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  Préambule 

V -  L IS TE  DE S  A B RE V IATIO N S  

5’UTR : région 5’ non traduite 
AA : Acide Aminé 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
ALAT : Alanine aminotransférase (ALAT) 
AMPc : Adénosine Mono Phosphate cyclique 
ARN : Acide Ribo Nucléique 
ARNi : interférence ARN ou ARN interférent 
BVDV : Virus de la Diarrhée Bovine 
CARD : Caspase Activation and Recruitment Domain 
CHC : Carcinome Hépatocellulaire 
CMV : Cytomégalovirus 
CpG : Deoxycytosine-deoxyguanosine 
DC : Cellules dendritiques 
DGV : Dépistage Génomique Viral 
eIF3 : Facteur d’initiation de la traduction eucaryote 3 
EMCV : Virus de l’encéphalomyocardite 
IMPDH : Inosine Monophosphate Déshydrogénase 
InVS : Institut National de Veille Sanitaire 
IRES : Internal Ribosome Entry Site  
IRF : Interferon Responding Factors 
JFH1 : Japonese Fulminant Hepatitis 1  
LNA : Locked Nucleic Acid  
MBO : Mixed Backbone Oligonucleotide 
ODN : Oligodésoxynucléotides 
OMS : Organisation Mondiale de la Santé 
PBMC : Cellules Mononuclées du Sang Périphérique  
PKA : Protéine Kinase A 
PKR : Protéine Kinase R 
PNA : Peptide Nucleic Acid 
PS-ODN : Oligodésoxynucléotides de type Phosphorothioates 
RdRP : ARN Polymérase ARN dépendante 
RE : Réticulum Endoplasmique 
RIG-I : Retinoic-acid Inducible Gene 1 
RISC : RNA Induced Silencing Complex  
RNase H : Ribonucléase H 
RTP : Ribavirine Triphosphate 
RVS : Réponse Virologique Soutenue 
SCID : Severe Combined Immunodeficiency 
shRNA : small hairpin RNA (ARN en « petite épingle ») 
siRNA : small interfering ARN (petit ARN interférent) 
TLR : Toll-Like Receptors 
Tm : Température de fusion 
VHC : Virus de l’hépatite C 
VHCpp : pseudos particules VHC 
VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 
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  Introduction générale 

écouvert en 1989, le virus de l’hépatite C (VHC) infecte environ 3% de la population mondiale. On estime le 

nombre de porteurs de l’hépatite C chronique à 175 millions de personnes dans le monde. Ils sont ainsi 

exposées aux risques de complications, qu’ils s’agissent du développement d’une cirrhose ou de l’apparition 

d’un carcinome hépatocellulaire. C’est aujourd’hui la cause majoritaire de transplantations hépatiques en Europe et 

aux USA. L’hépatite C représente donc un problème majeur de santé publique. 

Le traitement actuel de l’hépatite C repose sur l’association d’interféron alpha pégylé et de ribavirine. Il permet une 

réponse virologique soutenue chez environ 55% des patients, tous génotypes confondus. Ce chiffre masque en 

réalité d’importantes variations selon le génotype viral (50% de réponse pour les génotypes 1 contre 80% de réponse 

pour les génotypes 2 et 3) et dépend, entre autres, de nombreux facteurs de l’hôte tels que son âge, son sexe ou de 

l’existence d’une maladie hépatique. Les effets secondaires du traitement par la bithérapie sont importants. Il s’agit 

essentiellement d’un syndrome pseudo-grippal accompagné d’une dépression pour l’interféron et d’anémie pour la 

ribavirine, ce qui pose un important problème de compliance au traitement qui doit durer entre 6 et 12 mois pour 

être efficace. De nombreux efforts sont entrepris pour essayer d’améliorer les traitements actuels et pour 

développer de nouvelles molécules, notamment des anti-protéases et anti-polymérases et à terme de mettre au 

point un vaccin. Des difficultés sont cependant à prévoir. Compte tenu de la nature hautement adaptative et 

évolutive du VHC, ces futures thérapies devront être envisagées en combinaisons afin de diminuer la probabilité 

d’appariation de souches résistantes, comme cela a été observé avec le VIH ou le VHB. 

Le frein majeur dans ces recherches a été l’absence de modèle expérimental de réplication du VHC en culture de 

cellules. Jusqu’à très récemment (juin 2005), les seuls outils d’études étaient des cultures primaires de cellules 

hépatocytaires, l’étude de virus apparentés ou des systèmes de réplication de sous-génomes. Les cultures primaires 

de cellules, isolées chez des patients infectés, sont difficiles à obtenir et à standardiser. L’étude de virus apparentés 

est déjà plus facile et a permis par exemple avec le virus de la diarrhée bovine de réaliser des avancées importantes 

au niveau du cycle de réplication. L’apparition en 1999 de systèmes de réplication sous-génomiques, le système du 

réplicon VHC, a permis de réaliser des progressions importantes en permettant notamment de tester des composés 

dirigés contre les enzymes virales. Il manquait cependant la possibilité d’étudier le virus dans sa globalité avec 

notamment les phases d’entrée et de morphogénèse virale et de pouvoir travailler sur des particules virales 

complètes. C’est aujourd’hui possible avec le système de réplication complet développé à partir d’un isolat viral 

d’une hépatite fulminante et qui permet la production expérimentale de particules virales. Gageons que ce dernier 

modèle va permettre de réaliser des avancées majeures tant sur le plan théorique que pratique pour les patients. 

 

 

 

Mon travail de doctorat s’inscrit dans ce contexte, avec comme objectif, à terme, de développer de nouvelles 

approches antivirales contre le virus de l’hépatite C. 

La première partie des études à consisté à évaluer de nouveaux interféron alpha identifiés par sélection de variants 

naturels en montrant leur supériorité par rapport aux interférons utilisés en clinique.  

Nous avons ensuite cherché à montrer qu’une approche antisens de type Peptide Nucleic Acid (PNA) pouvait 

inhiber la réplication du VHC mais que son utilisation clinique n’était pas assurée.  

Ces études ont été réalisées sur des modèles in vitro et dans le modèle des réplicons sous-génomiques du VHC. 

 

D 
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I  -  L E  V IRU S  DE  L ’H E P ATITE  C :  DO N N E ES  E P IDE MIO L O G I Q U E S  E T C L IN IQ UE S   

A -  ÉP IDE MIO L O G IE  DE  L ’HE P ATITE  C 

1 - PR EV AL EN CE  D E L ’ I NF ECT I ON  

’estimation de la prévalence de l’infection par le VHC en population générale reste difficile et imprécise 

notamment du fait de la non-représentativité de la majorité des échantillons de population étudiés. En 1999, 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estimait qu’environ 3% de la population mondiale était infectée par 

le virus de l’hépatite C et qu’au moins 170 millions de porteurs chroniques du virus étaient ainsi exposés aux risques 

de complications (1999; Vaccines, 1999). Des données plus récentes rapportent une prévalence légèrement 

inférieure et voisine de 2,2% (Shepard et al., 2005). 

La distribution géographique est variable avec des zones à prévalence très élevée comme en Afrique ou en Asie où 

la prévalence peut dépasser 10% et des régions de basse endémie telles que l’Amérique du Nord ou l’Europe 

Occidentale avec une prévalence voisine de 1% (Figure 1). L’Europe et l’Amérique du Nord compteraient environ 22 

millions de sujets séropositifs pour le VHC contre 147 millions pour le reste du monde dont 32 millions en Afrique. 

 

Figure 1 : Prévalence de l'infection par le VHC estimée par l'OMS  en 2003. (Shepard et  al. , 2005)  

E N  E U R O P E  

Il existe, tout comme pour le virus de l’hépatite B, un gradient de prévalence Nord-Sud. Dans les pays du Nord, la 

prévalence est voisine de 0,5%, alors qu’elle est estimée à 2% dans les pays du pourtour méditerranéen. Ce gradient 

serait lié à la variation du taux de transmission par transfusion et à l’usage de drogue qui demeure plus important 

dans les pays du Sud. 

E N  F R A N C E  

La première grande étude de prévalence publiée en 1997 estimait que 1,2% de la population était infectée par le 

virus de l’hépatite C, ce qui représenterait environ 500 000 à 600 000 personnes (Dubois et al., 1997). Une autre 

étude conduite chez près de 7 000 patients de médecine générale rapportait une prévalence semblable de l’ordre de 

1,3% (Desenclos et al., 1996). Plus récemment, une étude conduite chez 14 400 assurés sociaux du régime général 

âgés de 18 à 80 ans rapporte une prévalence globale de 0,86%, avec des variations allant de 1,26 % pour la région 

PACA et 0,34 % dans le quart nord-ouest. Dans cette étude, 56% connaissaient leur statut sérologique contre 24% en 

1994. (Meffre et al., 2005).  

 

L 
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É V O L U T I O N   

Les estimations de la prévalence par classes d’âge entre les années 1990 et 2000 indiquent une diminution globale 

des taux de prévalence et un déplacement du pic épidémiologique de 35 ans il y a 10 ans vers 45 ans aujourd’hui 

(Figure 2). 

 

Figure 2 : Est imation du taux de prévalence des anticorps anti-VHC en 1988-1994 et 1999-2002 dans la population 

américaine et en fonction de l’âge. (Armstrong et al., 2006)  

Dans les pays développés, l’incidence de l’infection au VHC a donc diminué au cours des dix dernières années, une 

tendance qui est confirmée en France (Meffre et al., 2005). Les mesures de précaution (que nous détaillerons plus 

loin) ont fonctionné et le nombre de nouveaux cas dans la population générale est désormais très faible. Dans les 

pays en voie de développement cette tendance ne se confirme pas.  

2 - MOD E D E T R AN S M IS SI ON  

La transmission du VHC est essentiellement parentérale et résulte de la mise en contact direct du sang d’un sujet 

indemne avec celui de la personne exposée. Historiquement, trois grandes vagues de dissémination se sont 

succédées, initialement via les activités de soins par les aiguilles et seringues réutilisables non stérilisées, puis par la 

transfusion et ensuite par la diffusion de la toxicomanie intraveineuse. Dans les pays développés, on estime que 

90% des porteurs chroniques du virus sont ou étaient des consommateurs de drogues injectables ou ont été 

transfusés avec des produits sanguins contaminés. Dans beaucoup de pays en développement, les principaux modes 

de transmission restent liés à l’usage de matériel d’injection non stérile et à la transfusion de sang ou de produits 

sanguins non testés. 

De manière globale, le VHC est un « produit du XXème siècle », du fait de l’évolution de la médecine (transfusions, 

solutions i.v. commerciales, vaccination, soins dentaires, endoscopies…) et des comportements sociaux comme 

l’usage des drogues injectables ou le développement des tatouages, piercings… 

2.1 - TR AN SMI SSI ON S  PA R ENT ERA LES  

2 .1.1 - TR AN SFU SI ON S SAN GU I N ES 

La transfusion sanguine a été la première cause reconnue et a joué un rôle majeur pour la diffusion de l’infection 

jusqu’en 1990 (Alter et al., 1989; Donahue et al., 1992). Le nombre de sujets infectés par voie intraveineuse en 

France au cours des dernières décennies a été estimé entre 200 000 et 400 000. Les produits en cause étaient 

surtout des produits labiles (globules rouges, plaquettes et fractions coagulantes) et des produits stables 

(médicaments dérivés du sang). La mise en application de mesures réglementaires spécifiques ont permis de 

considérablement réduire l’incidence de ces hépatites transfusionnelles (Pillonel et Laperche, 2001).  
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M E S U R E S  V I S A N T  A  R E D U I R E  L ’ I N C I D E N C E  D E S  H E P A T I T E S  P O S T - T R A N S F U S I O N N E L L E S  :  

 Eviction des donneurs ayant une valeur d’alanine aminotransférase (ALAT) deux fois supérieure à la normale 

et contenant des anti-HBc (1988) 

 Elimination des unités de sang contenant des anticorps anti-VHC par les tests de première génération (mars 

1990) puis de deuxième génération (mars 1991) 

 Eviction des donneurs dont la valeur d’ALAT est supérieure à la limite supérieure de la normale (1992) 

 Utilisation des tests anti-VHC de troisième génération (1993)  

 Sélection clinique stricte des donneurs, allant jusqu’à l’élimination de tout sujet ayant des antécédents 

transfusionnels ou ayant eu une endoscopie dans les six mois précédant le don (1997)  

 Dépistage génomique viral (DGV), i.e. la recherche d’ARN du VHC dans le sang (2001) 

 

Figure 3 : Évolution du risque résiduel estimé de transmission d’infections virales par transfusion en France entre 1992 et 

2002. (Pillonel et Laperche, 2003)  

En 2003, avec le DGV, le risque d’hépatite post-transfusionnelle du VHC est estimé à 1 pour 6 650 000 dons, ce qui, 

en l’absence d’erreur humaine, devrait être à l’origine de moins de 1 nouveaux cas tous les 2,5 ans, à comparer à un 

risque qui était de 1 pour 1700 dons en 1990 (Pillonel et Laperche, 2003). 

2.1.2 - TOXI C OMA N I E P AR V OI E IN TR AV EI N EU SE  

Cette modalité de diffusion a explosé à partir des années 1960 dans une population jeune et masculine (Roudot-

Thoraval et al., 1997). Compte tenu des pratiques initiales de partage des seringues avant l’épidémie de VIH, la 

prévalence chez les anciens usagers de drogues intraveineuses était de l’ordre de 50 % à 80 % (Foutrein et al., 1993). 

On estime en France que dans le passé, 200 000 à 300 000 porteurs chroniques actuels du VHC ont été contaminés 

par la toxicomanie. 

Aujourd’hui, contrairement à ce que l’on a observé pour le virus de l’immunodéficience humaine (VIH), les mesures 

prises pour réduire cette endémie (vente libre des seringues en pharmacie dès 1987, traitements de substitutions) 

n’ont pas entrainé une baisse du risque de transmission du VHC chez les toxicomanes (Figure 4). Une étude Française 

récente montre que 20% des usagers de drogues de moins de 30 ans sont contaminés pour le VHC    

 

Figure 4 : Séroprévalence du VIH et du VHC par classe d’âge  en France. (Jauffret-Roustide et al. , 2006)  
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Ceci pourrait s’expliquer en particulier par la plus grande résistance du VHC et une possibilité de contamination en 

dehors de l’usage de la voie intraveineuse, en particulier via le partage des pailles servant à inhaler la cocaïne 

(Conry-Cantilena et al., 1996) et surtout par une transmission au moment du premier usage de drogue par une 

personne plus âgée. Il serait intéressant de confirmer cette hypothèse avec le VHB qui est plus résistant que le VHC. 

L’impact de la sensibilisation et de la prévention reste cependant très net si l’on compare la population âgée de plus 

de 30 ans avec celle de moins de 30 ans qui a bénéficié de campagnes de sensibilisation. 

Une étude estime que, compte tenu du nombre de sujets encore exposés à l’infection (24 000 à 40 000 sujets 

séronégatifs) et de l’incidence annuelle de séroconversion (environ 10 %), il pourrait y avoir 2 700 à 4400 nouveaux 

cas annuels d’hépatite C par toxicomanie (Emmanuelli, 2002). 

2.1.3 - TR AN SMI SSI ON  N OSOC OMIA LE  

Le rôle joué par la contamination nosocomiale est difficile à évaluer. En excluant les transplantations d’organes et de 

tissus qui sont une source évidente de contamination, de nombreuses études ont mis en évidence la transmission 

nosocomiale du VHC. Des travaux ont documenté le risque de transmission lié aux endoscopies invasives (digestives, 

pulmonaires ou urologiques) ; l’utilisation des auto-piqueurs pour diabétiques a également été incriminée et des 

transmissions dans des centres d’hémodialyse ont été mises en évidence. 

La transmission nosocomiale a été très fréquente lorsque les injections étaient effectuées avec du matériel mal 

stérilisé ou à usage multiple (l’abandon des seringues en verre ne s’est fait en France qu’à partir des années 1970 et 

plus tard dans d’autres pays méditerranéens). Le rôle des actes chirurgicaux est bien documenté et la transmission 

de médecins vers les patients parait exceptionnelle (Desenclos, 2003; Shepard et al., 2005). 

Aujourd'hui, le strict respect des règles d'hygiène universelles, des recommandations de désinfection du matériel 

médical non jetable et le développement du matériel à usage unique devraient permettre à terme une quasi-

disparition de ce type de risque nosocomial (Roudot-Thoraval, 2001). 

2.2 - AU T R ES MO D ES D E TRA N SMI SSI ON  

2 .2.1 - TR AN SMI SSI ON S PA R I NJ EC T I ON S T H ERA P EU T I QU ES 

La prévalence élevée de l’infection par le VHC dans les pays en voie de développement s’explique avant tout par une 

transmission survenue lors d’injections effectuées dans le cadre de campagnes de traitement ou de prévention de 

masse. Le cas le plus documenté est celui de l’Égypte, pays qui détient le record de la séroprévalence VHC la plus 

élevée au monde avec plus de 7,5 millions de porteurs du virus, soit près de 10% de la population. On retrouve une 

corrélation directe entre l’infection par le VHC et les campagnes de traitement de la bilharziose entre 1960 et 1987 

(Frank et al., 2000) qui explique la cause initiale de propagation du virus (Radi, 2006). 

Dans cet exemple illustré par la Figure 5, le taux et la distribution géographique de la prévalence des anticorps anti-

VHC correspond à la distribution de la bilharziose au cours du siècle, une maladie liée à un parasite qui se développe 

dans les zones humides. Ainsi la basse Égypte (au nord, région humide du Delta) a toujours eu des taux élevés 

d'infection à la bilharziose. En haute et moyenne Égypte, la prévalence a augmenté en raison de la construction du 

grand barrage qui, en éliminant les crues, à augmenté les quantités d’eau stagnante. Les habitants des villes 

(Alexandrie et la Caire) ont toujours eu des taux inférieurs de bilharziose, ce qui corrèle avec une prévalence plus 

faible pour le VHC.  



 

27  

 

  Données bibliographiques 

 

Figure 5 : Taux de prévalence pour les anticorps anti-VHC dans la population Égyptienne entre 10 et 50 ans, selon les 

régions. (Frank et al. , 2000)  

Plus généralement, des estimations réalisées par l’OMS de la transmission du VHC par les injections à risque dans les 

pays en développement indiquent que 2,3 à 4,7 millions d’infections soit 45% des nouvelles infections (Figure 6) 

surviendraient encore annuellement suite à de telles injections (Hauri et al., 2004). Conscient de ce problème, l’OMS 

coordonne depuis 1999 un réseau mondial pour des injections propres (SIGN) qui vise à faire changer les 

comportements à risques comme la réutilisation de seringues, phénomène encore très développé au moyen orient, 

dans le sud-est asiatique et dans la région pacifique occidentale (Hutin et Chen, 1999). 

