdle dans la
croissance et le maintien des plantes. Toutefois, les flavonoides peuvent aussi constituer des

attractants pour des microorganismes pathogénes et induire 1’expression de leurs genes de
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virulence. Les flavonoides servent également de molécules de signalisation, dans les
interactions symbiotiques avec les champignons. Cependant, les flavonoides jouent ¢galement
un role dans la résistance fongique. Ainsi, apres la récolte des fruits et des 1égumes, de fortes
concentrations sont observées. Enfin, en tant que substances anti-appétantes ou réductrices de

la digestion ou en tant que toxines, les flavonoides protégent la plante des herbivores.

5) Propriétés physico-chimiques des flavonoides
a) Solubilite

De manicre globale, la solubilité¢ des flavonoides dépend de la nature et du nombre de
substituants composant ces molécules. Ainsi, plus le nombre de groupements hydroxyles et le
nombre d’oses est élevé, plus les flavonoides sont solubles dans les solvants polaires et
réciproquement. De manicre intéressante, les flavonoides sont présents sous deux
formes : une forme non sucrée appelée forme aglycone (ou génine) et une forme sucrée
appelée forme glycoside. Le plus souvent, chez une plante, les flavonoides sont présents sous
une forme sucrée appelée forme glycoside. Ainsi, les flavonoides sous forme
aglycone, hydrophobes, traversent les membranes biologiques par diffusion
passive, contrairement aux flavonoides sous forme glycoside. Cependant, chez
I’homme, certaines études montrent que 1’absorption intestinale de ces derniers sous forme

glycoside peut étre plus importante que sous forme aglycone.

b) Couleurs et propriétés spectrales

Les flavonoides couvrent une large palette de couleurs. Ainsi, les flavonoides les plus
réduits sont incolores. Cependant, les chalcones, les aurones et les flavonols sont caractérisés
par une coloration jaune. Enfin, les anthocyanidines se distinguent par un éventail de couleurs
allant du rose-rouge au violet foncé. Pour ces dernicres, 1’intensité de la coloration bleu-violet
augmente avec le nombre de substitutions. Au contraire, la méthylation des groupes
hydroxyles, chatoient ces derniéres en rouge. De maniére importante, la combinaison entre
plusieurs types de flavonoides peut entrainer des changements de couleurs. Ainsi, du fait de
cette diversit¢ de couleur, les flavonoides présentent des propriétés spectrales d’absorption

dans les ultraviolets proches du visible permettant de les distinguer.

6) Propriétés biologiques des flavonoides
Constituant des molécules de défense contre les organismes pathogenes, il n’est pas

surprenant de constater que certains flavonoides possédent des potentiels thérapeutiques

114



Introduction Partie III - Les flavonoides

contre les bactéries, les virus, les champignons, les parasites et les insectes.
Néanmoins, certaines de leurs propriétés thérapeutiques peuvent étre expliquées par leurs
fortes capacités antioxydantes.

De plus, ces métabolites secondaires exercent de nombreuses activités biologiques
(comme, par exemple, une activité phytoestrogénique (associée aux isoflavonoides), une
activit¢  vasculo-protectrice,  anti-hépatotoxique, anti-allergique, anti-inflammatoire,
anti-ulcéreuse, antispasmodique, anti-diarrhéique et méme anti-tumorale) en modulant
I’activité de certaines enzymes et en modifiant le comportement de plusieurs systemes
cellulaires.

D’autre part, en tant que piégeurs des radicaux libres, les flavonoides sont également
impliqués dans la prévention des dommages oxydatifs causés par les dérivés réactifs de
l'oxygeéne (reactive oxygen species ou ROS) (Merken and Beecher, 2000).
Ainsi, in vitro, certains flavonoides présentent une activité contre les processus
inflammatoires et, de ce fait, contre les maladies inflammatoires chroniques et ’arthrose.

Toutefois, chez ’homme, le métabolisme et la biodisponibilité des flavonoides sont a
prendre en considération afin d’établir leur potentiel thérapeutique réel (Hollman

and Katan, 1997 ; Bruneton, 1999).

B. L’épigallocatéchine-3-gallate
L’épigallocatéchine-3-gallate ou EGCG, une catéchine appartenant a la famille des

flavonoides, est majoritairement présente dans I’extrait de thé vert.

1) Généralités sur le thé

Le thé, apres 1’eau, est 'une des boissons les plus consommées dans le monde.
Différents types de thé existent : noir, oolong et vert. Ces derniers sont produits a partir des
feuilles issues de 1’arbre a thé (encore appelé théier) : Camellia sinensis.

Le thé vert est produit en chauffant des feuilles fraiches, a la vapeur et a de hautes
températures. Grace a ce procédé, les enzymes d’oxydation sont inactivées et le contenu

polyphénolique des feuilles n’est pas altéré (Astill ez al., 2001).

2) Les flavan-3-ols : les principes flavonoidiques actifs du thé vert
Les flavonoides contenus dans le thé vert sont souvent des flavan-3-ols monomériques

(Astill et al., 2001 ; Yao et al., 2005) (encore appelés catéchines), dont le plus abondant est
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I’EGCG. 1l s’ensuit ensuite I’épigallocatéchine (EGO), I’épicatéchine
gallate (ECG), I’épicatéchine (EC) et la catéchine (C) (McKay and Blumberg, 2002)
(Figure 23). Ces molécules sont caractérisées par la présence d’une seule substitution en
position 3 (un groupement hydroxyle, OH), sur le cycle C. De plus, plusieurs stéréoisomeres
existent du fait de la présence de deux carbones asymétriques, en positions 2 et 3 de ce méme
cycle (voir partie I1I.A.3.a.iii.). Ainsi, les catéchines du thé possedent une configuration — cis

(encore appelée configuration 2R, 3R) au niveau de ces positions.

OH OH OH
t LOH t ~OH i :OH
HO O HO. O_.» HO. O oM
OH “OH “OH
H

OH

(2R, 3S)-(+)-catéchine (C) (2R, 3R)-(-)-épicatéchine (EC) (2R, 3R)-(-)-épigallocatéchine (EGC)

OH OH
HO. O HO O~ -
OH | OH OH OH
ges geu
OH OH

(2R, 3R)-(-)-épicatéchine gallate (ECG) (2R, 3R)-(-)-épigallocatéchine-3-gallate (EGCG)

Figure 23. Représentation schématique des différentes catéchines (flavan-3-ols) présentes dans le
thé vert.

3) Effets associés a PEGCG
a) Effets généraux de ’EGCG

Les flavan-3-ols sont de puissants antioxydants. L’EGCG posséde de nombreuses
propriétés :  antioxydante,  anti-cancéreuse, anti-inflammatoire,  anti-microbienne,
thermogénique et probiotique. Cette molécule se lie sur de nombreuses molécules biologiques
et module différentes enzymes et voies de signalisation (Lee et al., 2002 ; Tachibana
et al., 2004 ; Chen et al., 2011 ; Tachibana, 2011). De maniére intéressante, il semble que
I’EGCG inhibe la voie de sécrétion des VLDL (Li et al., 2006).
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b) Effets antiviraux associés a '’EGCG
Plusieurs publications relatent les effets antiviraux associés a ’EGCG. Il semble que

cette molécule soit active, aussi bien sur les virus enveloppés que les virus non enveloppés.

i - Les virus enveloppés

Tout d’abord, PEGCG posséde un effet antiviral contre le HIV-1. Différents
mécanismes ont été propos¢ pour expliquer ce dernier. Nakane et al. ont montré, in vitro, une
inhibition de la réplication du HIV-1 dans les cellules mononuclées du sang périphérique
(Nakane and Ono, 1989). Dans cette étude, 'EGCG a été décrite comme une molécule
inhibitrice de I’activité enzymatique de la transcriptase inverse de ce virus. Ce mode d’action
a ¢ét¢ confirmé par d’autres équipes (Yamaguchi et al., 2002 ; Li et al, 2011).
D’autre part, ’EGCG, en se liant a la surface de I’enveloppe virale et en déstructurant la
membrane phospholipidique, peut induire la lyse des particules virales (Fassina et
al., 2002 ; Yamaguchi et al., 2002). De plus, cette molécule, en liant le récepteur CD4, peut
empécher ’attachement du HIV-1, a la surface cellulaire. En effet, dans ce cas, 'EGCG
bloque I’interaction entre la glycoprotéine d’enveloppe gpl20 du virus et le récepteur
cellulaire CD4, présent a la surface des cellules T (Kawai et al., 2003).