 

Figure 6 : Proportion de nouvelles infections au VHC attribuables à des injections non sures.  (OMS - 2000) 

2.2.2 - TR AN SMI SSI ON  PR OFESSI ON N ELLE  

Elle est estimée à 3% après une piqure accidentelle et est susceptible d’atteindre 10% lorsque la virémie est très 

élevée. Fort heureusement, on assiste à une réduction de la fréquence des cas en raison des précautions préconisées  

dans la lutte contre le VHC. En France, les dernières données disponibles, illustrées par la Figure 7, montrent un 

nombre de séroconversion professionnelle autour de 2 cas par année (Lot et al., 2005). 

 

Figure 7 : Nombre de séroconversions professionnelles VHC chez le personnel de santé selon l’année  de l’Accident Exposant 

au Sang (AES) , France, situation au 31/12/2004. (Lot et al., 2005)  
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2.2.3 - TR AN SMI SSI ON  FA MI LIA LE 

La transmission familiale du VHC correspond en fait à trois modes mineurs de contamination différents : entre 

partenaires sexuels, intra-familiale et mère-enfant. 

La transmission sexuelle est très faible, mal documentée et mal comprise. En effet, le VHC n’est présent qu’à l’état 

de traces dans les sécrétions sexuelles et les risques de transmission au sein des couples stables en l’absence d’une 

co-infection VIH semblent exceptionnels à partir de porteurs chroniques. Dans le cas de contamination de 

partenaires, on peut s’interroger sur un facteur de risque commun au couple (toxicomanie,…) ou sur les risques liés 

au partage d’objets de toilette contaminés (Zylberberg et al., 1999).  

La transmission intra-familiale pourrait être liée au partage d’objets de toilette responsable de petites plaies 

(rasoirs, brosses à dents). Des conditions de forte promiscuité et des d’hygiènes défectueuses seraient des éléments 

favorisants. Dans des conditions normales d’hygiène et en vue de la rareté de cette voie de transmission, aucune 

précaution spécifique n’est recommandée en France. Toutefois, avec l’augmentation de la sensibilité des techniques 

de détection, les données semblent évoluer. Une étude récente a identifié des traces du VHC dans la salive de 62% 

de patients atteints par une hépatite C chronique (Karmochkine et al., 2006). Ceci reste à confirmer mais permettrait 

d’expliquer des cas non expliqués de transmissions. 

Enfin, la transmission mère-enfant a été bien démontrée mais le risque est faible et estimé à moins de 5% en 

l’absence de co-infection (dans ce cas le risque peut atteindre 20%). La contamination semblant survenir au moment 

de l’accouchement, il est possible de la prévenir en pratiquant des césariennes exsangues. L’allaitement n’apparait 

pas comme un risque de transmission et n’est donc pas contre indiqué chez les femmes porteuses du VHC (Airoldi et 

Berghella, 2006). 

2.2.4 - AU T R ES V OI ES D E TR A N S MI SSI ON  

Dans environ 20% des cas en France, l’origine de la transmission reste inconnue. Certaines voies de transmission qui 

peuvent être importantes comme, par exemple, lors de certaines pratiques sociales, culturelles ou impliquant une 

effraction cutanée sont connues. A ce titre, la scarification, la circoncision, les tatouages et piercings… sont des 

pratiques à risque lorsque les instruments sont mal stérilisés. Parfois le malade peut dissimuler un facteur de risque 

(usage de drogue) ou simplement ne pas le connaitre (transfusion ancienne, soin médical dentaire, vaccination de 

masse). Il est peut être intéressant de rappeler ici que le VHC ne se transmet pas par les éternuements ou la toux, les 

accolades, baisers ou poignées de main ainsi que par l’eau et les aliments. 
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B -  H IS TO IRE  N ATU RE L L E  DE  L ’ IN F E C TIO N  P AR L E  VHC 

’histoire naturelle de l’hépatite chronique C est l’objet de controverses. Selon les auteurs, il s’agit d’une 

maladie évoluant inexorablement avec une forte probabilité de survenue de cirrhose, de carcinome 

hépatocellulaire (CHC) et une forte mortalité. Pour d’autres, l’hépatite C évolue de manière très variable selon 

les malades et est associée à un risque faible de cirrhose et des complications qui ne se manifeste en tout cas qu’à 

long terme et influence peu l’espérance de vie. 

Ces différences d’appréciation sont en grande partie liées à : 

 la manière d’analyser les études disponibles (prospectives, rétrospectives ou mixtes),  

 la difficulté de connaitre avec certitude le début de l’infection (l’évolution chronique se fait à « bas bruit » 

ce qui, en l’absence d’un dépistage fortuit, est responsable d’une prise en charge tardive des patients) 

 au caractère très progressif de la maladie  

 au virus lui-même. Comme nous le verrons plus tard, certains génotypes s’accompagnent d’un plus mauvais 

pronostic que d’autres.  

 

Les étapes successives de l’histoire naturelle de l’infection par le virus de l’hépatite C ( Figure 8) sont par contre 

bien connues : 

 La contamination par le VHC entraine une hépatite aiguë et la plupart des sujets infectés restent porteurs 

chronique du virus. 

 La persistance de l’infection virale entraine l’apparition de lésions d’hépatite chronique et le développement 

d’une fibrose, aboutissant en général à une cirrhose plusieurs années après. 

 Le carcinome hépatocellulaire survient en général au stade de la cirrhose et est responsable de la mortalité 

de l’affection. 

 

Figure 8 : Schéma de l'évolution d'une infection par le VHC. (Chen et Morgan, 2006)  

 

L 



 

30  

 

  Données bibliographiques 

1 - I N F ECTI ON  AI G U Ë  

On estime que le VHC est responsable de 20 % des cas d’hépatites aiguës, habituellement asymptomatiques, ce qui 

explique que le diagnostic soit rarement fait à ce stade de la maladie. Les caractéristiques de l’hépatite C aiguë ont 

surtout été décrites chez les malades transfusés (Alberti et al., 1999). 

Le déroulement de l’infection aiguë peut être résumé ainsi:  

- L’ARN du VHC est le premier marqueur détectable dans le sérum, 1 à 3 semaines après la contamination. La 

virémie maximale est atteinte 6 à 10 semaines plus tard. Dans l’hypothèse ou la virémie n’est pas contrôlée 

(Figure 9a), l’infection va devenir persistante. 

- Si l’individu réagit à l’infection, les transaminases sériques augmentent (pour devenir supérieures à dix fois 

la normale) au-delà de la deuxième semaine après l’infection, témoignant d’une atteinte hépatique. 

- Des symptômes cliniques peuvent être observés (dans 10% des cas). 

- Les anticorps anti-VHC apparaissent dans le sérum 20 à 150 jours après la contamination. Cette 

séroconversion est l’élément majeur du diagnostic de l’infection aiguë, la positivité de l’ARN sérique, 

habituelle à ce stade, ne permettant pas de distinguer une infection aiguë d’une infection chronique.  

 

Figure 9 : Réponses immune au cours d’une infection VHC aiguë. (Bowen et Walker, 2005) 

A la suite de l’hépatite aiguë, la plupart des sujets évoluent vers une infection chronique (Figure 9b). Elle se définit 

par la persistance de l’ARN  du VHC détectable dans le sérum entre 3 et 6 mois après l’hépatite aiguë ; cela est le cas 

dans 75 % à 85 % des infections.  

Pour les 15 % à 25 %  restants, une guérison spontanée se produit (Figure 9c). Elle s’accompagne d’une 

normalisation des transaminases, d’une disparition de l’ARN viral qui devient indétectable et d’un titre en anticorps 

anti-VHC qui diminue lentement au cours des dix années suivant l’infection. Il n’est pas clairement établi si, dans ces 

conditions, l’infection par le VHC est éradiquée ou si une infection latente peut persister en l’absence d’ARN du VHC 

dans le sérum (Bowen et Walker, 2005). 
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2 - I N F ECTI ON  CH R ONI QU E  

L’hépatite C chronique se définit par la présence dans le sérum d’ARN du VHC pendant plus de 3 à 6 mois après le 

début de l’infection. Elle survient dans 75% à 85% des cas.  Le risque de passage à la chronicité est plus élevé chez les 

sujets masculins, âgés ou présentant un déficit immunitaire. Lorsque l’épisode aiguë est passé inaperçu, c'est-à-dire 

dans la majorité des cas, le diagnostic de l’hépatite chronique C se fait souvent tardivement et fortuitement. En 

effet, l’infection reste souvent asymptomatique malgré l’activité de la maladie et la progression de la fibrose 

hépatique jusqu’au stade de cirrhose. Les signes cliniques ne sont pas spécifiques et les variations des transaminases 

peu importantes. 

Des études récentes ont montré que des lymphocytes T CD8+ spécifiques du VHC peuvent survivre pendant des 

années dans le foie infecté et pourraient, au moins partiellement, participer au contrôle de la réplication virale, 

contribuant ainsi à une apparition progressive des maladies du foie. Ce sujet reste l’objet de nombreuses 

controverses quant aux corrélations entre lymphocytes T cytotoxiques intra-hépatiques et la charge virale. De 

nouvelles études sont nécessaires pour comprendre les mécanismes impliqués dans l’évolution de l’hépatite 

chronique et l’interaction du virus avec l’immunité humorale et cellulaire de l’hôte, études qui permettront de 

progresser vers la mise au point d’un vaccin ou de nouveaux traitements (Bowen et Walker, 2005). 

Comme mentionné en introduction de cette partie, l’évolution de l’hépatite C est controversée et hétérogène selon 

les individus. Néanmoins, il est admis que la sévérité des lésions hépatiques est liée à la progression de la fibrose, 

aboutissant à une perturbation majeure de l’architecture hépatique qu’est la cirrhose (Figure 10). 

 

Figure 10 : Comparaison d'un foie normal vs un foie cirrhotique  

3 - C IRR H OS E ET  CAR CI N OM E H EPAT OCEL LU L AIR E  

L’hépatite C chronique est une cause majeure de cirrhose et de carcinome hépatocellulaire. Aux États-Unis et en 

Europe, l’hépatite chronique C  est la deuxième cause de cirrhose et de CHC, après la consommation excessive 

d’alcool. C’est presque exclusivement à ce stade que surviennent les complications responsables de la morbidité et 

de la mortalité de la maladie (Poynard et al., 2003). 

C’est le dernier stade de la fibrose hépatique qui intervient en général 30 ans après l’infection mais avec beaucoup 

de variabilité selon les individus. Les causes de cette variabilité sont de mieux en mieux identifiées et résumées dans 

le Tableau 1. 
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Association certaine Association probable Pas d’association 

État de la fibrose 

Age lors de l’infection 

Durée de l’infection 

Age lors de la biopsie 

Consommation d’alcool >50 g par jour 

Coïnfection  VIH 

Nombre de CD4 <200/mL 

Sexe Masculin 

Nécrose 

Index de masse corporelle, diabètes, 

stéatoses 

Inflammation 

Hémochromatoses hétérozygote 

Consommation de tabac 

Consommation modérée d’alcool 

Génotype 3 

Bilharziose 

 

Dernière charge virale du sérum 

Génotypes non-3 

Mode d’infection 

Charge virale hépatique 

Tableau 1: Facteurs associés à une progression de la fibrose hépatique chez les patients infectés par le VHC.  (Poynard et al. , 

2003) 

Globalement, le risque annuel de décès chez les malades atteints de cirrhose est de l’ordre de 2 à 5%, la plupart de 

ces décès étant en rapport avec la maladie hépatique qu’il s’agisse d’un CHC ou d’une insuffisance hépatocellulaire 

terminale. Après une première décompensation cirrhotique, l’espérance de vie à cinq ans chute fortement et 

devient inférieure à 50% en l’absence de transplantation hépatique.  
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I I  -  L E  V IRU S  DE  L ’H E P ATITE  C :  DO N N E ES  MO L E C U L AIRE S ,  MO DE L E S  D ’E TU DE S  

A  -  P RE S E N TATIO N  V IRO L O G IQ U E  

e virus de l’hépatite C a été historiquement le premier virus a être identifié par des techniques de biologie 

moléculaire sans que la particule elle-même ait été isolée. L’hypothèse de son existence découlait de la 

persistance d’hépatites post-transfusionnelles malgré la mise en place de tests sérologiques pour dépister les 

infections par le virus de l’hépatite B ; on parlait d’hépatite non A – non B dans les années 1980. C’est à la suite de 

transmissions expérimentales au chimpanzé puis du clonage de tous les acides nucléiques extraits de son plasma 

dans une banque de phage lambda et tri par les anticorps sériques d’un patient infecté que le virus à pu être 

caractérisé, travail réalisé par l’équipe de Michael Houghton en 1989 (Choo et al., 1989). 

1 - C L ASS IF I CATI ON  

L’intégralité du génome viral a été cloné et la comparaison avec les autres séquences virales connues a permis de 

classer le VHC au sein de la famille des Flaviviridae, dans un nouveau genre appelé Hepacivirus constitué du VHC et 

de flavivirus responsables d’hépatites G (GBV-A,-B,-C). Cette famille regroupe des virus enveloppés ayant un 

génome à ARN monocaténaire de polarité positive. 

 

Figure 11 : Place phylogénétique du VHC et des hépacivirus dans la famille des Flaviviridae. Arbre réalisé à partir des 

polymérases virales.  (Ferron et  al. , 2005)  

Comme illustré par la Figure 11, la famille des flaviviridae regroupe en plus des hépacivirus, les flavivirus tels que les 

virus de la fièvre jaune(YF), de la dengue (DEN) ou de l’encéphalite japonaise (JE) et les pestivirus responsables de 

pathologies animales tels que le virus de la diarrhée bovine (BVDV) ou le virus classique de la fièvre porcine (CSFV).  

L 
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2 - PAR TI CU L E VIR AL E 

L’analyse de la structure des particules VHC a été rendu difficile par le faible titre du virus dans les sera infectieux et 

les difficultés à faire se répliquer le virus en cultures cellulaires. Toutefois les connaissances tendent à s’améliorer 

avec des études qui rapportent l’observation de particules VHC dans le plasma de patients chroniquement infectés 

(Petit et al., 2005) et la mise au point de systèmes de réplication in vitro. 

Le VHC est un petit virus enveloppé de 55 à 65 nm de diamètre. L’ARN est contenu dans une capside protéique (C) à 

symétrie icosaédrique, elle-même située dans une enveloppe lipidique dans laquelle sont insérées les glycoprotéines 

d’enveloppe virales spécifiques E1 et E2 organisées en complexes hétérodimériques non covalents (Figure 12). 

 

Figure 12 : (A) Observation microscopique de particules (Petit et al. , 2005) et (B) Structure schématique de la particule 

virale C. (James A. Perkins 2001)  

La densité, dans le sérum, des particules virales analysées par ultracentrifugation en gradient de saccharose est 

variable, allant de 1,06 à 1,35 g/ml (Hijikata et al., 1993; Petit et al., 2005). Cette variabilité reflète l’hétérogénéité 

des particules circulantes pouvant être des capsides virales non enveloppées ; des virions sous forme libre ou 

associés à des macromolécules, en particulier des β-lipoprotéines ou des immunoglobulines. Un pourcentage 

important de ces particules seraient des particules défectives. 

3 - S T RU CT UR E D U G EN OM E  

Le génome du VHC est constitué d’un ARN monocaténaire, de polarité positive, d’une taille de 9600 nucléotides 

environ. Les régions non codantes situées aux extrémités 5’ et 3’ du génome encadrent une phase de lecture 

majeure qui code pour une polyprotéine de 3000 acides aminés environ et une autre mineure obtenue par décalage 

du cadre de lecture et codant une protéine F encore mal décrite. 

 

Figure 13 : Organisation du génome viral (a) et représentation du clivage de la polyproteine (b). (Lindenbach et Rice, 2005)  

La polyprotéine majeure schématisée dans la Figure 13.a est clivée sur plusieurs sites par des signal-peptidases 

cellulaires () ou la peptidase du peptide signal (), par le complexe NS3-NS4A () ou par clivage autocatalytique 

de NS2 – NS3 (). La Figure 13.b représente la polyprotéine une fois clivée sur la membrane du RE.  
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B -  STRU C TU RE S  E T F O N C TIO N S  DE S  P RO TE IN E S  V IR AL E S  

1 - PR OT EI N ES S TR U CTU R AL E S  

1.1 - CA P SI D E ET PR OT EI N E F 

La protéine de capside est le premier produit de clivage de l’extrémité N-terminale de la polyprotéine au niveau de 

l’acide aminé 191 sous l’action de protéases cellulaires. Il s’agit d’une protéine fortement basique de 21kDa de taille 

avec des régions très hydrophobes. Des protéines de 19kDa générées par un clivage secondaire ont été décrites dans 

des modèles cellulaires. Elles sont localisées dans le réticulum endoplasmique (RE).  

La protéine de capside est la sous unité de base qui, par multimérisation, forme la nucléocapside virale. Elle fixe 

l’ARN viral et permet l’encapsidation du génome. Elle se fixe également aux glycoprotéines de l’enveloppe  pour 

l’assemblage des virions (Figure 14). 

 

Figure 14 : Modélisation de la capside du VHC. © epidemic.org  

Son action ne se limite cependant pas à sa fonction « structurale ». De nombreuses autres propriétés ont été 

décrites, notamment de régulation de la traduction en s’associant aux ribosomes via les sous unités 60S, et de 

modulation de nombreuses fonctions biologiques (signalisation cellulaire, apoptose, carcinogénèse, métabolisme 

lipidique…). La réalité de ces fonctions reste à établir mais il semble de plus en plus certain que cette protéine joue 

un rôle primordial dans la pathogénicité du virus. 

P R O T E I N E  F  

Récemment, a été identifiée la protéine F  (frameshift - aussi appelée ARFP pour Alternative Reading Frame Protein) 

issue d’une phase de lecture alternative au niveau du gène de capside. On sait aujourd’hui que cette protéine aurait 

un poids moléculaire de l’ordre de 17kDa. On ignore encore si elle est synthétisée par les cellules au cours de 

l’infection humaine et à quel niveau. On ne sait pas non plus quelle est sa localisation subcellulaire et sa fonction 

dans le cycle viral (Branch et al., 2005). 

1.2 - GLYC OP R OT EIN ES D ’EN V ELOP P E E1  ET E2 

Les glycoprotéines E1 (31 kDa) et E2 (70 kDa) sont les constituants majeurs de l’enveloppe du VHC. Elles résultent  du 

clivage de la polyprotéine par des signal–peptidases comme illustré par la Figure 13. Les protéines E1 et E2 sont 

fortement glycosylées et sont capables de s’associer entre elles par leur domaine transmembranaire en deux types 

d’hétérodimères stables (respectivement avec ou sans pont disulfure), ce qui constitue une étape critique de la 

morphogénèse des virions comme illustré par la Figure 15. 
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Figure 15 : Modèle hypothétique résumant le repliement et l’assemblage des glycoprotéines d’enveloppe du VHC. (Chapel 

et al. , 2006b) 

Les protéines d’enveloppe E1 et E2 ont des fonctions multiples et importantes : 

 Elles jouent un rôle important pour la morphogénèse des virions infectieux. Elles forment des 

hétérodimères non covalents dans le RE des cellules infectées qui seraient les complexes prébourgeonnants. 

On retrouve en effet ces complexes dans les particules virales. L’interaction entre la nucléocapside et le 

complexe prébourgeonnant n’a pas encore été étudié en détail, et on ne sait toujours pas quel est la force 

motrice du bourgeonnement viral (Op De Beeck et al., 2001 ; Voisset et Dubuisson, 2004). 

 Le complexe E1-E2 permettrait aussi l’interaction avec le ou les récepteurs viraux et donc l’entrée du virus 

dans les hépatocytes. Son interaction avec plusieurs récepteurs probables du VHC dont CB81 a bien été 

étudié (Flint et al., 1999). 

 Il a par ailleurs été montré qu’E2 pouvait interférer avec la fonction de PKR, une kinase induite par les ARN 

double-brin qui participe à la mise en place de la réponse interféron. Ainsi, E2 pourrait jouer un rôle 

important pour permettre un échappement du virus aux défenses de l’hôte (Pavio et al., 2002). 

Sur le plan antigénique, E1 et E2 ont été étudiés en termes de variation antigénique et de mécanisme de la 

persistance virale. E2 représente la  partie la plus variable du génome du VHC. Cette variabilité participe à la 

sélection de variants d’échappement au système immunitaire. Une région hypervariable (34 acides aminés en N-

terminal) nommée HVR-1 a été décrite au sein de la séquence d’E2. L’extrême variabilité de cet épitope rend difficile 

son utilisation dans une stratégie vaccinale. 

1.3 - P7 

La petite protéine P7 (7kDa) est une protéine membranaire intégrale composée de 2 segments hydrophobes 

traversant la membrane du RE et séparés par 3 résidus basiques exposés à la surface cytosolique de la membrane. 

Cette protéine capable de s’oligomériser pour former des canaux ioniques serait impliquée dans la morphogénèse et 

la sécrétion virale (Sakai et al., 2003). Plusieurs arguments suggèrent que p7 n’est pas associée aux virions et ne 
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participerait pas à l’entrée du virus ; son rôle semble cependant essentiel dans le cycle viral et pourrait devenir une 

cible pour de futurs traitements (Pavlovic et al., 2003 ; Sakai et al., 2003).  

2 - PR OT EI N ES N ON S TR U CTU R AL ES  

2.1 - NS2 

NS2 est une protéine hydrophobe de 23 kDa qui est associée à la membrane du RE dans les cellules infectées ; son 

rôle propre reste encore à étudier. Cette protéine forme, avec la partie N-terminale de la protéine NS3, une 

métalloprotéase zinc-dépendante responsable du clivage autocatalytique entre NS2 et NS3.  

2.2 - NS3 

La protéine NS3, une des protéines les plus étudiées du VHC, est une protéine hydrophile de 70 kDa dont le tiers N-

terminal porte une activité protéase et les deux tiers C-terminaux, une activité hélicase et NTPase, ce qui lui confère 

une activité enzymatique complexe. L’activité sérine protéase de NS3 assure le clivage au niveau des jonctions  

NS3/4A (en cis), NS4A/B, NS4B/5A et NS5A/B (en trans). Le domaine responsable de l’activité serine protéase est 

représenté en rose sur la Figure 16, son cofacteur NS4A en vert et le domaine responsable de l’activité hélicase en 

bleu. Les sites actifs des fonctions ARN hélicase et serine protéase sont représentés en rouge (Lindenbach et Rice, 

2005). 

 

Figure 16 : Modélisation de NS3. (Lindenbach et Rice, 2005)  

Ces trois fonctions  (protéase, ARN hélicase et NTPase) portées par différents domaines de la protéine confèrent à 

NS3 un rôle majeur dans la réplication du virus (Tomei et al., 1993). Il a également été décrit des interactions entre 

NS3 et la protéine kinase A (PKA). NS3 exercerait une régulation de la signalisation cellulaire AMPc dépendante via 

PKA et pourrait influencer la survie et la prolifération de la cellule (Borowski et al., 1999). 

2.3 - NS4A  ET NS4B 

La région NS4 est constituée de deux protéines hydrophobes, NS4A et NS4B. 

NS4A est une petite protéine de 54 AA et de masse moléculaire de 8kDa qui aurait au moins trois fonctions : 

l’activation de la fonction sérine protéase de NS3 (illustrée dans la Figure 16 ci-dessus), l’ancrage de NS3 et d’autres 

protéines du complexe de réplication du VHC aux membranes cellulaires grâce à son domaine hydrophobe et 

l’interaction avec la protéine NS5A en régulant sa phosphorylation.  

NS4B est une protéine plus longue (260 AA - 27kDa) qui participe au complexe de réplication. Elle s’associe avec la 

membrane du RE et forme une protéine transmembranaire intégrale orientée vers le cytoplasme. Elle est capable en 

particulier d’induire la formation d’un réseau membranaire qui pourrait être le site de réplication du VHC (Egger et 

al., 2002).  

Des études suggèrent que NS4A et NS5B pourraient inhiber la synthèse protéique cellulaire, favorisant ainsi la 

traduction des protéines virales ou diminuant le taux de certaines protéines cellulaires (Florese et al., 2002). 
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2.4 - NS5A  ET NS5B 

La région NS5 comprend deux protéines majeures : NS5A et NS5B, produites après clivage de la polyprotéine par la 

sérine protéase NS3 associée à son cofacteur NS4A. 

NS5A, protéine hydrophile associée aux membranes, existe sous deux isoformes de masse moléculaire de 56 et 58 

kDa correspondant à des degrés différents de phosphorylation des résidus sérine, phosphorylations médiées par une 

kinase cellulaire non encore identifiée. Comme illustré par la Figure 17. NS5A contient trois domaines structuraux 

distincts. Le domaine I forme un dimère autour de 2 ions Zn2+ (en violet) qui pourrait interagir avec d’autres 

protéines sur la face externe (lignes noires) et se lier à l’ARN via le canal ionique central ainsi formé. L’existence de 

ponts disulfures internes (en rouge), un élément assez rare pour une protéine cytosolique laisse penser à une forme 

de régulation (Lindenbach et Rice, 2005).  

 

Figure 17 : Modélisation d ’un dimère du domaine I de NS5A. (Lindenbach et Rice, 2005)  

La fonction principale de NS5A demeure inconnue, même si plusieurs activités lui ont été associées. Elle pourrait 

participer à la régulation de la transcription de gènes cellulaires (Ghosh et al., 2000). D’autres études ont montré 

que NS5A pouvait interagir avec le système IFN et être impliqué dans les mécanismes de résistance du VHC à 

l’action antivirale de l’interféron (Enomoto et al., 1995 ; Gale Jr et al., 1997 ; Sl et Katze, 2001). 

NS5B est une protéine de masse moléculaire apparente de 68kDa, dont la séquence nucléotidique est extrêmement 

conservée, non seulement dans les différents isolats du VHC mais aussi chez les pestivirus, les flavivirus et d’autres 

virus à ARN. Elle possède en particulier un motif en AA caractéristique de toutes les ARN polymérases ARN 

dépendantes, GDD (en rouge dans la Figure 18). Elle serait donc l’ARN polymérase du VHC, son action s’exerçant au 

sein du complexe de réplication en interaction avec les autres protéines non structurales. 

 

Figure 18 : Modélisation de NS5B dans un modèle « main droite » avec les doigts, le pouce et la palme.  

(Lindenbach et Rice, 2005)  
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C -  R E G IO N S  N ON  C O DAN TE S  

es protéines structurales et non structurales du VHC sont traduites selon un mécanisme original en 

comparaison avec les mécanismes « classiques » de traduction des cellules procaryotes ou eucaryotes. Dans la 

région 5’UTR (région non traduite de l’extrémité 5’), on trouve un IRES (Site Interne d’entrée du Ribosome) 

responsable de l’initiation de la traduction. Une région également hautement structurée en 3’UTR  intervient dans la 

réplication. 

1 - 5’UTR  :  IR ES 

Avant de présenter la région IRES du VHC, j’ai choisi de rappeler quelques notions sur la traduction et les IRES. 

1.1 - GEN ERA LI T ES SU R LA TR A D UC T I ON ET LES IRES 

1.1.1 - RA P P ELS SUR  LA TR AD U CT I ON  

L’initiation classique de la traduction chez les eucaryotes débute par la reconnaissance de la « coiffe » en 5’du 

messager (une 7- méthyl guanosine fixée au premier nucléotide par un pont triphosphate) par le facteur d’initiation 

4E de la traduction (eIF4E). Il y a ensuite assemblage des autres facteurs d’initiation, de la sous unité 40S du 

ribosome et balayage de la région 5’UTR jusqu’au codon AUG initiateur (Figure 19) 

Bien que le « coiffage » des messagers ne soit pas indispensable, ce modèle est largement admis pour la traduction 

des ARN eucaryotiques et de certains virus. Il permet une synthèse protéique soutenue et un contrôle de l’activité 

du complexe eIF4E/eIF4G par phosphorylation. Des protéines peuvent réguler la fixation de la sous unité 40S 

(IRP1/2) (Sachs et al., 1997). 

 

Figure 19 : Initiation de la traduction des ARN « coiffés ». (Sachs et al. , 1997)  

La traduction coiffe-dépendante n’est cependant pas la seule possibilité. Une traduction IRES dépendante existe 

chez de nombreux virus et dans certains gènes eucaryotes. 

1 . 1 . 1 . a  -  I R E S  V I R A U X  

Beaucoup de virus à ARN dont le poliovirus, les rhinovirus ou les flaviviridae comme le VHC synthétisent leurs 

protéines de manière coiffe-indépendante dans les cellules infectées. L’efficacité de la traduction dépend d’une 

région hautement structurée située dans la partie 5’UTR connue sous le nom d’IRES (Jang et al., 1988; Pelletier et 

Sonenberg, 1988 ). Toutes ces régions 5’UTR ont des tailles proches (600-1200nt) et la partie IRES occupe ~ 450nt 

(Jackson et al., 1996). 

Bien qu’il n’y ait que peu d’homologie de séquences entre ces différents IRES, des similarités apparaissent au niveau 

de la structure (Jia et al., 1996). La séquence nucléotidique semble avoir une importance prioritaire dans le maintien 

L 
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de régions structurées en tiges ou en boucles (Honda et al., 1999). Cela suggère un rôle important dans la traduction 

(Poyry et al., 1992). Des mutants ponctuels de l’IRES ont été identifiés. Ils s’accompagnent en général d’une 

mutation additionnelle qui permet de retrouver l’appariement des bases et ainsi le maintien de la structure 

secondaire (Haller et Semler, 1992 ; Hoffman et Palmenberg, 1996). 

Le mécanisme d’initiation de la traduction est donc différent de celui observé dans la majorité des ARNs. On pense 

que les facteurs cellulaires agissant en trans sur l’IRES (ITAFs) viennent se localiser directement à proximité du codon 

initiateur AUG du fait de la structure particulière de l’ARN à ce niveau, sans balayage « classique » par le ribosome de 

la région 5’UTR (Wang et al., 1993). (Figure 20). Des travaux récents sur le VIH montrent que l’utilisation d’un IRES 

constituerait un avantage au virus en lui permettant de s’affranchir de la machinerie de traduction cellulaire, hors 

ribosomes bien sûr (Brasey et al., 2003). 

 

Figure 20 : Comparaison entre une init iation de traduction interne et cap dépendante  

1 . 1 . 1 . b  -  I R E S  D A N S D E S  G E N E S  E U C A R Y O T E S  

Bien que la majorité des ARNm eucaryotiques soient coiffés, un petit nombre de transcrits contiennent un IRES, en 

général localisé dans la région 5’ UTR, qui permet une initiation coiffe-indépendante de la traduction. Ces ARNm sont 

soumis à la plupart des mécanismes régulateurs qui contrôlent le recrutement des ARNm dans le complexe de 

traduction. En 2001 on recensait près de 30 gènes cellulaires avec un IRES (Hellen et Sarnow, 2001). Un site Internet 

recense les IRES dans le monde vivant (Bonnal et al., 2003). 

Au niveau structurel, les IRES cellulaires semblent être composés de plusieurs séquences non contiguës qui exercent 

une activité IRES intrinsèque. C’est le cas pour la protéine Bip (Yang et Sarnow, 1997), pour le facteur de croissance 

de l’endothélium vasculaire (Huez et al., 1998) ou pour c-myc  (Stoneley et al., 1998). Les hypothèses divergent 

quant aux rôles de ces « sous unités » et leurs caractéristiques. Il est probable qu’il y ait dissociation de l’IRES en 

plusieurs sous unités avec des rôles propres à chacune, ce que l’on ne retrouve pas chez les virus, probablement 

pour des raisons évolutives de condensation de l’information génétique. Il est établi de manière certaine que des 

facteurs cellulaires régulent ces éléments comme eIF4G qui stimule la traduction (Hayashi et al., 2000). De 

nombreux autres ITAFs ont été identifiés et pourraient expliquer la régulation traductionnelle des ARNm avec des 

IRES au cours du cycle cellulaire, dans des situations de stress ou encore la spécificité cellulaire. En effet une 

particularité des éléments IRES cellulaires est d’avoir une activité fortement dépendante du type cellulaire et du 

stade de développement (Creancier et al., 2000 ; Stoneley et al., 2000; Ye et al., 1997 ). Ces auteurs pensent qu’il 

existe un lien avec la disponibilité en ITAFs spécifiques à un stade du cycle cellulaire et dans un type cellulaire donné. 

1.2 - ST R U CT U R E ET D E  LA R EGI ON 5’UTR  D U  VHC  ET MECA N I SME D E T RAD U CT I ON  

1 .2.1 - ST R U CT U R E 

La région 5' UTR du VHC contient les séquences les plus conservées du génome. Son haut degré de conservation en 

fait une région de choix pour la sélection d'amorces utilisées lors de la transcription inverse et de l'amplification de 

l'ARN du VHC par PCR permettant une excellente sensibilité de la technique en conditions diagnostiques. 
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Figure 21 : Séquence et structure de l’IRES du VHC. (Tan et al. , 2002) 

La région 5' non codante présente, de 5' en 3' (Figure 21)  

 un repli en épingle à cheveux à l'extrémité 5', de 27 nucléotides, qui pourrait jouer un rôle de régulation 

négative de la traduction des protéines virales. 

 trois à cinq petits cadres de lecture ouverts (selon les génotypes) non traduits, qui pourraient 

représenter des reliquats du virus ancêtre. 

 une structure complexe impliquée dans l'initiation de la traduction du cadre de lecture ouvert unique du 

VHC (Han et al., 1991). 

La région 5' non codante comprend quatre structures « tige-boucle » principales (I à IV) et un pseudo-nœud qui 

contribuent à sa structure secondaire complexe. L'IRES occupe pratiquement toute la longueur de cette région 

(Tsukiyama-Kohara et al., 1992). 

Les contraintes de conservation de la structure secondaire tige-boucle sont probablement responsables de la grande 

conservation de la séquence de la région 5' UTR.  

 

1.2.2 - MEC A N I SME D E LA TRA D UC T I ON  

Les structures tige-boucle semblent interagir directement avec des protéines virales et/ou cellulaires au cours de la 

réplication et de la traduction des virus à ARN. Ainsi, trois protéines, nommées PTB (polypyrimidine tract –binding 
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proteins) interagissent avec la région 5' UTR et il a été montré que des facteurs associés aux PTB sont nécessaires à 

une initiation efficace de la traduction (Ali et Siddiqui, 1995 ; Hellen et al., 1993 ; Niepmann et al., 1997). Beaucoup 

d’autres protéines cellulaires interagissant physiquement avec l’IRES ont été identifiées. Parmi elles on trouve 

l’autoantigène La (Ali et Siddiqui, 1997; Meerovitch et al., 1993 ), poly r(C) binding protein2 (PCBP2) (Blyn et al., 

1996 ; Gamarnik et Andino, 1997) et la glyceraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase  (GAPDH) (Schultz et al., 1996). 

Les protéines La, PTB et PCBP-2 stimulent la traduction IRES dépendante dans des extraits cellulaires déplétés en ces 

protéines (Blyn et al., 1997; Kaminski et al., 1995 ; Svitkin et al., 1994 ). Ces protéines cellulaires semblent ainsi se lier 

à l'IRES et faciliter la liaison des ribosomes à la structure (Figure 22). 

Il a également été montré qu’eIF3 se fixait spécifiquement sur l’IRES du VHC ; il joue un rôle essentiel dans le 

processus d’initiation de la traduction, par reconnaissance directe et spécifique de la sous-unité 40s du ribosome et 

d’eIF3 par la structure tertiaire de l’IRES. Les sites de fixation de eIF3 sur l’IRES sont situés principalement sur la 

structure cruciforme du domaine III, englobant les sous-domaines IIIa, IIIb et IIIc (Sizova et al., 1998). 

 

Figure 22 : Modèle de l' init iation de la traduction du VHC. Adapté de (Otto et Puglisi, 2004) 

La traduction de la polyprotéine est initiée par le codon situé au nucléotide 342. Les séquences entourant ce codon 

maintiennent un état très structuré, notamment le pseudo-noeud. Il semble que le maintien de cet état soit crucial 

pour la fonctionnalité de l'IRES. Des changements des structures primaires, secondaires et tertiaires de l'IRES 

affectent en effet la liaison des protéines cellulaires, induisant une diminution de l'efficacité de la traduction (Wang 

et al., 1994; Yen et al., 1995). 