L’activité antivirale de '"EGCG contre les virus HSV-1 et HSV-2 s’expliquerait par un
effet direct de la molécule sur le virion (Isaacs et al., 2008 ; Isaacs et al., 2011). Il semblerait
que la molécule destructure les glycoprotéines d’enveloppe virales. De manicre
intéressante, des diméres de cette molécule sont plus efficaces contre ces virus (Isaacs et
al., 2011).

Par la suite, des effets antiviraux diis a ’EGCG ont également été décrits pour le virus
de la grippe. Ce flavonoide semble affecter la réplication de ce virus en agissant sur les
facteurs cellulaires nécessaires a cette étape (Kesic ef al., 2011 ; Cho ef al., 2012 ; Ling et
al., 2012). De plus, cette molécule semble également agréger les particules virales entre elles
(Nakayama et al., 1993), empéchant ainsi I’étape d’entrée virale.

L’effet de ’EGCG sur le HBV a été étudié dans une lignée stable exprimant les
antigénes de ce virus (la lignée HepG2-N10) (Xu et al., 2008). Pour ce virus, 'EGCG induit
une diminution des niveaux d’ADN extracellulaires, des intermédiaires de réplication et de
I’ADN circulaire clos de fagon covalente (ADNccc), ainsi que de I’expression des antigeénes
du HBV. Une étude récente a confirmé la diminution des intermédiaires de réplication par

I’EGCG, résultant d’une diminution de la production d’ADNccc (He et al., 2011).
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ii - Les virus non enveloppés
Les publications rapportant des effets de I’EGCG sur les virus non enveloppés sont
plus restreintes que celles décrivant des effets sur les virus enveloppés. Toutefois, cette
molécule semble ¢galement étre active contre ces virus.
L’EGCG inhibe la réplication de I’entérovirus 71 ainsi que la formation des virions
néo-synthétisés (Ho et al., 2009).
De plus, ’EGCG est active contre 1’adénovirus de sérotype 14. Pour ce virus, 'EGCG

semble agir a une étape tardive de ’infection (Weber et al., 2003).

¢) Pharmacologie
i - Biodisponibilité

L’épigallocatéchine-3-gallate n’est pas une molécule trés biodisponible. En effet, il
semblerait que le temps de demi-vie de cette molécule soit compris entre deux et cinq heures
(Yang et al., 1998 ; Ullmann et al., 2003). De plus, il semblerait que la biodisponibilité de
cette molécule dépende de nombreux parametres, incluant la libération digestive de cette
molécule, son absorption, son métabolisme et son €élimination. De plus, le niveau d’EGCG
n’est pas détectable dans les urines (Yang et al., 1998). Ainsi, la majorité de cette molécule
semble étre excrétée dans la bile. Par conséquent, afin de comprendre les effets de la
consommation des polyphénols sur la santé, il est essentiel de connaitre leur devenir dans
I’organisme une fois ingérés afin de déterminer s’ils atteignent ou non les tissus cibles

présumés.

ii - Absorption intestinale et métabolisme

Aprés ingestion, une fraction importante des catéchines, présentes dans
le thé, subissent un métabolisme enzymatique avant et aprés absorption dans le petit
intestin, au niveau du foie (Lambert et al., 2007), ainsi que dans le gros intestin et les reins
(Coughtrie and Johnston, 2001). Les métabolites formés parviennent aux tissus via la
circulation systémique avant d’étre excrétés par les urines. L’épigallocatéchine-3-gallate ne
semble pas étre absorbée par le petit intestin mais semble parvenir directement au gros
intestin. Ainsi, la flore microbienne résidente de ce dernier va détruire le squelette

flavonoidique et générer divers métabolites de plus faible poids moléculaire.
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d) Facteurs influencant la biodisponibilité de ’EGCG
Les niveaux de flavan-3-ols diminuent avec la température. Cependant, ce facteur ne
semble pas avoir d’effet concernant la stabilit¢ de I’EGCG (Wang et al., 2008).
Néanmoins, ’EGCG peut former des complexes avec I’albumine (Minoda et al., 2010). Une
telle complexation pourrait limiter 1’activité de cette molécule et pourrait expliquer en partie
la faible biodisponibilit¢ de ’EGCG (Manach et al., 2005 ; Van Amelsvoort et al., 2001).
De plus, la consommation répétée d’EGCG augmente sa concentration plasmatique (Chow et

al., 2003).

C. La delphinidine

1) Généralités sur les anthocyanidines

La delphinidine est un flavonoide appartenant a la sous-classe des anthocyanidines.
Ces dernicres constituent des pigments naturels dont la structure dérive de celle de I’ion
flavylium (encore appelé I’ion 2-phényl-1-benzopyrilium) (Figure 24). Généralement, le
contre-anion de 1’ion flavylium est 1’ion chlorure (CI). De maniére remarquable, ces pigments
possédent une charge positive et deux doubles liaisons au niveau du cycle C qui les
différencient des flavanols (Figure 25). Dans la nature, ces molécules ne se trouvent pas sous
forme d’aglycones libres (correspondant aux anthocyanines), a l'exception de
la cyanidine (un pigment rouge-cramoisi), la delphinidine (un pigment pourpre-violet), la
malvidine (un pigment violet), la pélargonidine (un pigment rouge-orangé), la péonidine

(un pigment rose-rouge) et la pétunidine (un pigment violet).

Figure 24. Représentation de la structure de I’ion flavylium.

Les anthocyanines possédent de nombreuses propriétés incluant des propriétés

antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-microbiennes, anti-cancéreuses, neuroprotectrices ...
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OH o OH
delphinidine OH

EGCG

Figure 25. Comparaison de la structure d’une anthocyanidine (la delphinidine) et
d’un flavan-3-ol (I’ EGCG).

Les anthocyanidines possédent une charge positive et deux doubles liaisons au niveu du cycle C qui
les différencient des flavanols. Les différences apparaissent en rouge.

2) La delphinidine : une molécule retrouvée dans de nombreux aliments

Les anthocyanidines, de puissants antioxydants, constituent les pigments responsables
de la coloration de nombreuses fleurs et de nombreux fruits. Ainsi, la delphinidine et ses
dérivés donnent les teintes bleues, violettes et rouges des fleurs (telles que les violettes ou les
delphiniums), mais aussi des fruits (tels que les raisins du cépage Cabernet-Sauvignon, les

fruits rouges, les canneberges et les grenades).

3) Pharmacologie
a) Biodisponibilité de la delphinidine

La consommation d’anthocyanines, la forme sucrée des anthocyanidines, présente des
effets bénéfiques pour la santé. Cependant, ces dernicres sont retrouvées en faibles
concentrations dans le plasma (de I’ordre du nM au uM) et les urines (0,004% a 0,1% de la
dose initiale est excrétée) (Manach ef al., 2005). Ainsi, un pic plasmatique apparait une a trois
heures aprés ingestion, puis ces molécules disparaissent rapidement de la circulation
(en quelques heures). Cependant, les anthocyanines peuvent persister jusqu’a vingt-quatre
heures dans les urines (Kay et al., 2004 ; Kay et al., 2005). Par conséquent, les données
suggerent, qu’apres ingestion, les anthocyanines subissent diverses transformations affectant
leurs bioactivités. Ainsi, la fonction physiologique des anthocyanines dépend de leur
biodisponibilité sous forme native.

Actuellement, aucune donnée concernant la biodisponibilit¢ du chlorure de
delphinidine, chez la souris ou chez I’homme, n’est disponible. Cependant, nous pouvons
supposer que, cette molécule, étant dépourvue de groupements osidiques, contrairement aux

anthocyanines, soit plus biodisponible que ces derniéres.
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b) Absorption et métabolisme

De maniere générale, les activités des anthocyanines dépendent de leur absorption et
de leur métabolisation. Ainsi, 1’absorption des anthocyanines semble avoir lieu au niveau de
I’estomac et du petit intestin, par différents mécanismes impliquant des enzymes spécifiques
(Passamonti et al., 2003 ; Talavéra et al., 2003). De maniére intéressante, chez le rat, ces
molécules sont également retrouvées dans d’autres organes tels que le foie, les reins et le
cerveau (Talavéra et al., 2005).

Aucune donnée concernant I’absorption et le métabolisme du chlorure de delphinidine

n’est disponible.

¢) Différents facteurs pouvant influencer la stabilité et la biodisponibilité de

la delphinidine
Les anthocyanidines sont instables a la lumiere, a la température et a 1’oxygeéne. De
plus, en milieux aqueux, quatre formes en équilibre coexistent (Figure 26) en fonction du pH.

Ainsi, une perte de coloration des anthocyanines en milieu neutre ou peu acide est observée.
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Figure 26. Les différentes formes en équilibre des anthocyanines en fonction du pH.
Ici, la malvidine 3-O-glucoside, une anthocyanine, illustre cet équilibre.

D. Le virus de I’hépatite C et les composés naturels : une nouvelle stratégie antivirale ?
(Hepatitis C Virus and natural compounds: a new antiviral approach?) - revue
Actuellement, dans le cadre de I’infection par le HCV, des molécules d’origine
naturelle font 1’objet d’études cliniques avancées. C’est notamment le cas de la silibinine, un
composé flavonoidique extrait du chardon-Marie. Dans cette revue, diverses molécules
polyphénoliques possédant une activité antivirale contre le HCV ont été répertoriées et
classées selon leur pertinence et leur famille chimique. L’utilisation de ces dernieres comme

traitement contre le HCV est discuté.

122



Introduction Partie III - Les flavonoides

Référence bibliographique :
Calland N., Dubuisson J., Rouillé Y., Séron K (2012). Hepatitis C virus and natural

compounds: a new antiviral approach?. Viruses. 4(10): 2197-217.
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Objectifs

Récemment, de nouveaux agents antiviraux ciblant directement le virus de 1’hépatite C
ont été ajoutés a la bithérapie standard composée d’interféron-alpha pégylé et de ribavirine.
Ces nouveaux inhibiteurs permettent d’augmenter de maniere significative la réponse
virologique soutenue. Toutefois, I’efficacité de cette nouvelle trithérapie se cantonne au
génotype 1 du HCV. Ainsi, afin d’établir une thérapie antivirale efficace évitant I’apparition
et la sélection de mutants de résistance aux antiviraux, l’utilisation en combinaison de
plusieurs agents antiviraux possédant une activité pan-génotypique et ciblant directement le
virus est préconisée. C’est pourquoi la découverte de nouvelles molécules ciblant diverses
étapes du cycle viral infectieux du HCV est indispensable.

Ainsi, dans, un premier temps, mes travaux de thése ont consisté¢ a étudier le mode
d’action d’une molécule naturelle, 'EGCG, sur Dinfection par le HCV. De prime
abord, étant donné I’implication de cette molécule en tant qu’inhibiteur de la voie de sécrétion
des VLDL et du fait de I’importance du réle du métabolisme lipidique dans I’entrée et
I’assemblage du HCV, nous avons supposé¢ que cette molécule pourrait interférer avec
I’assemblage de ce virus. Contre toute attente, notre étude montre que I’EGCG, en agissant
directement sur le virus, inhibe une étape trés précoce de 1’entrée, sans affecter ni I’étape de
réplication, ni 1’étape d’assemblage/sécrétion. De plus, cette molécule, qui est active contre
tous les génotypes du HCV, bloque le passage du virus de cellule a cellule aussi bien via la
voie de sécrétion dans le milieu extracellulaire, que via la transmission de cellule a cellule
impliquant les jonctions cellulaires. Par conséquent, en affectant les deux modes de
transmission du HCV et en possédant une activité pan-génotypique, 'EGCG constitue un
agent antiviral a fort potentiel thérapeutique.

Les résultats de ces travaux font I’objet de la publication suivante :

Calland N., Albecka A., Belouzard S., Wychowski C., Duverlie G., Descamps V., Hober
D., Dubuisson J., Rouillé Y., Séron K (2012). (-)-Epigallocatechin-3-gallate is a new
inhibitor of hepatitis C virus entry. Hepatology. 55(3): 720-9.

Par la suite, afin d’identifier de nouvelles molécules présentant un mode d’action
similaire a celui de 'EGCG et possédant une activité antivirale exacerbée, nous avons
sélectionné différentes molécules naturelles et les avons testées pour leur potentiel effet
anti-HCV. C’est ainsi que le chlorure de delphinidine, une anthocyanidine, a été identifié en
tant que nouvelle molécule inhibitrice d’une étape précoce de 1’entrée du HCV. Cette

molécule, comme I'EGCG, interfére avec la liaison du virus a la surface cellulaire.
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Les résultats de ces travaux font 1’objet d’une publication en cours de rédaction :
Calland N., Belouzard S., Wychowski C., Duverlie G., Descamps V., Dubuisson
J., Rouillé Y., Séron K. The anthocyanidin delphinidin is a new inhibitor of hepatitis C virus

entry.

128



RESULTATS

129



130



Partie 1

L’épigallocatéchine-3-gallate, un nouvel inhibiteur de [entrée

du virus de [hépatite C
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Référence bibliographique :
Calland N., Albecka A., Belouzard S., Wychowski C., Duverlie G., Descamps V., Hober
D., Dubuisson J., Rouillé Y., Séron K (2012). (-)-Epigallocatechin-3-gallate is a new
inhibitor of hepatitis C virus entry. Hepatology. 55(3): 720-9.
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La delphinidine, une molécule possédant un mode d action comparable a
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ABSTRACT

Objective. Hepatitis C is a major health burden. It is caused by hepatitis C virus (HCV).
Despite the validation of direct-acting antivirals (DAAs) for hepatitis C virus treatment
directed against the viral protease, discovery of new DAAs targeting different steps of the
virus life cycle is still needed. In this context, we recently identified a natural polyphenol
molecule, epigallocatechin-3-gallate (EGCG) as a new inhibitor of HCV entry exhibiting an
half maximal inhibitory concentration (ICsg) in cell culture of approximately 11 uM. Our goal
was to identify new molecules, starting from EGCG scaffold, with enhanced anti-HCV
activity.

Design. We thus selected a series of natural compounds according to their structure similarity
to EGCQG, and tested their anti-HCV activity.

Results. This approach led us to identify delphinidin as a new inhibitor of HCV entry. This
molecule is a polyphenol belonging to the anthocyanidin subclass of flavonoids, a pigment
which gives the red-blue color to flowers and berries. We first demonstrated that
delphinidin chloride, like EGCG, is able to inhibit an early step of HCV life cycle, without
affecting replication or viral assembly/secretion. By RT-PCR-based quantification of the viral
particles bound to the cell surface, we demonstrated that delphinidin chloride impairs the
early attachment of the virus to the cell surface. Interestingly, delphinidin chloride is effective
in combination with interferon or boceprevir to inhibit HCV infection in cell culture.
Finally, with an ICsy of 3.5 uM, delphinidin chloride is more potent than EGCG as an
anti-HCV molecule.

Conclusions. Delphinidin chloride is a new inhibitor of HCV entry, exhibiting a similar mode

of action as EGCG but with an increased efficacy.
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INTRODUCTION

Hepatitis C is a major healthcare problem worldwide caused by a viral infection with a
high tendency to become chronic. Chronic hepatitis C is linked to the development of
cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Currently, there is no vaccine against hepatitis C virus
(HCV) and the high diversity of viral isolates will probably make it very difficult to develop a
vaccine. The standard therapy, which is based on a combination of pegylated interferon alpha
and ribavirin [1], results in highly variable outcome [2], is very expensive and has severe side
effects. Nevertheless, it is currently thought that efficient anti-HCV therapies will be achieved
with direct-acting antivirals (DAAs) [3]. The recent addition of protease inhibitors to the
standard anti-HCV therapy has already improved sustained virological response rates in
patients infected with genotype 1 HCV. New drugs targeting other viral proteins are in
clinical trials and will probably also help improving HCV therapy [4,5]. A combination of
DAAs will reduce the risk of selecting viral escape mutants. DAAs combinations in the
absence of interferon will probably enable to greatly reduce side effects of the therapy, which
are mainly associated with the use of interferon and contribute to the failure of the treatment.
Ideally, such a combination should include DAAs targeting different steps of the HCV life
cycle and should be efficient against all HCV genotypes.