Il a été enfin rapporté que des mutations réduisant la stabilité de la tige-boucle IV ne réduisaient pas l'efficacité de la 

traduction. Des mutations stabilisant cette tige-boucle provoqueraient au contraire une diminution significative de 

l'activité IRES (Honda et al., 1996). L'efficacité de la traduction serait donc inversement dépendante de la stabilité de 

la boucle IV. Une faible stabilité de la boucle IV permettrait en fait la dissociation en ARN monocaténaire, la fixation 

de la sous-unité ribosomale 40S et l'initiation de la traduction (Lemon, 1997). 

Des travaux récents ont enfin démontré que la région 3’UTR augmentait fortement la traduction IRES dépendante 

du VHC par intéraction entre les boucles structurées des deux régions (Song et al., 2006). 

2 - 3’UTR  

L’extrémité 3’ du génome est également une région hautement structurée; elle comporte trois régions successives, 

de 5’ en 3’ : une région variable de 30 nucléotides; une région poly-U/C de longueur variable et une région 3’ 
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terminale très conservée de 98 nucléotides, la région X, repliée en trois tiges-boucles successives (Figure 23). Cette 

région joue un rôle important dans l’initiation de la synthèse du brin négatif d’ARN au cours de la réplication et fixe 

une protéine PTB (polypyrimide tract-binding protein), permettant comme mentionné plus haut d’initier la 

traduction via une interaction avec la région IRES (Yanagi et al., 1999). 

 

Figure 23 : Représentation schématique de la région 3'non cdante du VHC. (Yanagi et al., 1999)  
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D -  C Y C L E V IRAL  

es mécanismes de réplication du VHC sont encore imparfaitement connus du fait de l’absence jusqu'à 

récemment d’un système de culture cellulaire ou d’un véritable modèle animal. Ces deux freins étant 

aujourd’hui levés, des avancées significatives sont à attendre d’ici peu de temps. La compréhension actuelle 

des mécanismes moléculaires de la réplication repose essentiellement sur des analogies avec les virus de la même 

famille, sur des données obtenues avec le modèle réplicon et sur la caractérisation de protéines recombinantes du 

VHC 

1 - T R OPI S M E 

Le VHC est un virus principalement hépatotrope mais plusieurs études ont montré que des séquences d’ARN du VHC 

pouvaient être détectées par PCR dans des cellules mononuclées du sang périphérique (lymphocytes B, T et cellules 

monocytaires). Ces observations permettent de penser qu’il existerait des réservoirs secondaires du VHC qui 

seraient responsables des manifestations extra-hépatiques, à l’origine de variants et surtout de la persistance virale 

notamment observée lors des réinfections de foies greffés après transplantation (Lerat et al., 1998). Des IRES avec 

des séquences lymphoïdes ont notamment été identifiées et semblent confirmer cette hypothèse (Lerat et al., 

2000). 

2 - E N TR EE D AN S L A CELL U L E 

L’étape initiale du cycle de l’infection virale est la fixation du virus à la cellule cible, étape qui nécessite une 

interaction entre une (des) protéine(s) virale(s) et un (des) récepteur(s) spécifique(s). Le ou les récepteurs du VHC 

n’ont pas été identifiés de façon formelle à ce jour, même si plusieurs candidats ont été décrits. Récemment, des 

modèles basés sur une entrée pH dépendante ont vu le jour.  

2.1 - REC EP T EU R S 

Plusieurs candidats récepteurs ont été décrits, incluant la tétraspanine CD81, le récepteur « scavenger » de classe B 

type I (SR-BI), le récepteur des lipoprotéines de faible densité (rLDL), le récepteur aux asialoglycoprotéines (rASGP) 

les glycosaminogycanes  ainsi que les molécules DC-SIGN (dendritic cell-signaling ICAM-3 grabbing nonintegrin) et L-

SIGN (Liver/lymph node-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin). La liste est cependant loin d’être exhaustive. En 

effet, jusqu’à récemment, l’absence de modèle pertinent de réplication in vitro rendait les études difficiles et 

sujettes à caution, en particulier du fait des conditions non physiologiques utilisées. 

Les données les plus récentes obtenues avec le système de réplication complet du VHC semblent renforcer le rôle de 

CD81 et SRB1 (Kapadia et al., 2007). Il demeure que l’entrée du VHC implique probablement plusieurs de ces 

protéines et soit un processus complexe. 

2.2 - E N TR EE P H D EP END AN T E 

Les virus de la famille des Flaviviridae, en particulier les flavivirus, pénètrent dans la cellule par endocytose puis 

fusion des membranes virale et cellulaire à pH acide (Heinz et al., 1994). Plusieurs études suggèrent que le VHC 

utilise ce même mode d’entrée. 

Le modèle des pseudos-particules virales (VHCpp - voir p. 57) a confirmé que l'entrée du VHC dans les cellules cibles 

devait être pH dépendante (Bartosch et al., 2003c; Lin et al., 2004a; Op De Beeck et al., 2001). Dans le système de 

réplication complet du VHC, le pré-traitement des cellules cibles avec deux drogues connues pour interférer avec 

l’acidification des endosomes (bafilomycine A1 et chloroquine) a conduit à l’inhibition de l’entrée virale (Blanchard 

et al., 2006). Récemment, le seuil de pH permettant la fusion des VHCpp avec des liposomes a été estimé à 6,3, avec 

un pH optimum à 5,5 (Kobayashi et al., 2006; Lavillette et al., 2006).  

L 
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Une fois cette étape de fusion achevée, le génome viral est probablement libéré dans le cytoplasme par 

décapsidation et l'expression des gènes viraux peut commencer.  

3 - MOD EL E D U CY CL E VIR AL  

Si on se base sur un cycle cellulaire « idéal » représenté par la Figure 24, la particule virale enveloppée des protéines 

de surface E1 et E2 interagit avec des récepteurs membranaires spécifiques. La fusion entre les membranes 

cellulaires et virales, probablement déclenché par une baisse de pH après que le virus se soit fixé via E1 et E2 sur 

un/des récepteurs. La particule est décapsidée et l’ARN est traduit, probablement par des ribosomes associés au RE 

(voir p. 41). Après maturation des protéines, la réplication de l’ARN peut avoir lieu. Le processus de réplication est 

similaire à celui observé chez les flavivirus avec synthèse d’un ARN négatif qui sert de matrice puis de la réplication à 

proprement parlé de l’ARN (voir détails sur la page suivante). Le virion est ensuite assemblé au niveau du RE et les 

particules virales vont transiter par le Golgi, subissant des modifications au niveau des protéines de surface (voir p. 

35). Les nouveaux virions sont au final libérés, sans lyse cellulaire, à la différence d’autres virus qui sont 

cytopathiques. 

 

Figure 24 : Cycle cellulaire du VHC. ©Tibotec.com  
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E -  VARIAB IL I TE  G E N E TIQ U E  

a variabilité génétique est une caractéristique commune aux virus dont le génome est un ARN ou qui utilisent 

un intermédiaire ARN au cours de leur réplication. Elle résulte du manque de fidélité des ARN polymérases 

virales, enzymes responsables de la réplication. La variabilité génétique des virus à ARN a des conséquences 

importantes dans la pathogénicité de l’infection et des maladies associées. Elle a été à l’origine de l’émergence et de 

la diversification ultérieure des génotypes viraux au cours de l’évolution. Elle est également responsable de la 

distribution en quasiespèces du virus. 

1 - R EPLI CAT I ON ET V AR I ABI L IT E G EN ETI QU E D U VHC 

La réplication du VHC est assurée par un ARN polymérase dépendante de l’ARN, protéine virale de 68kDa codée par 

la région située à l’extrémité 3’ du cadre de lecture ouvert (Behrens et al., 1996; Lohmann et al., 1997). La 

polymérase catalyse la synthèse d’un brin d’ARN de polarité négative, complémentaire de l’ARN génomique, qui 

sert de matrice pour la synthèse de nouveaux brins d’ARN de polarité positive. Ces derniers sont encapsidés et 

enveloppés au sein de particules virales néoformées ou servent d’ARN messagers pour la synthèse intra-

cytoplasmique des protéines virales (Figure 25). 

 

Figure 25 : Schéma de la réplication du VHC.  

La diversification permanente des populations virales conduit à leur compétition et à la sélection continuelle des 

variants viraux les mieux adaptés à leur environnement réplicatif. Ce phénomène est favorisé par l’abondante 

production virale, de l’ordre de 1012 virions par jour en moyenne, au cours de l’infection humaine (Neumann, 1998) 

et par le taux élevé de mutations, au cours de la réplication, lié au manque de fidélité de l’ARN polymérase 

(Domingo, 1998; Duarte et al., 1994). Le taux d’erreur de l’ARN polymérase ARN dépendante du VHC  est en effet de 

l’ordre de 10-4  10-5 par nucléotide copié. Chaque nouvel ARN synthétisé contient donc en moyenne une substitution 

nucléotidique par rapport à sa séquence mère (Domingo et al., 2006). Ces erreurs ne sont pas corrigées par l’ARN 

polymérase virale car celle ci est dénuée d’activité 3’-5’ exonucléase correctrice (activité de proofreading). Les 

substitutions s’accumulent donc dans le génome au cours des cycles de réplication successifs. La majorité des 

séquences virales synthétisées au cours de la réplication sont défectives (c'est-à-dire qu’elles ne peuvent conduire à 

la production de virions infectieux), car la plupart des mutations survenant au hasard sont létales. Les mutations non 

létales sont quant a elles transmises à la descendance et s’accumulent au fil des générations. Elles peuvent conférer 

aux variants correspondants des avantages ou des désavantages sélectifs selon l’environnement au sein duquel le 

L 
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virus se réplique  (Domingo, 1998; Domingo et al., 2006; Duarte et al., 1994). On parle alors de « genetic 

bottleneck », un phénomène bien connu pour chez les virus à ARN. 

La production et la sélection permanente de nouveaux variants viraux ont trois conséquences importantes : 

l’émergence, dans des zones géographiques ou dans des populations de malades particulières, des génotypes du 

VHC et leur diversification intervenue au cours de l’évolution et qui se poursuit, l’existence d’une distribution en 

quasiespèces de populations virales chez chaque individu infecté et au final des implications cliniques. 

2 - É M ER G EN CE ET  D IV ERS IF I CATI ON  D ES G EN OT Y PE S D U VHC 

L’analyse phylogénétique de séquences partielles ou complètes de souches virales isolées dans les cinq continents a 

permis d’identifier 6 groupes principaux, appelés « types », numérotés de 1 à 6 et plus d’une centaine de « sous-

types », identifiés au sein de chaque type par une lettre minuscule : 1a, 1b, 1c, etc. (Robertson, 1998). Le terme 

« génotype » désigne indifféremment l’ensemble des types et sous-types. Les types diffèrent les uns des autres par 

31 à 34 % de leur séquence nucléotidique et environ 30% de leur séquence amino-acidique. Les sous-types diffèrent 

les uns des autres par 20 à 23% de leur séquence nucléotidique avec des différences importantes selon la région du 

génome considéré (Robertson, 1998). Des niveaux de divergence intermédiaires  entre type et sous-type ont été 

observés chez des variants viraux isolés principalement en Asie du Sud-Est. Ces derniers ont été initialement appelés 

types 7 à 11 (Tokita et al., 1994). Ils sont aujourd’hui inclus dans le type qui leur est le plus proche, c’est à dire le 6 

sauf le génotype 10a inclus dans le type 3 (Figure 26). 

 

Figure 26 : Analyse phylogénétique des séquences nucléotidiques d'une partie de NS5B chez des individus infectés 

provenant des 5 continents. (Fang et al. , 1997)  

L’étude génétique et phylogénétique des génotypes du VHC permet de mieux comprendre les mécanismes ayant 

conduit à leur émergence et à leur diversification, ainsi que les voies empruntées par l’épidémie mondiale d’hépatite 

C (Simmonds, 2004b). Ainsi, l’origine des flaviviridae  infectant les primates pourrait remonter à la diversification des 

espèces de primates il y a environ 35 millions d’années. Le VHC aurait alors co-évolué avec les populations humaines 

lors de leur migration hors d’Afrique, il y a 100 000 à 150 000 années. Les génotypes actuels seraient apparu 

beaucoup plus récemment (Simmonds, 1999), il y a 700 ans pour le type 6, 350 ans pour le génotype 4 et 100 ans 

pour les autres (Pybus et al., 2001). La grande diversité des génotypes en Asie ou en Afrique suggère une apparition 

très ancienne de ceux-ci. A l’opposé, la diversification des génotypes retrouvés en Europe, en Amérique ou au Japon 
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est bien plus faible, suggérant une apparition récente suivie d’une diffusion rapide. Schématiquement, le génotype 

1b a été diffusé par les produits sanguins, le 1a par la toxicomanie par voie intraveineuse et le 3 par cette même voie 

mais seulement à partir des années 1960 (Pawlotsky et al., 1995). Cela se confirme par exemple avec le 

ralentissement de la propagation du génotype 1b à relier avec la quasi disparition du risque transfusionnel.  

 

Figure 27 : Distribution génotypique du VHC. (Fang et al. , 1997)  

3 - D IS TR I BU TI ON EN QU ASI ES P ECES  D ES G EN OM ES  

Chez tout malade infecté, le VHC circule sous la forme d’un mélange complexe et en équilibre instable de variants 

viraux génétiquement distincts bien qu’apparentés, appelé quasiespèce (Martell et al., 1992; Weiner, 2001). La 

distribution en quasiespèces du VHC lui confère un avantage significatif en terme de survie, car la coexistence de 

multiples variants génomiques et la rapidité avec laquelle de nouveaux variants sont engendrés permettent la 

sélection rapide et continue des variants viraux les mieux adaptés à l’environnement réplicatif (Domingo et al., 2006; 

Duarte et al., 1994). Les forces sélectives antagonistes assurant cette sélection sont :  

- les contraintes conservatoires sur la structure de l’ARN et/ou des protéines virales, liées à la nécessité de 

conserver leur fonctionnalité, indispensable à la survie des virions. 

- des pressions évolutives, principalement liées aux réponses immunes humorales et cellulaires de l’hôte 

(Nagasaka et al., 1996).  

Les modifications de l’environnement dans lequel le VHC se réplique sont fréquentes au cours de l’infection. Elles 

peuvent être spontanées, liées à des interactions métaboliques complexes chez l’hôte ou déclenchées par des 

facteurs extérieurs, tels que des infections intercurrentes, une prise médicamenteuse ou un traitement antiviral. 

4 - I M PL I CAT I ON S CL I NI QU E S  

Au niveau clinique, cette distribution en génotypes du VHC a des conséquences variables. 

Au niveau du pronostic de l’évolution vers la chronicité ou des lésions hépatiques, le génotype n’a pas d’impact. 

Seul le génotype 3 est directement impliqué dans l’apparition de stéatose hépatocytaire (Adinolfi et al., 2000; 

Rubbia-Brandt et al., 2000).  

La réponse virologique aux traitements (c'est-à-dire la capacité du traitement a éradiquer l’infection) est par contre 

très dépendante du génotype. Cela sera détaillé p. 73, mais en résumé il est admis que les taux de réponses sont 

plus faibles pour les génotypes 1 et 4 que pour les génotypes 2 et 3 (Toniutto et al., 2006).  

Enfin cette variabilité pose des problèmes pour le développement d’un vaccin, thérapeutique ou prophylactiques. 

En effet les épitopes potentiellement neutralisants sont aussi les régions les plus variables. Cette question sera 

débattue à partir de la page 83.  
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F -  MO DE L E S  D ’E TU DE S  

es études fondamentales sur le VHC et le développement de composés antiviraux ont été longtemps limités 

par l’absence de systèmes d’infection in vitro satisfaisant. Lorsque la totalité du génome du VHC a été connue, 

la synthèse de clones d’ADN complémentaire (ADNc) à l’ARN viral a été réalisée par transcription inverse. Les 

ARN transcrits à partir de ces clones d’ADNc se sont révélés infectieux après injection intra-hépatique au chimpanzé 

(Kolykhalov, 1997) mais incapables de réplication en cultures cellulaires.  

Ce n’est qu’en 1999 avec le système des réplicons sous-génomiques que la réplication du VHC à des taux élevés est 

devenue possible, sans toutefois qu’un cycle complet de réplication ne soit possible (Blight et al., 2000; Lohmann et 

al., 1999). Ce n’est enfin que très récemment qu’un isolat de génotype 2a a permis la production de virus infectieux 

à des taux élevés en culture cellulaire (Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005). En parallèle des systèmes plus ciblés 

sur l’étude d’une partie du virus se sont développés comme le système des pseudo-particules pour l’étude des 

protéines d’enveloppe (Bartosch et al., 2003b) ou des systèmes d’expression bicistroniques pour l’étude des régions 

UTR (Collier et al., 1998). 

1 - MOD EL ES ANI M AU X 

1.1 - L E C H I MP A N ZE 

L’homologie génétique entre le chimpanzé et l’homme est de plus de 98,5%. Le chimpanzé est le seul animal qui 

peut être infecté par le VHC de façon reproductible et qui présente une infection chronique. L’infection 

expérimentale de chimpanzés a été réalisée à partir du sérum de patients infectés et à partir d’ARN transcrits du 

VHC (Kolykhalov, 1997 ; Yanagi et al., 1997). Cependant, on observe souvent chez cet animal une moindre sévérité 

de la maladie hépatique et des réponses immunes atténuées. L’utilisation du modèle chimpanzé est limitée pour des 

raisons évidentes d’éthiques, le chimpanzé étant une espèce protégée, ainsi que par son coût et les difficultés de 

maintien de ces animaux en laboratoire. 

1.2 - L ES P ETI T S A NI MA U X  

Beaucoup d’études se sont concentrées sur la mise au point d’un modèle animal adapté à l’environnement du 

laboratoire.  Des résultats intéressants ont été obtenus avec des modèles de souris transgéniques, humanisées ou 

encore avec les tupaïas. 

L E S  T U P A Ï A S  

Ces petits mammifères non rongeurs ressemblant à des écureuils, peuvent être infectés in vivo par le VHC (Figure 

28). Ce modèle n’est cependant pas idéal puisque ces animaux ne développent que des virémies transitoires ou 

intermittentes avec des titres très faibles, inférieurs à 3,5.105 copies/ml, à comparer aux 107-109 copies/ml  que l’on 

trouve chez les patients atteints d’hépatite C chronique (Xie et al., 1998). 

 

Figure 28 : Dessin d'un Tupaïa.  © tolweb.org - Joseph Smit  

L 
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S O U R I S  C H I M E R I Q U E S  

Il s’agit de souris  transgéniques pour un ou plusieurs gènes du VHC. Les principales études se sont focalisées sur 

l’expression de la protéine de capside afin d’étudier son effet sur le métabolisme de l’hôte. Il a ainsi pu être montré 

qu’elle était responsable de lésions de l’ADN mitochondrial, reflétant ainsi l’augmentation de radicaux libres, ce qui 

pourrait expliquer les lésions de l’ADN des hépatocytes et à terme le développement du CHC (Okuda et al., 2002). Ce 

modèle reste cependant limité car aucune souris transgénique n’a été capable de répliquer le génome viral. 

 

S O U R I S  H U M A N I S E E S  

Ce dernier modèle mis au point utilise des souris SCID qui sur-expriment un transgène activateur du plasminogène 

sous le contrôle du promoteur de l’albumine (Alb-uPA). Ce transgène conduit à une surexpression d’urokinase dans 

le foie dès que le promoteur devient actif (à la naissance), responsable de la mort des hépatocytes et donc d’une 

atrophie hépatocytaire. Les souris sont alors transplantées par des cellules hépatocytaires humaines qui repeuplent 

le foie des souris. Une amélioration récente du système a permis d’obtenir des animaux totalement homozygotes, 

constituant un excellent modèle de part ses caractéristiques morphologiques et biochimiques proches d’un véritable 

foie humain (Meuleman, 2006). 

 

Figure 29 : Foie de souris (A) normal, (B) uPA +/- et (C) uPA +/+. (Meuleman, 2006)  

L’inoculation de sérum humain contenant du VHC a permis d’établir une infection persistante chez ces souris avec  

production de particules virales infectieuses (Mercer, 2001). 

2 - V IR US  M OD EL ES APPAR ENT ES AU VHC 

L’absence d’un système cellulaire permettant une réplication complète du VHC a été pendant longtemps un obstacle 

pour l’étude de la biologie et du cycle cellulaire du virus. Jusqu'à l’obtention en 2005 d’un tel système, encore 

imparfait, une approche a consisté à travailler sur des virus apparentés au VHC, appartenant à la famille des 

flavivirdae. De part leurs homologies de structure et de fonction, le poliovirus, le virus de la diarrhée bovine (BVDV) 

et le virus du GBV-B ont été très utilisés. 

2.1 - GB  V I R U S –B  (GBV -B) 

Le GBV-B est le virus le plus proche du VHC au niveau génétique (Figure 30) et phylogénétique (Figure 11) et le plus 

pertinent étant donné le tropisme naturel du virus pour les hépatocytes.  

 

Figure 30 : Alignement des génomes du VHC et du GBV-B. (Martin et al. , 2003)  
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Il induit une hépatite aiguë et des cas d’hépatite chronique ont été décrits chez des tamarins sains, fournissant ainsi 

un modèle in vivo de type petit-primate (Martin et al., 2003). Un modèle de culture primaire d’hépatocytes de 

tamarins permettant des niveaux élevés (100 fois l’inoculum) et un suivi facile de la réplication du GBV-B a été décrit 

(Beames et al., 2000). Il a permis de réaliser des analyses génétiques de la réplication (via des clones chimériques 

notamment) ou l’étude d’inhibiteurs de la réplication du VHC et des virus apparentés (Beames et al., 2001). 

2.2 - V IR U S D E LA D IAR RH EE BOV I N E (BVD V) 

Le BVDV, un pestivirus, présente une organisation génétique et un modèle de réplication et d’expression génomique 

voisins du VHC (Miller et Purcell, 1990). De plus, il se réplique très facilement en culture cellulaire. Il existe plusieurs 

souches de BVDV, cytopathiques ou non cytopathiques (Hamers et al., 2001). L’étude des souches cytopathiques 

rend les analyses fonctionnelles plus aisées avec l’observation de l’effet cytopathique induit par la réplication du 

BVDV. Dans ce modèle il a pu par exemple être montré que la ribavirine avait un effet antiviral direct sur la 

réplication du BVDV en culture de cellules BT (Escuret et al., 2002). Plus généralement, il a été montré l’intérêt du 

modèle BVDV dans l’évaluation de nouvelles molécules antivirales potentiellement actives contre le VHC (Buckwold 

et al., 2003). 

2.3 - L E MOD ELE D U  P OLI OV IR U S  

Le poliovirus est également un virus à ARN de polarité positive. Plusieurs études se sont intéressées à ce virus pour 

par exemple tenter de déterminer le mode d’action de la ribavirine, une question qui n’est toujours pas résolue alors 

que la ribavirine est le traitement contre le VHC. Dans ce modèle, la ribavirine est un agent mutagène et possède 

une action antivirale en forçant les virus à ARN à «l’erreur catastrophe » et la production massive de mutants 

défectifs (Crotty et al., 2001; Crotty et al., 2000).  

3 - MOD EL ES D ’ET UD ES  D E L A R EPLI CA TI ON  V IR AL E EN CU L TU R E CELL U L AIR E  

Les virus sont des « parasites cellulaires » obligatoires et l’étude de leur cycle de réplication nécessite des cellules 

hôtes permissives. De nombreux systèmes de cultures cellulaires infectées par le VHC ont été décrits, mais jusqu'à 

récemment, aucun n’avait permis d’obtenir des taux de réplication significatifs. Il s'agit soit de culture de cellules 

primaires provenant de patients infectés, soit de l'infection in vitro de cellules en culture.  

3.1.1 - IN FEC T I ON D ’H EP AT OC YT ES EN  C U LT UR E  

L’infection et la réplication productive de virus dépendent de facteurs de la cellule hôte qui ne sont parfois exprimés 

que dans des cellules hautement différenciées. C’est pourquoi des cultures primaires d’hépatocytes de chimpanzés, 

de tupaias ou d’hépatocytes humains infectés in vivo ou in vitro ont été utilisées pour propager le VHC en culture 

cellulaire.  

Des équipes ont inoculé des hépatocytes primaires humains fœtaux avec du sérum contenant du VHC. Ils ont 

mesuré une augmentation de 20 fois de la quantité d’ARN de polarité positive mesuré par RT-PCR dès le 5ème jour 

post-infection et durant 24 jours de culture. Cependant, l’efficacité du système est faible avec une détection 

maximale de 20 000 copies d’ARN du VHC pour 106 cellules (Iacovacci et al., 1997). Le même type de résultat a été 

observé après inoculation d’hépatocytes primaires de chimpanzés (Lanford et al., 1994). Les hépatocytes primaires 

de Tupaia belangeri sont également infectables par du sérum humain contenant du VHC. Ils permettent la 

réplication du virus, mise en évidence par l’observation de la synthèse de novo d’ARN du VHC, une évolution de la 

quasiespèce virale et la détection des protéines du VHC. La production de particules virales infectieuses dans ce 

modèle a été démontré par passage à des hépatocytes initialement non infectés (Zhao et al., 2002). 

Le système in vitro le plus proche de l’infection naturelle chez l’Homme est représenté par les hépatocytes humains 

adultes normaux en culture primaire. Des conditions de culture d’hépatocytes primaires humains pendant au moins 
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quatre mois sans changement morphologique ont été décrites. Cependant, après infection de ces cellules par le VHC, 

le taux de réplication virale est resté faible et l'ARN(-) n'a été détecté que de façon intermittente. L’infectabilité des 

cultures est peu reproductible et dépend de la qualité des hépatocytes du donneur. L’infectiosité du sérum servant à 

l’infection est  également fonction de la présence d’anticorps. Cependant, le séquençage de HVR1 de E2 a montré la 

diminution de la complexité des quasi-espèces virales au cours de l'infection in vitro, suggérant qu’une réplication 

efficace est bien présente même si elle est variable en fonction des conditions expérimentales (Rumin et al., 1999). 

En outre, ce modèle permet d’étudier les interactions du virus avec les molécules réceptrices et les mécanismes de 

neutralisation. Il a permis de montrer que l’IFN- inhibe directement la réplication du VHC au sein des hépatocytes 

infectés (Castet et al., 2002). 

Des systèmes de culture de cellules isolées de patients infectés chroniquement ont également été envisagés. La 

culture d’hépatocytes primaires à partir de biopsies hépatiques a permis de détecter la réplication de VHC mais son 

efficacité est restée faible (Ito et al., 1996). 

Pour pallier l’insuffisance de ces systèmes et la difficulté d’obtention de ce type de matériel, des lignées 

d’hépatomes humains Huh-7, HepG2 (Lohmann et al., 1999 ; Seipp et al., 1997) et des lignées d’hépatocytes PH5CH 

non néoplasiques ont été développées. La lignée PH5CH a été obtenue par immortalisation d’hépatocytes humains 

avec un antigène de virus simien. Parmi toutes les lignées d’hépatocytes humains analysées cette lignée s’est avérée 

être la plus susceptible à l’infection par le VHC (Ikeda et al., 1998; Kato et al., 1996 ). Concernant les lignées HepG2 

et Huh-7, différentes conditions de culture cellulaire ont été testées pour essayer d’augmenter l’infection par le VHC. 

Exception faite des résultats obtenus avec le clone de Wakita (voir p. 55), le taux de réplication du VHC était faible : 

seulement 104 équivalents génomes ont été détectés dans le surnageant de culture de 106 cellules (Seipp et al., 

1997). 

3.1.2 -  IN FEC TI ON  D E LI GN EES LYMP H OC YTA IR ES  

Si le foie est la cible principale de la réplication du VHC in vivo, la présence d'ARN(+) et (-) a été démontrée dans les 

cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC). Le lymphotropisme du VHC pourrait expliquer les désordres 

immunologiques, en particulier les cryoglobulinémies de type II et III, observés chez plus de 50% des patients atteints 

d’hépatite C chronique (Agnello et al., 1999 ; Rumin et al., 1999).  

Des cultures fraîches de PBMC provenant de dix donneurs différents ont été préparées et infectées avec deux 

sérums différents contenant des titres élevés de VHC. Le taux d’ARN du VHC détecté est cependant resté très faible 

et dépassait de peu le taux d’ARN inoculé (Cribier et al., 1995). Des PBMC provenant de patients infectés 

chroniquement ont aussi été utilisées, mais la réplication dans ces cellules est restée très faible (Muller et al., 1993). 

Compte tenu des difficultés liées au travail en culture de cellules primaires, des lignées de lymphocytes T (LyT) 

HPBMa et Molt4Ma (Shimizu et al., 1992; Shimizu et al., 1993), et de lymphocytes B (LyB) Daudi humains 

permettant la propagation à long terme du VHC ont été utilisées (Nakajima et al., 1996). Le VHC présent dans les 

surnageants des cellules Daudi a permis une transmission du virus après inoculation à des chimpanzés, bien que 

l’infectiosité ait été très faible. L’ARN viral était détectable dans le sérum de l’animal cinq semaines après inoculation 

intraveineuse et n’était plus retrouvé après 25 semaines. Le séquençage de la région hypervariable de E2 a révélé 

que le génome viral présent dans le sérum de l’animal correspondait à la quasi-espèce majoritaire présente dans le 

sérum du patient ayant servi à infecter les cellules Daudi. De plus, les PBMC du chimpanzé contenait un variant 

prédominant correspondant à celui retrouvé dans les cellules Daudi et non dans le sérum du patient. Ceci suggère la 

sélection d’un variant VHC à tropisme lymphocytaire durant le passage en cellules Daudi (Shimizu et al., 1998). 
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3.2 - L ES R EP LI C ON S VHC 

Le développement d’un système cellulaire permettant la réplication de tout ou partie du génome viral était l’un des 

objectifs principaux des recherches sur les modèles d’étude du VHC. 

Une avancée majeure a eu lieu en 1999 avec la mise au point d’un système de culture cellulaire avec un réplicon 

sous-génomique du VHC (Blight et al., 2000; Lohmann et al., 1999). Cela a représenté une véritable révolution pour 

la recherche sur l’hépatite C. Il devenait possible pour la première fois d’avoir une réplication d’un ARN sous 

génomique du VHC et ce en culture de cellules hépatocytaires. 

Le système « réplicon »  est basé sur une construction chimérique bicistronique illustrée par la Figure 31. Le domaine 

comprenant l’extrémité 5’ non codante du VHC, incluant l’IRES et 12 codons de la protéine de capside sont fusionnés 

en phase avec le gène de résistance à la néomycine. A sa suite, l’IRES du virus EMCV dirige la traduction des 

protéines non structurales du VHC ; la construction se termine avec l’extrémité 3’ non codante du génome viral. En 

comparaison avec le VHC, les réplicons sous génomiques sont donc dépourvus des séquences codant les protéines 

structurales, p7 et NS2  qui de façon intéressante ne s’avère pas nécessaire à la réplication de ces réplicons. 

 

Figure 31 : Représentation schématique de l'organisation du génome  du VHC (a) et d'un réplicon sous-génomique (b). 

(Bartenschlager, 2002)  

Au niveau de la mise en place de ces réplicons (illustré par la Figure 32), un plasmide contenant les séquences du 

réplicon est réalisé puis in vitro transcrit via une ARN polymérase T7. L’ARN des réplicons sous-génomiques ainsi 

généré est transfecté dans la lignée d’hépatomes humains Huh-7, les cellules étant alors maintenues dans un milieu 

de culture contenant du G418. Les cellules qui n’ont pas eu de réplicon (en blanc) et les cellules dans lesquelles le 

réplicon ne se réplique pas (cellules orange) meurent à cause de la toxicité du G418. Seules les cellules dans 

lesquelles le réplicon VHC s’auto-réplique et contiennent un nombre suffisamment de copies du gène codant la 

néomycine phosphotransférase (qui inactive le G418) deviennent résistantes.  Ces cellules survivent et peuvent 

former des colonies qui l’on peut isoler à partir de la culture et amplifier pour établir un clone cellulaire contenant 

de manière stable un réplicon VHC qui s’auto-réplique (Bartenschlager, 2002). 
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Figure 32 : Établissement de clones cellulaires comportant des réplicons HCV  auto répliquant. (Bartenschlager, 2002)  

Ce système, au départ limité aux réplicons issus de génotype 1b et à la lignée Huh-7,  a été amélioré en générant des 

réplicons d’autres génotypes (1a, 2a, etc...) et d’autres lignées hépatocytaires. Des  études ont montré qu’il y avait 

une adaptation réciproque des réplicons et des cellules dans lesquels ils se répliquaient, notamment par apparition 

de mutations adaptatives permettant d’augmenter significativement le nombre de colonies formées et donc la 

capacité de réplication du réplicon sous-génomique (Krieger et al., 2001; Lohmann et al., 2001). 

Ces mutations adaptatives se localisent au sein de la protéine NS5A essentiellement mais également dans NS3, NS4B 

et NS5B comme illustré par la Figure 33. Au niveau de l’hélicase NS3 (Figure 33A), deux résidus sont altérés à la 

surface de la molécule, R1283 et K1609. Dans le cas de NS5B (Figure 33B), c’est au niveau du sous domaine appelé 

« pouce » que l’on retrouve un remplacement d’une arginine par une glycine (R2884). Au niveau de NS5A, une 

mutation adaptative courante est la délétion de l’ensemble de l’ISDR et du site de liaison à la PKR, suggérant que ces 

régions ne sont nécessaires ni à la réplication de l’ARN viral en culture cellulaire, ni à sa persistance (Blight et al., 

2000). 

 

Figure 33 : Localisation des mutat ions adaptatives sur les structures en trois dimensions de l’hélicase NS3 (A) et de l’ARN 

polymérase ARN dépendante NS5B (B).  (Lohmann et al. , 2001)  

En ce qui concerne l’adaptation des cellules au réplicon, il a été montré dans le cas de la lignée Huh-7 que des 

clones mutés dans la protéine RIG-1 (voir p61), une protéine senseur du système de réponse immunitaire, étaient 

plus permissifs à l’installation des réplicons du VHC (Sumpter et al., 2005a). 

Des réplicons génomiques bicistroniques, contenant les gènes codant les protéines de structure ont été construits et 

des lignées stables obtenues (Blight et al., 2003; Ikeda et al., 2002; Pietschmann et al., 2002). Ces constructions n’ont 

cependant pas permis la production de particules virales. Une hypothèse alors émise était que les cellules Huh-7 
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étaient déficientes pour un facteur cellulaire important pour la morphogénèse virale (hypothèse aujourd’hui 

infirmée : voir 3.3 - Système de réplication complet ).  Il  est aujourd’hui admis que les ARN du VHC contenant les 

mutations adaptatives autorisant une meilleure réplication en cultures de cellules ne sont pas infectieux (Bukh et al., 

2002).  

 

Figure 34 : Représentation schématique de l'organisation génomique du VHC et des réplicons dérivés. (Bartenschlager, 

2005) 

De nombreux dérivés du réplicon original (No. 1 sur la Figure 34) ont été générés. Le dérivé le plus intéressant dans 

le cadre de nos études est le réplicon qui comporte en plus du gène de sélection à la néomycine le gène codant la 

luciférase Firefly (No.3 sur la Figure 34). Avec ce type de réplicon, il est possible d’estimer facilement la réplication 

sous –génomique du VHC en suivant la quantité de luciférase présente dans les cultures.  

Au final, même si de nombreuses questions ont été soulevées par le caractère complètement artificiel du système, il 

faut garder à l’esprit que sa mise au point, 10 ans après la découverte du VHC, a permis de progresser de manière 

considérable dans la compréhension du virus et donc dans la mise au point de nombreux inhibiteurs à visée 

thérapeutique. C’est également en cherchant à comprendre pourquoi des réplicons « génomiques » ne 

fonctionnaient pas qu’a été mis au point le système de réplication complet du VHC (Bartenschlager, 2005). 

3.3 - SYST EME D E R EP LI CA TI O N  C OMP LET  

Cette dernière avancée majeure a eu lieu en 2005. Trois équipes ont publié séparément au début du mois de juin 

leurs travaux décrivant la production de particules virales infectieuses en culture cellulaire : l’équipe de Ralf 

Bartenschlager à Heidelberg (Allemagne), l’équipe dirigée par Franck Chisari au Scripps Research Institute à La Jolla 

(Californie) et l’équipe de Charles Rice (Rockefeller University, New York). Elles ont étudié le même isolat viral, cloné 

par l’équipe de Takeji Wakita (Tokyo), et à partir de lignées cellulaires équivalentes ont mis en évidence la mise au 

point d’un système cellulaire de réplication complet du VHC (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et 

al., 2005). 

H I S T O R I Q U E  

A l’origine de ces avancées, il y a eu l’identification par l’équipe japonaise d’une souche virale C responsable d’une 

hépatite fulminante de génotype 2, nommée JFH1 (Kato et al., 2001). Cette même équipe a poursuivi la 

caractérisation de cette souche en développant un réplicon fonctionnel, le premier à ne pas être de génotype 1 

(Kato et al., 2003). 