In this context, the last few years have seen a flurry of reports on the identification of
natural molecules of plant origin with anti-hepatitis C activities. EGCG is the most abundant
flavonoid from the subclass of catechin present in green tea extract. It has been shown that a
single cup of tea contains up to 150 mg of this molecule and its administration is safe in
healthy individuals [6]. Very recently, we and others have independently identified EGCG as
a new inhibitor of HCV entry [7-9]. Recently, Haid et al. by screening a library of natural
phenolic compounds from plant extracts, have isolated ladanein (and its synthetic equivalent
BJ486K), a molecule with anti-HCV activity, inhibiting entry [10]. HCV entry is a very
complex process, which involves a series of host entry factors [11]. On the viral
particle, envelope glycoproteins E1E2 play a major role during entry. The viral particle
probably initially binds glycosaminoglycans (GAG) on the surface of the target cell. It has
been proposed that interactions between the LDL receptor (LDL-R) and apolipoproteins of
the viral particle might also participate in the initial binding to the cell surface. Following
these rather non-specific initial binding events, several host entry factors are specifically
involved in the entry process [12]. Our objective was to identify a molecule with increased

anti-HCV inhibition capacity compared to EGCG.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), phosphate-buffered saline (PBS),
glutamax-I, goat, and fetal calf sera were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA).
4’ ,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) was from Molecular Probes (Invitrogen). EGCG was
from Calbiochem (Merck Chemicals, Darmstadt, Germany), gallocatechin gallate (GCG) was
from Sigma (St. Louis, MO), delphinidin chloride, cyanidin, myrtillin chloride, pelargonidin
chloride, tricetinidin chloride, myricetin and petunidin chloride were purchased from
Extrasynthése (Lyon, France). Stocks were resuspended in dimethylsulfoxide (DMSO)
at 0.5 M. Boceprevir was kindly provided by Philippe Halfon (Hopital Ambroise

Par¢, Marseille, France). Interferon and other chemicals were from Sigma (St. Louis, MO).

Antibodies. Mouse anti-E1 MAb A4 [13] was produced in vitro. Cy3-conjugated goat

anti-mouse IgG was from Jackson Immunoresearch (West Grove, PA).

Cells and culture conditions. Huh-7 [14] and HEK 293T (ATCC number CRL-11268) cells

were grown in DMEM supplemented with glutamax-I and 10% fetal calf serum.

HCVce. We used a modified JFHI virus containing titer-enhancing mutations [15] and in
which the A4 epitope of HCV glycoprotein E1 of genotype la was reconstituted [16]. The
JFH1-Luc plasmid containing a Renilla luciferase reporter gene, the JFH1-AE1E2-Luc or
JFHI1-AE1E2 plasmids, which contain an in-frame deletion in the E1E2 region, and the
JFH1-GND-Luc replication-defective mutant have been described previously [16,17].
Infections were scored by measuring luciferase activity in cell lysates using a Renilla
luciferase assay system from Promega (Madison, WI) or by measuring infectivity by indirect
immunofluorescence with anti-E1 MADb. For quantitative binding experiments, purified virus
was obtained by precipitation of HCVcc-infected Huh-7 cells supernatants with
8% polyethylene glycol 6000. Pelleted virus was then loaded onto a continuous 10-40%
iodixanol gradient. One ml fractions were collected and the most infectious ones were pooled.

The titer of the stock was 5.10° focus forming unit (ffu)/ml.

HCVpp. The luciferase-based HCV pseudotyped retroviral particles (HCVpp) infection assay

was as previously described [18].
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Quantification of HCV core protein. Huh-7 cells were inoculated for 2 h with HCVcc in
35-mm wells of 6-well cell culture plates or electroporated with JFH1-AEIE2 RNA. HCV
core antigen expressed within cells or secreted into the supernatant was quantified using
chemiluminescent microparticle technology (Architect HCV Ag Test; Abbott, France) as
described [19]. In parallel, total amounts of proteins in cell lysates were quantified using

bicinchoninic acid assay (Sigma).

Indirect immunofluorescence microscopy. Infected cells grown onto glass coverslips were
processed for immunofluorescent detection of viral proteins as previously described [20].
Nuclei were stained with 1 pg/ml DAPI. Coverslips were observed with a Zeiss Axiophot
microscope equipped with either 10x or 20x magnification objectives. Fluorescent signals
were collected with a Coolsnap ES camera (Photometrix, Kew, Australia).

For quantification, images of randomly picked areas from each coverslip were recorded.

Viability assay. Subconfluent cell cultures grown in 96-well plates were incubated in culture
medium. An  MTS  [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium] based viability assay (CellTiter 96 aqueous nonradioactive cell

proliferation assay from Promega) was conducted as recommended by the manufacturer.

Spectrophotometric quantification of delphinidin conversion. A thermoregulated
spectrophotometer was used to quantify delphinidin conversion in cell culture medium. The
absorbance spectrum of a 50 uM solution of delphinidin chloride in HEPES, pH 7.4 was
recorded every 5 minutes. Delphinidin conversion was monitored by the decrease of the

500-650 nm peak over time.

Quantitative binding assay. Huh-7 cells were infected with purified HCVcc in 24-well plates
for 1 h at 4°C in the presence of either DMSO, or 50 uM EGCG, or 50 uM
delphinidin chloride, or 500 pg/ml porcine intestinal heparin. Cells were washed with PBS
and total RNA was extracted using NucleoSpin RNA II kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. HCV RNA was quantified by
quantitative real-time reverse transcription-polymerase chain reaction assay as described

previously [21].
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Molecule combination studies. Huh-7 cells were infected with HCVcc in 24-well plates in
the presence of given concentrations of delphinidin chloride. The inoculum was removed and
cells were overlaid with fresh medium containing different concentrations of boceprevir or
interferon. After 34 h, infected cells grown onto glass coverslips were processed for

immunofluorescent detection of viral proteins as previously described [20].

RESULTS

Delphinidin inhibits HCV infection more efficiently than EGCG.

We recently demonstrated that EGCG inhibits HCV entry. In order to better understand the
activity of the molecule and potentially find molecules with enhanced anti-HCV
capacities, we tested the entry inhibition capacity of different natural polyphenol molecules
structurally related to EGCG. Our previous study on different catechins highlighted the
importance of the galloyl group in R3 and the hydroxyl group in R5’ on HCV entry inhibition
efficacy. Therefore, polyphenol molecules with different combinations of R3 and RS’
residues were tested. Gallocatechin gallate (GCG, epimer of EGCG), cyanidin, tricetinidin,
myricetin, petunidin and delphinidin, each of them displaying an hydroxyl group in RS’ but
harboring different chemical structure composition, and finally, myrtillin, a glycosylated form
of delphinidin, naturally present in plant cell vacuoles, were chalanged as new HCV inhibitors
(Figure S1). Cells were infected by HCV in presence of each molecule at 50 uM for 2 h, then
the molecule was removed and infection monitored 34 h post-infection. Number of infected
cells was quantified and compared to cells infected in presence of EGCG (Figure 1A). GCG
exhibited similar infection inhibition than its epimer EGCG showing that the spatial
orientation of the trihydroxyphenyl group is not crucial for HCV inhibition. Tricetinidin,
myricetin and petunidin did not conduct to any inhibition of HCV infection. However, for
delphinidin chloride, the inhibition of HCV infection was more than 90%, in the same range
than EGCG. Finally, myrtillin, the delphinidin glycosylated form, was completely unable to
inhibit HCV infection showing that the presence of the glucose in R3 impairs the efficacy of
the delphinidin molecule. Taken together, these results show that delphinidin chloride is a
new inhibitor of HCV infection.