 

T. Wakita a collaboré par la suite avec l’équipe de R. Bartenschlager afin d’étudier les conséquences de la 

transfection du génome complet de l’isolat JFH1 dans les cellules Huh-7. Il put ainsi mettre en évidence la production 

de particules virales infectieuses dans le surnageant de culture. Cependant, le système nécessitait d’être amélioré du 

fait de la quantité limitée de virus produits et de la propagation restreinte du VHC en culture (Wakita et al., 2005). 

Des améliorations ont été apportées par les équipes de F. Chisari (Zhong et al., 2005) et C. Rice (Lindenbach et al., 

2005), avec l’utilisation d’une lignée cellulaire dérivée de Huh-7 (le clone Huh-7.5), particulièrement permissive pour 
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la réplication du HCV. L’équipe de F. Chisari, avec la collaboration de T. Wakita, a étudié le même génome complet 

de l’isolat JFH1, alors que l’équipe de C. Rice a construit un génome complet chimérique de génotype 2a, 

comportant la région structurale ainsi que les régions codant les protéines p7 et NS2 de l’isolat J6 (génotype 2a) 

suivies de la région non structurale (NS3 à NS5B) de l’isolat JFH1. 

Les cellules Huh-7.5 permettent également d’obtenir une forte réplication virale. C’est une sous-population de 

cellules Huh-7 obtenue après établissement d’un réplicon sous-génomique du VHC et clairance de l’ARN par un 

interféron-α. Il est aujourd’hui établi que ces cellules sont hautement permissives à l’infection du fait de leur 

déficience pour l’expression de RIG-1 (voir p. 63). Dans ce cas, des rendements de production jusqu’à 50 fois plus 

élevés, ainsi qu’une meilleure propagation de l’infection en culture in vitro sont observés. En outre, le pouvoir 

infectieux des particules virales produites est conservé après de multiples passages en culture et les particules ayant 

donné lieu à une infection in vivo restent infectieuses in vitro (Lindenbach et al., 2006). 

P R O T O C O L E  

Dans le détail, présenté dans la Figure 35, les transcrits ARN issus du génome chimérique JFH1/J6 (deux génotype 2a) 

sont transfectés dans des cellules Huh-7.5 ; les surnageants sont filtrés et utilisés pour infecter des cellules Huh-7.5 

naïves. Les immunomarquages présents ont été réalisés avec un anticorps monoclonal de souris anti-NS5A. Les virus 

titrés ont été inoculés dans deux chimpanzés par voie i.v. et deux souris SCID-uPA avec une greffe de foie humain par 

voie i.p. Le sérum d’une de ces souris virémiques a entrainé l’infection VHC d’une troisième souris. L’infectiosité 

spécifique (rapport du titre infectieux /  titre ARN) a été déterminé dans des cellules Huh-7 naïve, chez le chimpanzé 

et chez la souris contenant le virus chimérique J6/JFH1. Le TCID50 (tissue culture 50% infective dose) est indiqué. 

 

P E R S P E C T I V E S  

Une limitation subsiste cependant, puisque le système développé ne permet actuellement d’étudier qu’un seul des 6 

génotypes du HCV. De plus, la question concernant la particularité de cet isolat JFH1 demeure en suspens. Les 

réponses résident probablement dans la région non structurale du génome, seule partie commune étudiée 

conjointement par les trois équipes et qui semblent se préciser avec les premières données publiées (Pietschmann et 

al., 2006). 

 

Au-delà de ces remarques, le système est prometteur pour l’étude des premières étapes du cycle viral, les étapes 

d’attachement et d’entrée du virus. En effet, les expériences de neutralisation de l’infection réalisées séparément 

par les trois équipes ont conforté l’importance du rôle de la glycoprotéine d’enveloppe E2 du VHC, ainsi que celui de 

la tétraspanine CD81 dans l’entrée virale. De plus, les expériences préliminaires conduites ont démontré la 

robustesse du système pour évaluer l’efficacité de molécules antivirales spécifiques en cours de développement ou 

en devenir. 
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Figure 35 : Génération des virus J6/JFH1 en culture cellulaire et démonstration de leur infectiosité in vivo. (Bukh et Purcell, 

2006) 

4 -  S Y S T EM ES D ’EXPR ES SI ON IN VI T RO  

A côté des systèmes de réplication complets ou incomplets en modèles animaux ou cellulaires, il existe de 

nombreuses possibilités d’études du VHC ciblées sur une protéine ou une région. Voila un bref aperçu pour 

introduire le système d’expression bicistronique en lysat de réticulocytes utilisé dans une de mes études et le 

système des pseudos particules, une autre avancée récente majeure. 

4.1 - P SEU D O-PAR T I C U LES R ETR OV IRA LES  

Après la mise au point du système réplicon, une autre approche couronnée de succès a été la mise au point du 

système des pseudo-particules. Ce système basé sur le pseudotypage de nucléocapsides rétrovirales avec les 

glycoprotéines d’enveloppe du VHC a permis de faire d’énormes progrès sur la compréhension de l’entrée virale et 

d’avancer vers la mise au point d’un vaccin (Bartosch et al., 2003b). 
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Figure 36 : Le système des pseudo-particules virales. (Chapel et al. , 2006b)  

4.2 - P LA SMID ES BI CI ST R ON I Q U ES P OUR  L’ET UD E D ES R EGI ON S UTR 

Une autre approche pour étudier une partie du VHC est d’utiliser des plasmides bicistroniques. Dans ce type de 

constructions, la séquence codant l’IRES du VHC et une partie de la séquence codant la protéine de capside initie de 

manière interne la traduction d’une luciférase. Une autre luciférase est traduite de manière classique et permet de 

réaliser des ratios transcription coiffe-dépendante vs transcription IRES dépendante (Figure 37). 

Pour utiliser ces constructions, classiquement une transcription in vitro est réalisée et les ARN obtenus sont traduits 

dans un lysat de réticulocytes de lapins par une T7 ARN polymérase. Il est également possible de réaliser une 

transcription/ traduction couplées en lysat de réticulocyte à partir du plasmide, comme nous l’avons fait dans l’étude 

2 et 3. 

 

Figure 37 : Exemple d'un système bicistronique. (Lerat et al. , 2000) 

Le défaut majeur de ce système réside dans la difficulté à déterminer de manière précise les séquences minimales 

nécessaires au fonctionnement de l’IRES (Collier et al., 1998). Plus généralement, l’isolement de la séquence IRES du 

reste du génome est problématique et son fonctionnement ainsi isolé est sujet à caution. Il a  en effet été montré 

que la traduction pouvait dépendre de l’interaction de la région 5’UTR avec le partie 3’UTR via la protéine PTB - voir 

p41 - (Wang et al., 2005a)  (bien que cela soit contesté (Brocard et al., 2006)) et que la région codant la protéine de 

capside (Li et al., 2003) ou la protéine de capside elle-même (Boni et al., 2005; Shimoike et al., 2006) pouvait agir sur 

la traduction IRES dépendante. 

En dépit de ces défauts, de telles constructions ont permis l’étude de la structure de l’IRES (Honda et al., 1999), la 

caractérisation des différences entre les génotypes (Collier et al., 1998), l’activité de l’IRES du VHC en fonction du 

type cellulaire (Lerat et al., 2000) et du cycle cellulaire (Honda et al., 2000), son interaction avec des cofacteurs 

protéiques tels que la protéines PTB (Tischendorf et al., 2004) et bien sûr permis l’étude d’inhibiteurs de type 

antisens (McCaffrey et al., 2003; Nulf et Corey, 2004b). Récemment, une étude qui montre que la protéine de 

capside du VHC est un inhibiteur de l’interférence ARN a utilisé pour l’évaluation de l’activité de l’enzyme DICER (voir 

p98) une construction bicistronique (Wang et al., 2006).  

C’est donc un outil particulièrement intéressant pour évaluer un nombre important de  molécules dirigées contre 

l’IRES en permettant une sélection rapide en vue de test en culture de cellules. C’est pour ces raisons que nous nous 

sommes orientés vers ce modèle pour nos études. 
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I I I  -  L E S  TRAITE ME N TS  AC TU E L S  E T F U TU RS  DU  VHC 

ien que l’expression clinique de l’infection par le VHC soit relativement peu symptomatique, l’impact de 

l’infection chronique sur la mortalité du patient est particulièrement important. Le traitement vise donc à la 

fois à prévenir l’installation ou faire régresser une fibrose/cirrhose et à prévenir la survenue d’un CHC. Cet 

objectif n’étant évaluable qu’à long terme (10 – 30 ans), sa mesure objective est difficile voire impossible en raison 

des nombreux facteurs associés au développement de la maladie.  

Aussi il est aujourd’hui admis que l’objectif des traitements anti-HCV est l’obtention d’une réponse virologique 

soutenue (RVS) définie par la négativation de l’ARN du VHC dans les 24 ou 48 semaines après la fin du traitement. 

Récemment ce critère a été affiné par la mesure d’une réponse virologique précoce (baisse de 2log à 3 mois de 

traitement). Cet objectif est mesurable et rationnel car il a été montré que l’arrêt global de l’infection s’accompagne  

toujours d’un arrêt de la progression vers la fibrose. 

 

Figure 38 : Étapes majeures de la recherche sur le VHC. (Manns, 2006)  

Comme introduit dans la partie précédente, le traitement de l’hépatite C a évolué avec les modèles d’étude 

disponibles (Figure 38). Dès 1986 les hépatites non A non B étaient traitées par l’interféron ; en 1998 ont été 

approuvées les combinaisons IFN + ribavirine et depuis 2001-2002 le traitement du VHC est une combinaison IFN 

pégylé (PEG-IFN) et ribavirine (RBV). Beaucoup de molécules sont en développement et plusieurs déjà en phases 

d’essais cliniques. 

L’objectif de cette partie est de présenter la bithérapie actuelle (interféron + ribavirine) et de développer les 

perspectives thérapeutiques en détaillant les améliorations de la bithérapie actuelle, les futurs inhibiteurs 

spécifiques du VHC et des possibilités de développement d’un vaccin. 

B 
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A -  I N TE RF E RO N  E T R IB AV IRIN E  

1 - LES  I N T ER F ER ON S  

’interféron (IFN) a été identifié comme un agent antiviral lors d’études réalisées sur l’interférence virale (Isaacs 

et Lindenmann, 1957; Nagano et Kojima, 1958). Ces auteurs ont rapporté en 1957 que des cellules de poulet 

infectées par le virus Influenza sécrétaient un facteur qui conférait un état de résistance à la fois vis à vis de 

virus homologues et hétérologues. Ces observations, complétées par des résultats similaires en 1958 ont été le point 

de départ des études qui ont conduit à la description détaillée du système IFN. Une protéine fonctionnelle 

responsable de cette inhibition du virus et produite par des lymphocytes activés a par la suite été décrite (Wheelock, 

1965). Considérée alors comme un antiviral assez mystérieux, elle a laissé sceptiques de nombreux scientifiques, 

finalement convaincus vingt ans plus tard par le clonage de l’ADNc et l’identification des gènes de l’IFN (Gray et 

Goeddel, 1982; Nagata et al., 1980; Taniguchi et al., 1979) 

Schématiquement (Figure 39), ce système inclut d’une part des cellules qui synthétisent de l’IFN en réponse à un 

stimulus extérieur comme une infection virale, et d’autre part des cellules qui répondent à l’IFN en établissant un 

état antiviral (Pestka et al., 1987; Samuel, 1991; Stark et al., 1998). Les virus animaux sont en général des inducteurs  

de l’IFN mais sont aussi sensibles à l’action antivirale des ceux-ci ; dans certains cas, ils peuvent coder des protéines 

capables de lutter contre les réponses antivirales de l’IFN. Les interférons représentent la réponse précoce de l’hôte 

qui a lieu avant toute réponse immunitaire spécifique. Ils affectent de nombreux processus incluant la régulation de 

la croissance cellulaire, la différenciation, l’apoptose et la modulation de la réponse immune (Samuel, 2001). 

 

Figure 39 : Résumé schématique du Système IFN. (Samuel, 2001)  

1.1 - L ES D I FFER ENT S IN T ER F ER ON S 

Les interférons sont une famille multigénique dans laquelle on distingue deux types d’interférons. Les IFN-, , ,  

et  font partie des interférons de type I. L’IFN- est le seul membre des interférons de type II. Une nouvelle famille 

d’IFN, regroupant trois IFN- a enfin été décrite récemment (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003) et n’est pas 

à ce jour classé dans un type particulier. En pratique, les IFN-,  et   sont les trois classes majeures.  

L’IFN- comprend près d’une vingtaine de sous-types dont les gènes présentent 95% d’homologie entre eux. Il est 

produit par les cellules hématopoïétiques. Les gènes codant pour l’IFN- peuvent être divisés en deux groupes. Un 

gène de réponse précoce immédiate (IFN-4) qui est induit rapidement et sans besoin de synthèse protéique 

supplémentaire, et différents autres gènes (IFN-2, IFN-5, IFN-6, IFN-8), qui sont induits de façon retardée 

L 
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(Marie et al., 1998). Au total, il existe 13 gènes codant pour l’IFN-. La raison pour laquelle il existe autant de gènes 

codant pour l’IFN- n’est cependant pas connue (Roberts et al., 1998). 

 L’IFN- est produit par les fibroblastes et les cellules épithéliales. Il n’y a qu’un gène codant pour l’IFN- qui 

présente 30% d’homologie avec la famille des gènes des IFN-. Les gènes des IFN- et le gène de l’IFN- n’ont pas 

d’introns et sont tous regroupés au niveau du bras court du chromosome 9 chez l’homme. Ils codent des 

polypeptides de 165 ou 166 acides aminés. Bien que certains interférons soient modifiés après traduction par N- et 

O-glycosylation, la plupart des IFN- ne sont pas glycosylés ; au contraire, l’IFN- est glycosylé. 

L’IFN- est synthétisé seulement par certaines cellules du système immunitaire : les cellules NK (natural killer) et les 

cellules Th1 CD4 et Th1 CD8 cytotoxiques. Le seul gène de l’IFN- possède trois introns. Il est situé sur le bras long du 

chromosome 12 chez l’homme. 

Récemment, une nouvelle famille de cytokines, les IFN- 1, 2, 3 (ou IL-29, IL-28A, et IL-28B respectivement) a été 

caractérisée. Ces cytokines ont une structure proche de celle des IFN de type I, mais l’organisation de leur séquence 

est proche de celle de la famille des protéines de l’IL-10. Comme les autres IFN, ces IFN- protègent les cellules des 

infections virales et induisent l’expression d’antigènes du CMH de classe I. Les gènes codant pour les trois membres 

de la famille des IFN- sont situés sur le chromosome 19 chez l’homme. Ces gènes contiennent des exons multiples, 

tandis que les IFN de type 1 sont codés par un seul exon. En outre, les IFN- représentent un lien intéressant au 

niveau de l’évolution entre IFN de type I et la famille de l’IL-10. En effet, les protéines IFN- ont une structure proche 

de celle des IFN de type I, mais leur structure génomique ressemble à celle de la famille de l’IL-10 (Kotenko et al., 

2003; Sheppard et al., 2003).  

1.2 - B I OSYN T H ESE D ES IFN  A U C OUR S D E L ’ I N FEC TI ON  VHC 

L’infection virale initie une série d’événements intracellulaires qui génèrent un état antiviral directement au sein des 

cellules infectées et indirectement dans les tissus à proximité. En réponse, les virus possèdent des stratégies pour 

échapper aux défenses de l’hôte. C’est ces deux aspects que nous allons analyser. 

1 .2.1  - REPONSE DE LA CELLU LE  HOTE A L ’ INFECTION PAR  LE VHC 

Le virus infectant est identifié par le profil moléculaire qui lui est associé (PAMP), reconnu par des récepteurs 

spécifiques présents sur les cellules de l’hôte. Dans le cas des virus à ARN comme le VHC, les protéines et les ARN 

simple ou double-brin sont reconnus majoritairement par des récepteurs de type TLR (Toll-like receptors). Dans les 

hépatocytes, les ARN double-brin induisent un signal de défense de l’hôte, via RIG-I (Retinoic-acid-Inducible Gene I) 

et TLR3 qui activent des facteurs de transcription cellulaires latents (Figure 40).  

R I G - 1  

C’est une ARN hélicase capable de lier l’ARN du VHC au niveau de sa région C-terminale et qui contient une région 

amino-terminale homologue au domaine CARD (caspase activation and recruitment domain), un domaine capable 

de recruter et d’activer une caspase (Figure 40a). Le domaine hélicase de RIG-I est capable d’interagir avec les ARN 

double-brin, tandis que le domaine CARD de RIG-I est responsable de l’activation du signal en aval, en se liant au 

domaine CARD de protéines ancrées dans la membrane mitochondriale. Ces protéines sont un relais du signal 

d’activation induit pas RIG-I vers les kinases qui permettront l’activation notamment d’IRF3 et NFB (Figure 40b). Ces 

protéines portent des noms différents car elles ont été nommées différemment après avoir été découvertes par 

différentes équipes de recherche : Cardif, MAVS (mitochondrial antiviral signaling protein), VISA (virus-induced 

signaling adaptor) ou IPS-1 (interferon promoter stimulator-1). Toutes possèdent un domaine CARD dans leur région 

N-terminale et sont ancrées dans la membrane mitochondriale par leur région hydrophobe C-terminale (Kawai et 

Akira, 2006; Li et al., 2005; Meylan et al., 2005).  
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T L R 3  

C’est un récepteur de l’ARN double-brin, qui est actif par l’intermédiaire de TRIF (Toll-interleukine-1 receptor-

domain-containing adaptor inducing IFN-) qui lui est associé et qui agit comme adaptateur liant TLR3 aux kinases 

responsables de l’activation d’IRF-3 et NFB par leur phosphorylation (Figure 40c) 

 

Figure 40 : Déclenchement de l'activation de IRF-3 par le VHC via RIG-1 ou TLR-3 et contôle du signal par NS3-4A. (Gale et 

Foy, 2005)  

La liaison d’ARN du VHC à RIG-I ou TLR3 aboutit dans les deux cas à la phosphorylation et à l’activation d’IRF-3 par 

les protéines kinases TBK1 et IKK-, ainsi qu’à la libération et à la translocation nucléaire de NF-B, par 

phosphorylation de son inhibiteur cytoplasmique IB. Les IRF constituent une famille de facteurs de transcription qui 

partagent un domaine d’homologie impliqué dans la liaison à l’ADN, et qui se fixent sur un motif ISRE (Interferon 

Sensitivity Responsive Element) qui correspond à une séquence consensus des IFN. Les dimères de IRF-3 

phosphorylés sont ensuite transloqués dans le noyau de la cellule et interagissent avec leurs partenaires de 

transcription, dont CBP/p300 et NF-B, et se lient au niveau des PRD (Positive Regulatory Domain) adéquats situés 

dans la région promotrice des gènes cibles de IRF-3, dont celui codant pour l’IFN- (Figure 40). 

Après liaison d’ARN double-brin, TLR3 peut également induire la phosphorylation d’IRF-7, qui est à la fois un facteur 

de transcription et un gène stimulé par l’IFN (ISG). Après phosphorylation, IRF-7 peut former des homodimères ou 

des hétérodimères avec IRF-3 phosphorylé, et se lie au niveau du VRE (Virus Responsive Element) lui correspondant 

dans la région promotrice des gènes de l’IFN-. Les IFN- et IFN- sécrétés agissent alors selon des processus 

autocrine et paracrine en se fixant sur les récepteurs des IFN-/, activent les voies Jak-STAT et augment finalement 

la transcription de nombreux gènes stimulés par les IFN (ISG) selon des processus que nous décrirons plus loin 

(Figure 41).  
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Figure 41 : Processus moléculaires signalant à l'hôte une infection du VHC. (Gale et Foy, 2005)  

Outre les acides nucléiques viraux, les protéines virales, en s’accumulant dans la cellule, peuvent aussi stimuler la 

réponse de l’hôte ou activer  des composants spécifiques de cette réponse. L’expression de NS5A induit un stress 

cellulaire et des voies de signalisation qui activent STAT3 (Gong et al., 2001). STAT3 dirige l’expression de gènes par 

des processus qui impliquent la voie Jak-STAT (Sarcar et al., 2004). Ceci aboutit à un profil d’expression de gènes qui 

incluent des ISG et des cytokines pro-inflammatoires pouvant influencer le niveau global de réplication du VHC (Zhu, 

2003). De plus, la protéine de capside semble activer la PKR (Delhem et al., 2001). La liaison des particules virales aux 

cellules peut enfin déclencher une signalisation qui conduit à l’induction d’IFN. Il a été montré que des pseudo-

particules du VHC fixées sur des cellules dendritiques conduit à l’activation des DC, source majeure de production 

d’IFN au cours de l’infection virale (Barth et al., 2005; Colonna et al., 2004) 

Enfin, bien qu’il y ait peu d’homologie de séquences entre les IFN-/ et IFN-, les IFN- ont des propriétés 

biologiques communes avec les IFN-/. L’expression d’IFN- est induite par les stimuli qui activent les récepteurs 

TLR, tels que le poly(I)-poly(C), ou les infections virales par exemple. Comme les IFN-/, les IFN- activent la 

synthèse d’ISGF3, induisent l’expression de gènes contenant des ISRE, et sont capables d’inhiber la réplication de 

virus (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003). 

1 .2.2  - CONTR OLE ET ECHAPPEM E NT A LA R EPONSE DE L ’HOTE  

L’échappement du VHC à la réponse de l’hôte est lié à sa capacité à contrôler l’expression ou la fonction de plusieurs 

gènes stimulés par l’IFN (ISG), comme montré dans le Tableau 2. 
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Stratégie Virale Mécanisme d’action Conséquences 

Induction d’IL-8  NS5A induit la production d’IL-8 à travers un 

mécanisme impliquant  l’activation des 

facteurs de transcription de NF-κB et d’AP-1. 

Diminue l’expression des ISG  

Induction de 

l’expression de  SOCS  

La protéine de capside du VHC induit 

l’expression de SOCS1 et SOCS3 

Bloque la voie de signalisation Jak-STAT via les 

récepteurs IFN-α/β. 

Inhibition de la PKR  Les protéines NS5A et E2 se lient à la PKR et 

inhibent son action catalytique. 

Perturbation de la signalisation et du contrôle de la 

traduction PKR dépendante.  

Régulation  d’IRF-1  NS5A bloque l’action d’IRF-1 induite par les 

ARNdb via l’inhibition de la signalisation PKR. 

Allège la suppression d’IRF-1  par la réplication du 

VHC. 

Échappement à la voie 

2',5' OAS/RNase L  

Séquence du génome du VHC Le VHC de génotype 1 présente moins de sites de 

reconnaissance par la RNase L ce qui lui permet 

d’être protégé d’une dégradation nucléolytique. 

Abolissement de la 

fonction de STAT1. 

Protéines du VHC Les protéines du VHC induisent l’expression de 

PP2A et une hypo-méthylation de STAT1 pour 

atténuer l’expression des ISG.  

Suppression de 

l’expression  d’ISG56  

Protéines non-structurales du VHC In vitro: NS3/4A et les protéines non-structurales 

perturbent la signalisation au promoteur ISG56. 

Élimine le blocage par ISG56 de la traduction 

virale. 

Régulation de la 

signalisation via RIG-I  

Blocage de la signalisation via la protéase 

NS3/4A. 

La blocage de la signalisation via RIG-1  freine une 

boucle d’amplification qui conduirait à 

l’augmentation de l’expression des ISG. 

Régulation de la 

signalisation via TLR3  

Clivage de TRIF par la protéase NS3/4A. Perturbation de la boucle d’amplification de l’IFN 

par la voie TLR3. 

Tableau 2 : Régulation des ISG par le VHC. (Gale and Foy, 2005)  

E X E M P L E  D E  N S 3 - 4 A  

La protéase NS3-4A agit grâce à son action protéolytique en bloquant en amont les signaux de reconnaissance de 

l’infection virale, empêchant ainsi la phosphorylation de IRF-3 et bloquant la mise en place des voies de signalisation 

vers la synthèse d’IFN- et - (Figure 40). Ces observations suggèrent que la protéase NS3 clive les sites actifs des 

médiateurs de l’action de l’IFN à différents niveaux et que les traitements combinant IFN- et un inhibiteur de la 

sérine protéase pourraient avoir une action synergique significative. 

P E R M I S S I V I T E  A  L ’ I N F E C T I O N  

Dans le cas des cellules permissives à la réplication du VHC, la présence ou l’absence des différentes voies de 

défense induisant la synthèse d’IFN a un rôle majeur. Les cellules Huh-7 par exemple n’expriment pas TLR3 et ne 

répondent à l’administration de poly iC, ce qui peut expliquer leur permissivité à la réplication du VHC (Li et al., 

2005). Les cellules Huh-7.5, obtenues après clairance de l’ARN du VHC par traitement par IFN-, sont hautement 

permissives à la réplication de l’ARN du VHC car il s’agit d’une sous-population de cellules Huh-7 déficientes pour 

l’expression de RIG-I (Sumpter et al., 2005b). 
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1.3 - REC EP T EU R S , S I GN A U X D E T RA N SD U C T I ON 

1 .3.1  - RECEPTEU R S DES IFN 

Les interférons exercent leur action par l’intermédiaire de récepteurs présents à la surface cellulaire qui sont 

spécifiques à chaque espèce. Les produits des gènes de l’IFN- se fixent à leur récepteur sous forme de monomères, 

tandis que les IFN- et IFN- se fixent sous forme d’homodimères (Figure 42). 

Les IFN-,  et  semblent avoir un récepteur commun qui est composé de deux sous-unités, IFNAR-1 et IFNAR-2. 

Les gènes codant pour ces sous-unités sont situés sur le chromosome 21 chez l’homme. Il n’existe qu’une seule 

forme d’IFNAR-I, tandis que différents clivages du transcrit du gène IFNAR-2 produisent des formes longues, courtes 

ou solubles de cette sous-unité. 

L’IFN- se lie à un récepteur distinct de celui utilisé par les IFN- et . Le récepteur de l’IFN- est composé de deux 

sous-unités IFNGR1 et 2. Le gène codant pour la sous-unité IFNGR-1 est situé sur le chromosome 6, et celui codant 

pour la sous-unité IFNGR-2 sur le chromosome 21 chez l’homme. 

La fixation de l’interféron sur son récepteur conduit à l’hétérodimérisation des sous-unités présentes à la surface des 

cellules : les sous-unités IFNAR-1 et -2 interagissent alors avec les IFN- et  et les sous-unités IFNGR-1 et -2 avec 

l’IFN-. 

Les IFN- se lient à un récepteur hétérodimérique, dans lequel une des sous-unités est un nouveau membre de la 

famille des récepteurs de cytokines de classe II (IFN-R1 ou IL-28Ra), et l’autre sous-unité est identique à la seconde 

chaîne du récepteur de l’IL-10 (IL-10R). 

 

Figure 42 : Récepteurs et signaux de transduction des IFN -α/β,γ et λ. (Vilcek, 2003)  

1 .3.2  - JAKS ,  STATS ,  IRFS  ET GENES INDU ITS  P AR  LES  IFN 

La fixation des IFN à leurs récepteurs rapproche les domaines intracellulaires de ces récepteurs, ce qui induit 

l’activation de voies de signalisation impliquant la voie des protéines Jak-STAT et permet l’activation 

transcriptionnelle de l’expression de différents gènes cellulaires de réponse aux interférons. Les protéines de la 

famille STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) sont des facteurs de transcription cytoplasmiques 
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latents qui sont phosphorylés au niveau de résidus tyrosine par les enzymes tyrosine kinase de la famille Jak (Janus 

Activated Kinase). La famille des protéines STAT comprend sept membres et la famille des protéines Jak en contient 

quatre. Les descriptions suivantes sont illustrées par la Figure 42. 

I F N - /  

La liaison de l’IFN- ou de l’IFN- à leur récepteur induit la phosphorylation des kinases Jak-1 et Tyk-2 ce qui conduit 

ensuite à la phosphorylation et à la dimérisation des protéines STAT-1 et STAT-2 puis à leur translocation en 

association avec IRF-9 (p48) dans le noyau. Le complexe formé par ces trois protéines constitue l’ISGF-3 (IFN 

Stimulated Gene Factor 3) et active la transcription des gènes comprenant une séquence de réponse à l’IFN (ISRE). 

I F N -   

Les kinases Jak-1 et Jak-2 sont activées par l’IFN- ce qui conduit à la phosphorylation et à l’homodimérisation de la 

protéine STAT-1 puis à sa translocation dans le noyau. Le dimère de STAT-1 ou GAF (gamma activation factor) active 

la transcription de gènes inductibles par l’IFN- et comprenant une séquence de réponse à l’IFN- (GAS). 

I F N -  

Concernant les IFN-, les Jak kinases associées à leur récepteur n’ont pas été identifiées, mais Jak1 et Tyk 2 sont des 

candidates probables. On sait que l’activation de l’IFN-R conduit à l’activation à la fois de STAT1 et STAT2 et permet 

la formation d’ISGF3 ainsi que de GAF. Les signaux induits par l’IFN- sont donc identiques à ceux induits par les IFN 

de type I. Mais l’IFN- permet aussi l’activation de STAT3 et STAT5, ce qui est plus proche des signaux induits par l’IL-

10 (Kotenko et al., 2003). 

D’autres voies de signalisation sont également activées par le récepteur aux IFN de type I. La voie de la PI3K 

(Phosphatidyl Inositol 3 Kinase), impliquée en amont de multiples cascades de signalisation, est une des voies les 

mieux documentées. L’activation des récepteurs aux IFN est un phénomène transitoire, la voie Jak/STAT étant 

régulée négativement par différents mécanismes.  

1 .3.3  - ACTIVITE ANTIVIR ALE D ES INTER FER ONS  

La réplication d’un grand nombre de virus à ADN et à ARN est inhibée par les interférons, à la fois in vitro en culture 

cellulaire et in vivo. Pour la plupart des virus sensibles à l’activité antivirale des interférons en culture cellulaire, c’est 

typiquement la première étape de synthèse des polypeptides viraux qui est inhibée (Biron et Sen, 2001; Samuel, 

1991) bien que des exceptions existent pour certains virus ou l’IFN agit  au niveau des étapes de multiplications ou 

avant la première traduction (Samuel, 2001). Parmi les protéines induites par l’IFN et impliquées dans  l’action  

antivirales des cellules infectées par des virus, on trouve principalement la PKR  (protéine kinase dépendant des ARN 

double-brin), la 2’,5’-oligoadénylate synthétase (2’,5’-OAS), la Rnase L, l’ADAR (adénosine deaminase spécifique des 

ARN) et les protéines GTPases Mx.  

Les ARN double-brin jouent un rôle central dans la modulation de la phosphorylation des protéines, la dégradation 

des ARN et l’ARN editing (Jacobs et Langland, 1996; Samuel, 1998) ; de manière intéressante, ils servent également 

de matrice pour l’extinction de gènes (Bass, 2000).  

L’IFN induit également une forme d’oxyde nitrique synthétase (iNOS2), ainsi que la synthèse des molécules du CMH 

de classe I et II, qui jouent toutes un rôle important dans la réponse immune vis à vis des infections. La description 

détaillée des protéines induites par les IFN est schématisée dans la Figure 43. 
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Figure 43 : Action antivirale de l'IFN. (Samuel, 2001) 

L A  P R O T E I N E  K I N A S E  D E P E N D A N T E  D E S  A R N  D O U B L E - B R I N  ( P K R )  

La PKR est une protéine kinase induite par l’IFN qui est essentiellement présente dans le cytoplasme et associée aux 

ribosomes après traitement par l’interféron (Pestka et al., 1987; Samuel, 1993; Thomis et Samuel, 1992). Elle a aussi 

été retrouvée en faible quantité dans le noyau par immunofluorescence (Jimenez-Garcia, 1993; Thomis et Samuel, 

1992). 

La fixation de séquences d’ARN double-brin au niveau d’un motif répété situé dans la région N-terminale de PKR 

induit la dimérisation de la protéine. La PKR est alors activée par auto-phosphorylation. Cette auto-phosphorylation 

se fait de façon intramoléculaire ou intermoléculaire. Les sites d’auto-phosphorylation sont essentiellement des 

résidus sérine, mais elle peut aussi se faire au niveau de résidus thréonine. PKR subit ensuite un changement 

conformationnel qui la dissocie de l’ARN double-brin initial. La PKR catalyse la phosphorylation intermoléculaire de 

plusieurs substrats protéiques dont la sous-unité  du facteur 2 d’initiation de la synthèse protéique (eIF2) et le 

facteur inhibiteur de la transcription IB  

Le facteur eIF2 est le substrat de PKR le mieux caractérisé aussi bien au niveau structural que fonctionnel. La 

phosphorylation de eIF2 catalysée par la PKR conduit à l’inhibition de la traduction cellulaire et virale. 

Concernant le VHC, les données obtenues sur les réplicons sont controversées. La surexpression de la protéine E3L, 

qui séquestre les ARN double-brin et empêche l’activation de PKR et de la voie 2’,5’-oligoadénylate synthétase et 

RnaseL, n’empêche pas l’inhibition de la réplication du VHC par l’IFN-. De plus, l’inhibition de PKR par la 2-

aminopurine (2-AP) et l’ARN-VA (ARN viral-associé) d’adénovirus ne bloquent pas la réponse de l’IFN- contre le 

VHC. Deux petits ARN-VA d’adénovirus sont transcrits en fin du cycle de multiplication des adénovirus, leurs produits 

de transcription, protégeant les cellules infectées de la lyse par l’interféron. Ces résultats suggèrent que les voies 

antivirales dépendantes des ARN double-brin comme la PKR et la Rnase L, ne seraient pas impliquées dans 

l’inhibition de la réplication du VHC induite par l’IFN- dans les cellules Huh-7 (Guo et al., 2003b). Dans une autre 

étude, le taux de réplication du réplicon VHC est augmentée par l’ARN-VA d’adénovirus, que les cellules Huh-7 soient 

traitées ou non par l’IFN-. Par conséquent, ceci suggère que PKR, lorsqu’elle n’est pas inhibée, serait bien impliquée 

dans l’inhibition de la réplication de l’ARN du VHC (Taylor et al., 2004). 

L A  2 ’ , 5 ’ - O L I G O A D E N Y L A T E  S Y N T H E T A S E  E T  L A  R N A S E  L  

La 2’,5’-oligoadénylate synthétase (2’,5’-OAS) catalyse la synthèse d’oligoadénylates dont la structure générale est 

de la forme ppp(A2’p)nA, couramment abrégés 2’-5’A, qui possèdent un pont phosphodiester 2’,5’. La Rnase L est 

une endoribonucléase latente, capable de digérer de manière aléatoire les ARN simple-brin, et activée par la liaison 

des oligonucléotides 2’-5’A. Les ponts phosphodiester 2’,5’ peuvent être hydrolysés par une phosphodiestérase, ce 

qui atténue l’action de la 2’,5’-OAS  
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L ’ A D E N O S I N E  D E S A M I N A S E  S P E C I F I Q U E  D E  L ’ A R N  ( A D A R 1 )  

Les modifications post-traductionnelles de l’ARN comme la désamination d’adénosine pour produire de l’inosine est 

un mécanisme important par lequel l’activité fonctionnelle des ARN viraux et cellulaires peut être altéré. L’ADAR1 

est une adénosine désaminase spécifique de l’ARN induite par l’IFN. L’ADAR1 induit des transitions d’adénosine en 

inosine qui déstabilisent l’hélice d’ARN double-brin, les paires AU stables étant changées en paires IU beaucoup 

moins stables (SAMUEL, 2001). 

L’ARN-VA d’adénovirus, capable d’inhiber la PKR et ADAR1 est capable de stimuler la traduction dans des cellules 

contenant des réplicons du VHC, conférant ainsi une résistance à l’effet inhibiteur induit par l’IFN-. En outre, 

l’addition de siRNA spécifique de ADAR1 augmente le taux de réplicon de 40 fois, indiquant que ADAR1 a bien un 

rôle dans la limitation de la réplication de l’ARN du VHC dans le système des réplicons (Taylor et al., 2004). 

L A  P R O T E I N E  G T P A S E  M X  

Les protéines Mx sont probablement les produits de gènes inductibles par l’IFN ayant une activité antivirale, les 

mieux caractérisés. Les protéines Mx sont des GTPases qui appartiennent à la superfamille des GTPases ressemblant 

à la dynamine. Le motif de liaison au GTP très conservé se situe au sein de la région N-terminale. Les protéines Mx 

s’associent entre elles et de façon importante avec les complexes de protéines virales. Les régions centrale et C-

terminale des Mx jouent des rôles importants dans ces interactions protéines-protéines. Les protéines Mx sont 

inductibles par les IFN- et , mais pas par l’IFN-. Certaines protéines Mx, notamment la protéine MxA, possèdent 

une activité antivirale intrinsèque. Le spectre d’activité antivirale intrinsèque des protéines Mx et le mécanisme 

moléculaire permettant d’inhiber la réplication virale dépendent spécifiquement de la protéine Mx, de sa 

localisation sub-cellulaire et du virus examiné. 