To compare HCV inhibitory capacities of EGCG and delphinidin, ICsy of delphinidin was
calculated by inoculating Huh-7 cells in the presence of increasing concentrations of

delphinidin during the 2-h inoculation step. Numbers of infected cells were quantified 34 h
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post-infection by immunofluorescence (Figure 1B). Our results showed that ICsy of
delphinidin is 3.5 uM which is approximately 3 times less than ICsy of EGCG calculated in
the same condition (11 pM).

Delphinidin and its conversion product inhibit HCV infection.

To go further in the characterization of delphinidin, its cellular toxicity was determined
(Figure 2A). Our results showed that delphinidin is not toxic at 50 uM, even when present in
the medium for 48 h.

The anthocyanidin delphinidin is a natural plant pigment colored in blue-purple. We observed
that the blue-purple color of the delphinidin disappeared in approximatly 2 h when added to
the cell culture medium at 37°C, showing a potential conversion of the molecule in the culture
medium. The disappearance of the molecule color in aqueous solution was confirmed by
measuring optical density between 500 and 650 nm in a time course experiment at pH 7.4 and
37°C (Figure 2B). A time-dependent decrease of the absorbance peak of delphinidin chloride
was observed, with an absence of detection of the molecule after 120 min. This experiment
confirmed the unstability of the molecule in aqueous solution [22].

In culture medium, delphinidin chloride is converted within approximately 2 h, but, as its
mechanism of action against HCV is not known, its conversion product might also be active
as an antiviral molecule. Thus, the anti-HCV effect of the delphinidin conversion product was
monitored. Delphinidin chloride, at different concentrations, was incubated 1 h at 37°C in the
cell culture medium prior to the inoculation step. Then, virus was added to the medium
preincubated with the molecule and used to inoculate Huh-7 cells at 37°C for 2 h. The virus
and the medium were removed and the number of infected cells was quantified 34 h
post-inoculation by immunofluorescence (Figure 2C). ICsy of the conversion product was
similar to ICsg of delphinidin chloride, showing that despite the desappearance of blue-purple
color of delphinidin, the colorless conversion product present in the medium was also an

active anti-HCV molecule (Figure 2C).

Delphinidin acts directly on HCV particle and inhibits entry at the binding step.

We previously demonstrated that EGCG acts directly on HCV particle to inhibit entry and
postulated that delphinidin might act in the same manner. To verify this hypothesis, HCV was
preincubated with delphinidin chloride or EGCG at 50 uM for 1 h prior to the inoculation
step, and then the virus and the molecule were diluted 10 times during the inoculation period

(at a final concentration of 5 uM). Infection was compared with the virus not preincubated
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before infection with the molecule. Our results showed that the inhibitory effect of
delphinidin is higher when the virus is first preincubated with the molecule prior to
inoculation, demonstrating that, as shown for EGCG, delphinidin chloride acts directly on
HCYV particle (Figure 3A).

The previous data showed that delphinidin acts at the inoculation step, at an early step of the
virus life cycle. To determine if delphinidin could impair HCV entry, HCV pseudoparticles
(HCVpp) harboring E1E2 envelope proteins of different genotypes were produced and used
to infect Huh-7 cells in the presence of 3.5 uM and 35 uM of delphinidin chloride. Our results
showed that delphinidin inhibits HCVpp entry, regardless of the genotype, at the same
concentration necessary to inhibit HCVcc infection (Figure 3B). However, some genotypes
(5 and 6) seemed to be less sensitive to delphinidin. This observation might be due to the low
luciferase activity detected for these two pseudotyped particles. These data confirmed that
delphinidin acts on HCV entry and, as observed with EGCG, that the molecule is active in a
genotype-independent manner.

The previous data showed that delphinidin acts at the entry step. To further characterize the
anti-HCV inhibition effect of delphinidin, the molecule was added either before, during or
after the inoculation step in 2-h periods. Infection was quantified 30 h post-inoculation. As
shown in Figure 3C, delphinidin is active against HCV when added during the inoculation
step. Additionally, the molecule might also act on the cell prior to inoculation. However, as
the decrease in infection is low, this experiment is going to be performed by quantification of
HCVcc infection by immunofluorescence (fo be done...). Furthermore, the molecule is
inactive when added after inoculation, confirming an action at the entry step. Altogether,
these data show that delphinidin and EGCG have similar modes of action, and that
delphinidin may have an additionnal effect on cells.

HCV entry step is a complex mechanism that can be divided in three different substeps,
attachment to cellular factors, binding to specific receptors and endocytosis. To determine the
step of entry impaired by delphinidin, a time addition assay was performed (Figure 4A). This
experiment showed that the inhibitory activity of delphinidin occurs mainly at the binding
step, with a lower inhibition at the post-binding step after removal of the inoculum, and that
delphinidin is not active during endocytosis.

To confirm delphinidin action at the attachment step, HCV binding assays were performed by
quantifying HCV RNA attached to the cell surface by quantitative RT-PCR. The binding step
allowing attachment of the virus to the cell surface was performed by incubating purified

virions with Huh-7 cells for 1 h at 4°C in the presence or absence of delphinidin.
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Heparin, which was shown to inhibit binding, was added as a positive control, as well as
EGCG for which we previously demonstrated an action on HCV binding. After incubation,
unbound virions were washed and the attached viruses were measured by quantification of
viral RNA (Figure 4B). Our results showed that delphinidin inhibits binding in the same
range than EGCG. Taken together, these results showed that delphinidin inhibits HCV entry
at the binding step.

Delphinidin has no effect on viral replication or virus assembly/secretion.

To determine if delphinidin chloride has additional effects on different steps of HCV life
cycle, different experiments were performed to analyze the replication and the
secretion/assembly steps. Huh-7 cells were electroporated with JFH1-Luc transcripts, and
50 uM delphinidin chloride was added 4 h after electroporation. Luciferase activity was
measured at 24 h, 48 h, and 72 h post-electroporation. Data presented in Figure SA showed
no effect of delphinidin on HCV replication. The analysis of HCV secretion in the presence of
delphinidin chloride was realized by the quantification of intracellular and extracellular HCV
core protein. No effect on extracellular core (right part of the graph) was observed, showing

that delphinidin might not act at the assembly/secretion step (Figure 5B).

Delphinidin chloride is effective in combination with interferon or boceprevir.

The final goal of the identification of new DAAs, is to use them in combination with
interferon or ribavirin, the standard therapy, or with other DAAs, like the new anti-HCV
protease inhibitors, boceprevir or telaprevir. The idea is to decrease the dose of molecule
administration to diminish side effects and cost of the treatment. To this aim, anti-HCV
activity of delphinidin chloride combined with either interferon-alpha or boceprevir were
performed. Huh-7 cells were inoculated with HCVcc in the presence of different
concentrations of delphinidin chloride, then the virus and the molecule were removed and cell
culture medium was added with interferon-alpha or boceprevir at different concentrations
(Figure 6A and 6B, respectively). Our results showed that delphinidin chloride is effective in
combination with either interferon-alpha or boceprevir in inhibiting HCV infection.
(Combination index calculation is under way in order to know if the effect is synergic or
additive...). Taken together, these results showed that delphinidin could be used in
combination with boceprevir or interferon-alpha with an increased efficiency, showing its

potential as a new anti-HCV agent.
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DISCUSSION

In this article, we identify a new inhibitor of HCV entry, delphinidin chloride, which might
have some applications in HCV therapy. This polyphenolic component is a plant pigment that
gives blue hues to flowers and can also be found in many fruits. Like the catechin EGCQG,
which has been recently identified by us and others as an new anti-HCV agent, the
anthocyanidin delphinidin chloride, belongs to the flavonoid family but differs from some of
them by the presence of a positive charge. Our results show that the trihydroxyphenyl group
is important to confer its antiviral activity to delphinidin chloride. Furthermore, it seems that
the hydroxyl group in R3 is also necessary, as the glycosylation of this residue completely
abolishes, the antiviral activity of the molecule.

We demonstrated that delphinidin chloride acts at an early step of entry probably by
inhibiting the docking of the virus to the cell surface but an additional effect on a later step of
this process must be considered. Furthermore, our results suggest that delphinidin chloride
acts both on the virion and on the target cells. Later entry steps like viral receptor interactions,
endocytosis or membrane fusion could be directly affected.

Delphinidin chloride exhibits an antiviral activity against all HCV genotypes, tested in
HCVpp system, increasing its potential interest as a general anti-HCV agent. In our hands,
HCYV replication and assembly were unaffected by the addition of the molecule in the cell
culture medium. Since delphinidin chloride acts on the viral particle, and inhibits both
HCVpp and HCVcc infection, it is reasonable to think that it might interfere with E1E2
function.

Interestingly, aqueous solutions of the anthocyanidin delphinidin tend to loose their bright
color by formation of colorless species that still encompasse anti-HCV activity similar to the
native delphinidin chloride molecule against HCVcc, increasing the potential use of this
molecule in HCV therapy. Further studies are needed to characterize the active colorless
conversion product, that might, according to chemical reports, probably be a chalcone. The
delphinidin chloride molecule can be used in combination with currently used replication
inhibitors like interferon or boceprevir. This may potentiates its use in HCV therapy.

To envisage the use of this molecule in human therapy, further studies are needed and
particularly safety and pharmacokinetics studies. To our knowledge, no data are available on
the toxicity of anthocyanidins in humans and antiviral activities against any viruses have

never been reported for these compounds.
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Cellular toxicity of delphinidin chloride is comparable to that of EGCG which was
demonstrated to be safe in human at high concentrations. Pharmacokinetics studies have
shown that anthocyanidins might be more bioavailable than anthocyanins, the glycosylated
anthocyanidins, since those molecules do not possess a glucoside group which is responsible
for the low bioavailability of anthocyanins. Routes of delphinidin chloride delivery might be
investigated in order to determine its plasma concentration and its bioavailability.
Alternatively, modifying the molecule to improve its bioavailability and antiviral activity
might be necessary to establish delphinidin chloride as a potent antiviral drug in human
therapy.

HCV entry is a crucial step for initiation, spread and maintenance of virus infection and
represents an interesting target for antiviral therapy. Moreover, in the setting of liver
transplantation for HCV associated end stage liver disease, the ability to block cell entry
would help to minimize the universal re-infection of the donor liver by virions present in the
blood which is always observed with an accelerated progression of liver disease. If the low
toxicity of delphinidin chloride is confirmed in vivo, the hypothetical double mode of action
of this molecule on HCV entry combinated with its pan-genotypic activity must represent a
major asset for an entry inhibitor. Furthermore, delphinidin chloride is readily available and
cheap.

The first step of virus entry involves association of the virus with non-specific factors present
at the surface of many different cell types. This step of the virus life cycle is still poorly
defined and delphinidin chloride might be a new tool to go further in its characterization.
More experiments will be necessary to determine if delphinidin interferes with these factors
or if it acts at a different level.

The combination of entry, replication and polyprotein processing inhibitors in a context of a
multidrug therapy might be the way to reduce the risk of emergence of resistant viruses. For
all these reasons, after having tested its safety in primary human hepatocytes and in chimeric
mouse models, it would be interesting to further evaluate the antiviral activity of delphinidin

chloride in HCV infected patients.
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Figure 1. Delphinidin inhibits HCVcc infection in a dose-dependent manner. (A) Huh-7
cells were infected with HCVcc for 2 h in the absence or presence of 50 uM of each molecule
separately. Cells were further incubated in molecule-free medium for 34 h. Cells were fixed
and infectivity quantified by immunofluorescence. (B) Huh-7 cells were infected with HCVcc
for 2 h in the presence of given concentrations of delphinidin or EGCG and further incubated
in molecule-free medium for 34 h. Cells were fixed and infectivity quantified by
immunofluorescence. A trend curve was ploted from the quantification of
immunofluorescences. A mathematical equation corresponding to this curve was obtained and

was used to calculate the ICs of each molecule.
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Figure 2. Delphinidin and its conversion products are both active against HCVcc.
(A) Cells were cultured in the absence or presence of given concentrations of delphinidin. The
viability was monitored using a MTS-based viability assay after 24 h and 48 h by determining
the OD at 490 nm. (B) Delphinidin at 50 uM in HEPES buffer was incubated at 37°C in the
chamber of a thermoregulated spectrophotometer. The optical density between 500 and
650 nm was determined every 5 min. (C) Delphinidin was pre-incubated or not for 1 h at
37°C. In both cases, Huh-7 cells were infected with the virus in presence of different
concentrations of delphinidin. 34 h post-infection, cells were fixed and infectivity was

quantified by immunofluorescence.
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Figure 3. Delphinidin acts directly on the virion to inhibit entry in a pan-genotypic
manner. (A) HCVcc was pretreated or not for 45 min with 50 uM delphinidin prior to
inoculation. Huh-7 cells were then infected with treated or untreated virus. Infection with
untreated virus was performed in the presence of 5 uM delphinidin (which corresponds to the
final concentration of delphinidin during inoculation of treated virus). 46 h post-infection,
cells were fixed and infectivity was quantified by immunofluorescence. (B) Huh-7 cells were
infected with HCVpp of the indicated genotypes or with VSVpp for 2 h in the presence of
DMSO or delphinidin. At 46 h post-infection, cells were lysed and luciferase activity
quantified. (C) Delphinidin at 50 uM was added at different time points: before (cell
pretreatment - 2 h), during (inoculation - 2 h) and after inoculation (post-inoculation - 2 h) of
Huh-7 cells with JFH1-Luc. 46 h after infection, cells were lysed and luciferase activity
quantified.
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Figure 4. Delphinidin inhibits HCVcc binding step. (A) Infection of Huh-7 cells with

JFH1-Luc was divided into three steps: a first one allowing attachment of the particle to the

cell surface (1 h - 4°C), a second step permitting the attached virion to further bind to its

receptors (1 h - 4°C), and a third step allowing endocytosis and fusion of virus with cellular

membranes (1 h - 37°C). 46 h after infection, cells were lysed and luciferase activity

quantified. (Del. means delphinidin). (B) Huh-7 cells were inoculated with purified HCVcc at
a MOI of 10 for 1 h at 4°C in the presence of DMSO, 50 uM EGCG, 50 uM delphinidin or

500 wg/ml heparin. Total RNA was extracted. Bound HCV virions were detected by

quantification of HCV genomic RNA by qRT-PCR.
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Figure 5. Delphinidin does not inhibit HCVcc replication or egress. (A) JFHI-Luc RNA
was electroporated in Huh-7 cells. At 4 h post-electroporation, molecules (50 uM EGCG,
50 uM delphinidin and 2 IU/ml IFN) were added or not to the culture medium. Cells were
lysed at given time points post-electroporation. (B) Cells were inoculated with HCVcc for 2 h
and cultured in the absence or presence of 50 uM delphinidin for 70 h. Supernatants were
collected, cells were lysed and amounts of intracellular and extracellular core protein were

measured.
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Figure 6. Delphinidin is effective in combination with interferon and boceprevir. Huh-7
cells were inoculated with HCVce in the presence of five different concentrations of
delphinidin. The inoculum was removed after 2 h and cells were washed three times with
fresh medium. Then, cells were overlaid with fresh medium containing either boceprevir (A)
or interferon-alpha (B) in increasing concentrations. Infected cells were fixed 34 h post-

infection and infectivity was determined by immunofluorescence.
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Discussion - Perspectives - Conclusions

Résumé des résultats

Notre ¢tude montre que I’EGCG et la delphinidine inhibent, de maniere indépendante
du génotype, I’entrée du HCV dans la cellule. Plus précisément, ces molécules interferent
avec l’attachement de la particule virale a la surface cellulaire en agissant directement sur le
virion. De plus, ces deux molécules n’affectent ni 1’étape de réplication, ni 1’étape
d’assemblage/maturation. Enfin, ’EGCG inhibe la transmission du virus de cellule a cellule
et élimine le virus présent dans le surnageant de culture cellulaire aprés quelques passages
successifs sur des cellules naives. Par conséquent, nos résultats préliminaires suggerent que
ces deux molécules peuvent interagir directement avec la particule virale via les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 ou bien via la partie lipidique de la lipoprotéine. Cette
interaction, si elle existe, peut, soit empécher I’interaction du virus avec les facteurs d’entrée

(GAG, LDL-R, ...), soit modifier I’intégrité du virion.

L’épigallocatéchine-3-gallate, la delphinidine et ’entrée virale

Plusieurs études ont montré que I’EGCG pouvait interagir avec certains récepteurs
cellulaires (Tachibana et al., 2004 ; Li et al., 2006). Dans le cadre d’une infection par le
HCV, le mécanisme d’entrée fait intervenir de maniére séquentielle plusieurs facteurs
d’attachement et récepteurs. Ainsi, cette molécule, en plus d’agir sur la particule
virale, pourrait agir sur les récepteurs présents a la surface de la cellule. Cependant, une autre
équipe a montré que cette molécule n’affectait pas I’expression des récepteurs CLDN-I,
OCLDN, SR-BI et CD81 (Ciesek et al., 2011). Cet argument est donc en faveur d’une action
directe de ’EGCG sur la particule virale. Toutefois, le role de 'EGCG sur les facteurs
d’attachement n’ayant jamais été investigué, nous pouvons supposer une action inhibitrice de
I’EGCG, par liaison de cette derniére a la surface des GAG ou du LDL-R (comme pour ce qui
a ¢ét¢ montré pour le HIV (Kawai et al., 2003), avec le récepteur CD4). Cependant, nos
résultats montrent clairement que le prétraitement des cellules avec cette molécule, avant
I’infection, n’a pas d’effet et que ce flavonoide cible préférentiellement la particule virale.

De maniére intéressante, le chlorure de delphinidine semble avoir un effet sur
I’infection lorsque les cellules sont prétraitées avec cette molécule avant I’infection.
Ainsi, cette molécule, en plus de cibler directement la particule virale, pourrait également
exercer un effet sur la cellule. Ainsi, si cette double spécificit¢ d’action est
confirmée, [’utilisation de cette molécule comme nouvel agent antiviral augmenterait les

chances de prévenir I’infection du HCV dans la cellule.
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L’épigallocatéchine-3-gallate et la réplication

L’absence d’effet de 'EGCG sur la réplication peut étre discuté. En effet, Chen et
al. (Chen et al., 2012), contrairement a Ciesek et al. (Ciesek et al., 2011) et notre équipe
(Calland et al., 2012), ont montré un effet inhibiteur de cette molécule sur cette étape. De
plus, des études précédentes ont montré que I’EGCG inhibait la sérine protéase du HCV et la
chaperone Hsp90, deux protéines requises lors de la réplication du HCV (Okamoto et
al., 2006 ; Zuo et al., 2007 ; Yin et al., 2009). Cependant, certaines de ces données sont a
reconsidérer puisque certaines expériences ont été réalisées dans des systémes acellulaires
(Zuo et al., 2007). Ainsi, il serait important de confirmer ces résultats en utilisant des
systémes in vitro et in vivo impliquant des modéeles cellulaires. Néanmoins, les différents
résultats obtenus pourraient étre expliqués par I’utilisation de systemes de détection de

I’infection différents et donc de sensibilité de détection différente.

Action de PEGCG et de la delphinidine sur le HCV

La spécificité d’action de ’EGCG semble étre spécifique du HCV. En effet, cette
molécule ne constitue pas un agent antiviral universel car ce flavonoide n’a pas d’effet, ni sur
le virus de la fiévre jaune (yellow fever virus ou YFV), ni sur le virus de la diarrhée bovine
(bovine virus diarrhea virus ou BVDV), deux autres virus appartenant a la famille des
Flaviviridae. Ainsi, I’efficacité de cette molécule n’est pas applicable a tous les virus. Il serait
¢galement intéressant de vérifier la spécificité d’action de la delphinidine puisque aucune
donnée concernant I’effet antiviral de cette molécule n’a encore été rapporté.

Dans le systétme HCVcc, les glycoprotéines d’enveloppe associées au virus, forment
d’importants complexes stabilisés par des ponts disulfure (Vieyres et al., 2010). Ainsi, par
analogie a ce qui a été observé pour le virus HSV, nous pouvons supposer que I’EGCG induit
des remaniements importants au niveau de ces complexes. La conformation de ces derniers
étant importante pour le processus d’entrée, cette déstructuration pourrait perturber
I’interaction du virus avec les récepteurs présents a la surface cellulaire. De la méme
manicre, par analogie du mode d’action entre ’EGCG et la delphinidine, nous pouvons
supposer que cette dernieére induise les mémes effets.

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, I’EGCG pourrait également agir sur
la partie lipoprotéique de la particule virale. Cependant, des données préliminaires récentes

montrent que cette derniére n’aurait pas d’effet sur les lipides (Schang, HCV 2012).
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Utilisation de PEGCG et de la delphinidine comme traitement antiviral contre
I’hépatite C

Différents facteurs sont a prendre en considération concernant la bioactivité de
I’EGCG. En effet, cette molécule n’est pas trés biodisponible et n’est pas bien absorbée au
niveau du petit intestin (Yang et al., 1998 ; Ullmann et al., 2003). Ainsi, afin d’améliorer la
biodisponibilit¢ de I’EGCG, nous pouvons envisager de modifier chimiquement cette
molécule. En effet, il semble que la modification de certains groupements (Furuta et
al., 2007 ; Mori et al., 2008) augmente [’efficacité de cette molécule in vitro, laissant
supposer une meilleure bioactivité in vivo (restant toutefois a confirmer).

De plus, ’EGCG inhibe également I’entrée du virus dans les hépatocytes primaires
(Ciesek et al., 2011). Cependant, les concentrations utilisées sont supérieures a celles utilisées
dans le systéme in vitro (avec les cellules Huh-7), indiquant que cette molécule doit étre
modifiée chimiquement afin d’étre plus biodisponible.

De maniére intéressante, I’EGCG inhibe la transmission du virus de cellule a cellule.
Ce point a ét¢ confirmé indépendamment par plusieurs équipes, en utilisant différentes
méthodes (Ciesek et al, 2011 ; Calland et al., 2012 ; Chen et al., 2012). Cette propriété
constitue un atout majeur concernant I’utilisation de cette molécule dans le cadre de la
transplantation hépatique. En effet, lors d’une greffe hépatique, le greffon est rapidement
réinfecté par les virions circulants présents chez le receveur. Ainsi, I'utilisation de cette
molécule dans le cadre des greffes hépatiques pourrait constituer un bon moyen de lutte
contre la ré-infection systématique du greffon. De méme, en potentialisant I’effet d’autres
DAAs (Ciesek et al., 2011), cette molécule pourrait aider a réduire le colt de la thérapie
anti-HCV.

La charge positive que posseéde la delphinidine pose probléme quant au passage des
membranes par cette molécule. Ainsi, cette molécule, afin d’étre biodisponible et
active, devra, soit étre administrée sous forme de pro-drogue, qui, suite a I’action d’enzymes
résidentes dans le foie, sera clivée pour donner la forme active (le chlorure de delphinidine)
ou soit devra étre administrée sous une forme complexée a I’ion chlorure, ce qui pourrait
contrebalancer cette charge positive et donc rendre cette molécule plus biodisponible. Cette
molécule pourra également €tre directement injectée dans le foie ou par voie intraveineuse.

La delphinidine, si cette molécule s’avere plus biodisponible que 'EGCG, pourrait
¢galement étre utilisée comme nouveau traitement contre le HCV du fait de son efficacité

exacerbée in vitro en combinaison avec les inhibiteurs de 1’arsenal thérapeutique anti-HCV.
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Toutefois, du fait de I’absence de données in vivo, chez ’homme et la souris, des études
devront étre entreprises afin d’évaluer le potentiel de cette molécule dans de tels systémes.
L’infection chronique par le HCV est associée a environ 30% des cancers du foie dans
le monde et est une indication majeure pour la transplantation hépatique (Brown, 2005). Les
individus subissant une transplantation hépatique se trouvent face a une ré-infection
universelle et rapide du greffon. Dans le cas d’une transplantation hépatique pour un stade
avancé de la maladie, la capacité¢ a bloquer I’entrée virale pourrait aider a minimiser la
ré-infection universelle actuelle du foie du donneur par les virions circulants présents dans le
sang du receveur. Ainsi, ’EGCG ou la delphinidine, en inhibant fortement I’entrée du HCV,
pourraient constituer une partie de la stratégie antivirale pour la prévention de la ré-infection

du greffon par HCV apres une transplantation hépatique.

Hypothéses concernant le mécanisme d’action de PEGCG et de la delphinidine

Ainsi, concernant le mode d’action de ces deux molécules sur la particule virale, trois
hypothéses peuvent étre émises. Notons que ces derniéres sont basées sur des résultats
obtenus avec des études impliquant ’EGCG. Toutefois, présentant un mode d’action
comparable a celui de 'EGCG, nous pensons que ces hypothéses sont extrapolables a la
delphinidine. Tout d’abord, nous pouvons supposer que ces molécules affectent I’intégrité de
la particule virale en ciblant les glycoprotéines virales de 1’enveloppe (Isaacs et al., 2008).
Dans un deuxiéme temps, nous pouvons supposer que ces flavonoides induisent une
agrégation des particules entre elles (Nakayama et al., 1993). Enfin, nous pouvons supposer

que ’EGCQG et la delphinidine forment une cage autour de la particule virale.

Perspectives

Les perspectives vont consister a comprendre les mécanismes d’action de ’'EGCG et
de la delphinidine sur le HCV. Etant donné I’effet de ’EGCG et de la delphinidine sur les
HCVpp et les HCVcc, il est probable que ces molécules antivirales interagissent avec les
protéines d’enveloppe virales. Des interactions directes de I’EGCG et de la delphinidine avec
les glycoprotéines d’enveloppe seront donc recherchées. La glycoprotéine d’enveloppe E2
étant la protéine virale impliquée dans 1’attachement, nous nous concentrerons sur celle-ci
dans un premier temps afin de déterminer son interaction potentielle avec 'EGCG et la

delphinidine.
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Toutefois, nous pouvons également envisager une action de 'EGCG sur la partie
lipoprotéique de la particule virale dans le systtme HCVcc. En effet, des différences de
mécanismes ne peuvent pas étre exclues entre les HCVpp et les HCVcc, étant donné la
différence de structure et de composition de ces deux types de particules. Il pourrait y avoir un
effet sur les protéines d’enveloppe E1 et E2 (visible sur les HCVpp) et un effet additionnel sur
les HCVcc. Etant donné la particularit¢ du HCV de former une lipoviroparticule, la partie
lipoprotéique de la particule virale HCVcc pourrait en effet étre impliquée dans une étape
initiale de D’entrée virale et un effet de ’EGCG sur la lipoprotéine associée a la particule
virale ne peut étre exclu. Nous testerons donc ’effet de ’EGCG sur d’autres composants des
HCVcc et notamment ’apolipoprotéine ApoE associ¢e a la partie lipidique de la particule.
Pour tester cette hypothése, des expériences ont d’ores et déja été entreprises, consistant a
immunoprécipiter du virus purifié avec des anticorps anti-ApoE. Le virus a été détecté par
évaluation de I’ARN viral par RT-PCR quantitative en temps réel. Nos résultats préliminaires
semblent montrer que I’EGCG n’affecte pas la liaison des anticorps avec la protéine
ApoE, suggérant que I’ ApoE n’est pas la cible de ’EGCG. Toutefois, 1’anticorps utilisé est un
anticorps polyclonal et par conséquent ce dernier reconnait plusieurs épitopes de I’ApoE.
Ainsi, ces résultats devront étre confirmés.

Afin d’aborder I’hypothése concernant I’intégrité de la particule virale en présence des
différentes molécules, des expériences de cryomicroscopie électronique seront réalisées.
Cependant, étant donné les difficultés a visualiser avec certitude les particules HCVce en
microscopie électronique, cette étude sera réalisée avec les HCVpp, incubées en présence des
molécules. Une autre approche envisagée permettant d’établir une action de 'EGCG sur
I’intégrité de la particule virale sera de réaliser des tests de protection du génome viral a la
RNase. Le virus purifié, incubé ou non avec les molécules, sera mis en présence de RNase. Si
I’enveloppe virale est altérée par ces flavonoides, le génome viral sera exposé a la RNase et
donc dégradé. En revanche, si la particule est intacte, le génome viral sera protégé et ainsi
« résistera » a la RNase. Ces expériences seront donc complémentaires aux expériences de
cryomicroscopie électronique réalisées avec les HCVpp. Des résultats préliminaires tentent a
montrer que I’intégrité du virus est conservée en présence d’EGCG.

Afin d’appréhender 1’hypotheése de 1’agrégation des particules, nous envisageons de
réaliser des expériences de gradients de sédimentation. En effet, si les particules sont
agrégées, elles seront plus lourdes et migreront plus vite dans le gradient que les particules
isolées. Par la suite, I’ARN viral sera quantifi¢ et le titre infectieux déterminé dans chacune

des fractions. Les protéines virales seront également détectées par Western blot. Ces
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expériences devraient nous permettre de mettre en évidence 1’agrégation des particules virales
en présence de chacun des flavonoides. Des résultats préliminaires tendent & montrer que
I’EGCG n’agregerait pas les particules virales entre elles.

Ainsi, ces travaux nous permettront de caractériser le mécanisme d’inhibition de
I’entrée du HCV par ’EGCG et la delphinidine. Ils nous permettront d’identifier les
interactions virus-récepteur qui sont affectées par ces molécules. Ils nous aideront a
caractériser 1’interaction potentielle de ces deux flavonoides avec les glycoprotéines
d’enveloppe du HCV. Ils nous indiqueront également si ces molécules interagissent avec la
partie lipoprotéique de la particule. Enfin, ils nous permettront de déterminer si ces molécules
ont des effets sur I’intégrité de la particule virale. L’ensemble de ces résultats devrait conduire
a une meilleure compréhension de [’étape précoce de D’entrée cellulaire du HCV.
De plus, cette connaissance pourra également étre mise a profit pour la conception de
molécules antivirales ciblant spécifiquement cette étape.

En résumé, ’EGCG, une molécule du thé vert et la delphinidine, un colorant naturel,
inhibent I’entrée du HCV indépendamment du génotype viral, dans les cellules Huh-7 et dans
les hépatocytes primaires, en bloquant I’attachement viral. Ces nouveaux inhibiteurs
pourraient constituer une nouvelle approche pour prévenir la ré-infection diie au HCV, plus
particulicrement dans le cadre d’une transplantation hépatique de patients chroniquement

infectés.

Conclusion

En conclusion, nos résultats montrent que 'EGCG et la delphinidine, deux
molécules naturelles appartenant a la famille des flavonoides, inhibent une étape treés
précoce de ’entrée du HCV. Aprés optimisation par des modifications chimiques, nous
supposons que ces molécules pourraient étre utilisées en combinaison avec I’arsenal
thérapeutique anti-HCV afin de potentialiser I’effet de ce dernier et diminuer son coiit.
De plus, du fait de leur mode d’action unique, ces flavonoides pourraient, suite a une
transplantation hépatique, prévenir la ré-infection des greffes par le HCV. De méme, en
plus de leur potentiel thérapeutique, ces molécules présentent un grand intérét
concernant I’étude des mécanismes d’entrée du HCV dans la cellule hote. En effet, cette
étape du cycle viral reste encore mal comprise. Ainsi, ’utilisation de ces molécules
pourrait permettre de décortiquer les mécanismes impliqués dans ’entrée virale du

HCYV. Toutefois, il est nécessaire d’étre prudent concernant ’extrapolation des données
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obtenues in vitro. Ainsi, 2 moyen et a long termes, des études cliniques chez I’homme
seront nécessaires afin de valider I’utilisation de ces molécules. Néanmoins, en raison de
leur abondance dans les plantes et les fruits consommés par I’homme et de leurs
bénéfices potentiels pour la santé humaine, les flavonoides font I’objet d’une attention

croissante.
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