Le génome humain code pour les protéines MxA et MxB, qui sont induites par les IFN- et . La protéine MxA 

possède une activité antivirale mais pas MxB. L’activité antivirale de MxA nécessite une oligomérisation qui dépend 

de la liaison de GTP et de son hydrolyse. Les cellules exprimant MxA de façon constitutive présentent une activité 

antivirale vis à vis d’Orthomyxoviridae (virus influenza A et C), de Bunyaviridae (virus LaCrosse, Hantavirus), 

Paramyxoviridae (virus de la rougeole, virus parainfluenza), Rhabdoviridae (VSV), Togaviridae (virus de la forêt de 

Semliki). Par contre MxA n’inhibe pas la multiplication de certains Picornaviridae (virus de l’encéphalomyocardite, 

virus Mengo). 

L’expression de mutants dominants négatifs pour MxA en présence d’IFN- n’a aucun effet sur la réplication, 

suggérant que cet effecteur n’est pas impliqué dans l’action anti-VHC de cette cytokine (Frese et al., 2001) 

1 .3.4  - REGU LATION DE LA R EPO NSE DE L ’HOTE PAR  LE VIRU S  

Les sites clés de la réponse de l’hôte pour contrôler le VHC se situent au niveau des voies de reconnaissance du 

signal viral (voir p. 63), au niveau des voies de signalisation via les récepteurs de l’IFN-/ qui aboutissent à 

l’expression des ISG et au niveau des protéines effectrices issues des ISG (Figure 44).  
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Figure 44 : Le VHC atténue les signalisations via l'IFN via de multiples mécanismes. (Gale et Foy, 2005)  

R E G U L A T I O N  D U  S I G N A L  I N D U I T  P A R  L E S  I F N -  E T    

Les taux élevés de protéine phosphatase A2 au sein du tissu hépatique, induiraient une hypométhylation et une 

inactivation de STAT1.  

La protéine de capside a été associée à des taux élevés d’expression du suppresseur de signal de cytokine-3 (SOCS, 

suppressor of cytokine signalling) en culture cellulaire. Les protéines SOCS sont des régulateurs négatifs et des 

inhibiteurs de la voie Jak-STAT. 

R E G U L A T I O N  D E  L ’ E X P R E S S I O N  O U  D E  L A  F O N C T I O N  D E S  I S G S  

L’expression de NS5A confère une atténuation générale de l’expression des ISGs. NS5A peut induire l’expression et la 

sécrétion d’IL-8, chimiokine proinflammatoire dont les actions interfèrent avec celles de l’IFN.  

Comme détaillé précédemment, NS5A et E2 sont des inhibiteurs de PKR. Cette inhibition permettrait au VHC 

d’échapper en partie aux actions suppressives de la traduction. Cependant, cette inhibition n’est pas universelle et 

varie en fonction de variations génétiques virales. 

Enfin, la RNase L a des sites préférentiels de clivage précis sur l’ARN du VHC, ces sites étant moins nombreux sur les 

séquences d’ARN de VHC de génotype 1 par rapport au génotype 2 ou 3. Ceci permettrait d’expliquer en partie la 

plus grande résistance du génotype 1 à l’action de l’IFN. 

V A R I A T I O N  G E N E T I Q U E  V I R A L E  E T  R E P O N S E  D E  L ’ H O T E  A  L ’ I N F E C T I O N  

La résolution d’une infection aiguë par le VHC est associée à une réduction globale de la complexité des quasi-

espèces virales au sein des régions codant pour E1 et E2, tandis que la progression vers la chronicité et la résistance 

au traitement par IFN est associée à une augmentation de la complexité génétique virale. La pression immunitaire de 

l’hôte conduit à l’émergence ou à la sélection de variants d’échappement viral capables de persister et de résister à 

l’action de l’IFN (Farci et Purcell, 2000; Farci et al., 2002; Pawlotsky, 1999). 

L’analyse des séquences codant pour NS5A a permis d’identifier des domaines spécifiques dont les séquences 

varient en association avec l’issue du traitement par IFN. Parmi ces domaines, l’ISDR (interferon sensitivity 
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determining region), région de 40 acides aminés qui fait partie du domaine de liaison à la PKR de NS5A, a été très 

étudiée. Dans l’étude japonaise initiale, tous les génotypes 1b présentant au moins 4 mutations au sein de l’ISDR par 

rapport à la séquence de la souche HCV-J prototype étaient associés à une réponse prolongée au traitement 

(Enomoto et al., 1995; Enomoto et al., 1996) . Cette association a cependant été controversée, notamment en raison 

de sa variabilité selon les populations de patients étudiées. Aucune séquence NS5A ne paraît intrinsèquement 

sensible ou résistante à l’IFN-, cependant la quasiespèce HCV-J est significativement plus fréquente dans les 

quasiespèces des patients non répondeurs par rapport aux patients répondeurs (Pawlotsky et al., 1998). Des méta-

analyses récentes après un long suivi ont permis de conclure que les variations de séquence de NS5A, au sein de la 

région ISDR de 40 résidus, sont associées à l’issue du traitement par IFN. Cette région de NS5A englobe un domaine 

génétiquement flexible, site clé d’adaptations qui influencent la réplication de l’ARN (Appel et al., 2004; Schinkel et 

al., 2004). 

La région V3 située à l’extrêmité carboxy-terminale de NS5A paraît également associée à des différences dans la 

réponse à l’IFN-, la sélection de souches ayant une meilleure adaptation paraissant jouer un rôle dans l’acquisition 

de virus résistant chez certains patients (Vuillermoz et al., 2004). 

1.4 - IMMU N OMOD U LA TI ON  

En plus de son action antivirale directe, l’IFN a des interactions importantes avec les réponses immunitaires 

adaptatives et innées. Les IFN de type 1 favorisent la prolifération des lymphocytes T mémoire, empêchent 

l’apoptose des lymphocytes T et stimulent l’activation des cellules NK et la maturation des cellules dendritiques. 

L’IFN augmente aussi la production des peptides du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I et II, et 

favorise le développement de lymphocytes Th1 par rapport aux lymphocytes Th2 (Feld et Hoofnagle, 2005). 

Les études des cinétiques virales au cours des traitements antiviraux, basées sur des mesures fréquentes de la 

charge virale et des modèles mathématiques, ont permis d’élaborer des hypothèses sur le mécanisme d’action des 

drogues antivirales dans l’hépatite C chronique. Au cours du traitement par l’IFN- standard, les taux d’ARN du VHC 

diminuent selon une courbe biphasique (Figure 45) 

La première phase se caractérise par une phase rapide de suppression virale liée à l’inhibition de la réplication virale 

par l’action antivirale non spécifique directe de l’IFN-. L’inhibition directe de la réplication du VHC a été confirmée 

dans le modèle des réplicons du VHC et en culture primaire d’hépatocytes humains normaux. Les mécanismes 

moléculaires exacts impliqués dans cette inhibition font toujours l’objet d’études, détaillées précédemment. 

La deuxième phase de suppression virale est plus lente et correspond à la clairance progressive des hépatocytes 

infectés, grâce au système immunitaire du patient, tandis que la réplication du VHC est inhibée par l’IFN-  

(Neumann, 1998; Pawlotsky, 2003). 

 

Figure 45 : Modèle de diminution des niveaux d'ARN VHC au cours de la thérapie de l' hépatite C chronique. (Feld et 

Hoofnagle, 2005).  
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2 - LA R I BAVIR I N E 

2.1 - GEN ERA LI T ES 

La ribavirine (1-β-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide), un analogue de la guanosine (Figure 46)  a été 

découverte en 1972 par ICN Pharmaceuticals (Sidwell et al., 1972). La ribavirine exerce une activité antivirale à large 

spectre contre des virus à ADN et à ARN (Fernandez-Larsson et Patterson, 1990). Chez l’homme, outre son utilisation 

combinée à l’IFN-α pour le traitement de l’hépatite C, la ribavirine est utilisée en monothérapie dans les infections 

par le virus de la fièvre de Lassa (McCormick et al., 1986) et dans les infections sévères à virus respiratoire syncitial 

(Hall et al., 1983).  

 

Figure 46 : Structures chimiques de la ribavirine et de la guanosine  

2.2 - AC T I ON S D E LA R I BA VI R IN E  

L’action antivirale de la ribavirine est complexe et demeure controversée. A ce jour, quatre mécanismes principaux 

d’action ont été proposés et sont résumés dans la Figure 47. 

 

Figure 47 : Mécanismes d'action proposés de la ribavirine dans l' infection VHC. (Feld et  Hoofnagle, 2005)  

2.2.1 - UN E A C TI ON  I MMU N OMOD U LAT R IC E   

L’équilibre entre les réponses CD4+ Th1 et Th2 est important pour l’évolution de l’infection VHC. Plusieurs études 

suggèrent qu’une réponse immune primaire Th1 permet une élimination virale alors qu’une réponse Th2 favorise 

une évolution chronique (Rehermann et Nascimbeni, 2005). Il a été montré que la ribavirine modifie l’équilibre 

Th1/Th2 en faveur de Th1, ce qui pourrait potentiellement améliorer le traitement contre le VHC. In vitro et dans des 

concentrations cliniquement cohérentes, la ribavirine augmente la production de cytokines Th1 produites par les 

lymphocytes T stimulés et inhibe celle de Th2 (Tam et al., 1999). Enfin, les patients traités avec la combinaison IFN-α 
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et ribavirine présentent des réponses T spécifiques au VHC plus fortes que ceux traités par l’IFN-α seul, résultats en 

accord avec le taux de RVS (Cramp et al., 2000).  

La ribavirine aurait donc la capacité de moduler le système immunitaire mais son mode d’action précis reste à 

éclaircir. Ce qui est certain c’est que ce mode ne permet pas d’expliquer l’activité antivirale fondamentale de la 

ribavirine qui présente une activité puissante contre de nombreux virus à ARN en culture cellulaire, modèles où 

l’immunomodulation est impossible. 

2.2.2 - AC T I ON D E LA R I BA V I RI N E SUR L ’ IMPDH. 

La ribavirine sous forme monophosphate est un inhibiteur compétitif de l’IMPDH (Inosine Monophosphate 

Déshydrogénase), créant alors au niveau intracellulaire une déplétion en GTP, nécessaire à la synthèse de l’ARN viral. 

Dans le système réplicon, la ribavirine et d’autres inhibiteurs de l’IMPDH (acide mycophénolique et VX-497) inhibent 

en partie la réplication. L’addition d’un excès de guanosine abolit l’activité de l’acide mycophénolique et de VX-497 

mais n’inverse que partiellement l’action de la ribavirine (Lau et al., 2002). Ces résultats sont en accord avec les 

effets minimaux de la ribavirine administrée en monothérapie sur les niveaux sériques en ARN du VHC et indique 

que l’inhibition de l’IMPDH et la déplétion en GTP pourrait contribuer à l’effet de la ribavirine mais ne serait pas son 

déterminant principal. 

2.2.3 - L A R I BA V IR I N E ,  I N H I BIT EU R D I R ECT  D E LA R EP LI C AT I ON D U VHC. 

En tant qu’analogue de la guanosine, la ribavirine est phosphorylée dans la cellule pour former le ribavirine 

monophosphate (RMP), diphosphate (RDP) et triphosphate (RTP). L’incorporation de RTP par la polymérase pourrait 

entrainer une terminaison de chaine précoce et une inhibition de la réplication. En effet, il a été montré que la RTP 

était un inhibiteur faible de plusieurs polymérases virales, notamment celle du virus de la diarrhée bovine, un virus 

proche du VHC (Lau et al., 2002). En utilisant un test de l’ARN polymérase ARN dépendante du VHC, il a été montré 

que la RTP était incorporée dans les chaines d’ARN viral naissantes en regard d’une cytosine ou d’une uridine, 

bloquant ainsi significativement l’élongation de l’ARN (Maag et al., 2001). Cet effet inhibiteur est présent pour les 

polymérases issues des six génotypes mais nécessite des concentrations assez élevées (50-150µM), ce qui est 

beaucoup plus que les concentrations utilisées en clinique (10µM). 

Même si la ribavirine peut avoir un effet sur la réplication de l’ARN du VHC, il semble que cela ne soit pas non plus la 

mode d’action majeur de l’inhibition observée contre l’hépatite C. 

2.2.4 - L A R I BA V IR I N E ,  A GEN T MU TA GEN E D E L ’ARN . 

Un modèle a été établi dans lequel la ribavirine agirait comme un mutagène viral, causant une fréquence plus 

importante de mutations et poussant le virus au-delà du seuil «d’erreur catastrophe », en relation avec les données 

obtenues sur le poliovirus (Crotty et al., 2001; Crotty et al., 2000). Plusieurs données in vitro et in vivo confirment ce 

modèle qui expliquerait l’effet de la ribavirine contre le VHC. Dans le système réplicon, bien que la ribavirine ait peu 

d’effet sur les niveaux de réplication du VHC, elle réduit de manière significative l’efficacité des nouvelles 

générations lors de la transfection de nouvelles cellules (Lanford et al., 2003; Zhou et al., 2003), un reflet indirect de 

la réduction de la qualité (à opposer à la quantité) de virus. Ces observations ont été confirmées dans un système de 

réplicon complet (Contreras et al., 2002) et dans le modèle réplicon (Escuret et al., 2002) avec une fréquence de 

mutation importante dans NS5A et dans le modèle du GB Virus-B (Lanford et al., 2001). Cependant, chez l’homme, 

dans le cas de patients recevant une monothérapie à la ribavirine, les études ont montré peu (Young et al., 2003) ou 

pas d’augmentation du nombre de mutations dans l’ARN du VHC circulant (Dixit et al., 2004; Pawlotsky et al., 2004).  

Il reste pourtant envisageable que ces études ne soient pas optimales pour identifier l’augmentation des mutations. 

Des études de cinétique virale comparant l’IFN-α seul avec sa combinaison avec la ribavirine confirment cette 
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hypothèse. Il semblerait que la ribavirine n’agisse pas sur la première phase de diminution mais sur la deuxième 

phase (voir Figure 45) par augmentation des mutations du VHC. Au final, il en résulterait une diminution du taux 

d’hépatocytes infectés de manière productive, i.e. par un virus capable de se répliquer (Dixit et al., 2004; Layden-

Almer et al., 2003). 

Cette dernière hypothèse est la plus intéressante pour expliquer les effets de la ribavirine dans la thérapie contre le 

virus de l’hépatite C. En diminuant la dynamique réplicative et en resserrant la diversité génétique du VHC, la 

ribavirine réduirait la capacité du virus à échapper à la pression immunitaire et antivirale, augmentant ainsi 

l’efficacité de l’IFN. 

3 - D ON N EES CLI N I QU E D E L A BI T H ER API E 

 

Figure 48 : Évolution du taux de réponse virologique soutenue (RVS) avec les traitements contre l’hépatite C. (Smith, 2006).  

Comme illustré dans la Figure 48, on observe depuis plusieurs années une évolution régulière du taux de réponse 

virologique soutenue (RVS) au traitement. La combinaison PEG-IFN et ribavirine a permis d’obtenir aujourd’hui entre 

50 et 55% de RVS. Ce chiffre masque en réalité de grandes variations entre les génotypes puisque dans le cas de 

patients infectés par un génotype 2 ou 3, on observe 80% de RVS mais seulement 50% de RVS  pour les patients 

infectés par le génotype 1, génotype responsable de 70% des infections en Amérique du Nord et en Europe 

(Zeuzem, 2004). Le génotype 4, retrouvé principalement au Moyen Orient semble présenter les mêmes profils de 

réponse que le génotype 1 avec un taux de RVS de l’ordre de 40% (Koshy et al., 2002). De nouvelles approches sont 

donc nécessaires pour améliorer les taux de réponse. 
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B -  P E RS P E C TIV E S  TH E RAP E U TIQ U E S  

ongtemps freinées par l’absence de modèles, les recherches sur le VHC ont connu ces dernières années des 

avancées significatives. La mise au point du système réplicon a permis le développement d’inhibiteurs variés 

notamment contre les enzymes virales (Bartenschlager, 2002). Le système des pseudo-particules à permis de 

réaliser des avancées importantes vers la mise au point d’un vaccin et la compréhension de l’entrée du virus. 

Gageons que l’apparition du système de réplication complet du VHC permettra de mieux connaitre le virus et de 

conforter certaines perspectives thérapeutiques. 

En plus de l’amélioration de la bithérapie actuelle et des études sur l’immunomodulation, plusieurs nouvelles cibles 

peuvent être dorénavant raisonnablement envisagées et sont résumées dans la Figure 49. 

 

Figure 49 : Cibles envisageables dans le développement d'antiviraux. (Tan et al. , 2002) 

Dans le détail, plusieurs étapes dans le cycle du VHC pourraient être la cible d’antiviraux: la fixation (inhibiteurs des 

récepteurs); l’endocytose ; la fusion du virion à la membrane; la décapsidation; la traduction (inhibiteurs de l’IRES, 

oligomères antisens, ribozymes, siRNA); l’assemblage du complexe de réplication (inhibiteurs de protéases NS2-NS3 

ou NS3-4A); la réplication de l’ARN (inhibiteurs de de la polymérase NS5B et de l’hélicase NS3); l’assemblage du 

virion et le bourgeonnement du RE (inhibiteurs de p7); le transport vésiculaire et la maturation de la glycoprotéine; 

la fusion des vésicules et le relargage du virion. Le développement d’un vaccin thérapeutique est également 

sérieusement envisagé. 

Ne pouvant être exhaustif, j’ai choisi de me focaliser sur les travaux les plus avancés en clinique en détaillant les 

améliorations de la bithérapie actuelle en approfondissant en particulier les études sur les interférons (dans 

lesquels s’inscrit notre étude 1), en présentant les approches dirigées contre les enzymes virales et en donnant 

quelques informations dans la perspective vaccinale. Dans la partie suivante, je traiterai des autres approches, dont 

l’approche antisens, utilisée dans nos études 2 &3. 

 

 

L 
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1 - AM EL I OR AT I ON D E L A BI T H ER API E ACTU ELL E  

La bithérapie actuelle n’est pas satisfaisante, à la fois si l’on considère les taux de réponse (RVS) mais également  en 

tenant compte des effets secondaires des molécules utilisées. L’apparition des interférons pégylés, i.e. permettant 

d’augmenter la demi-vie de la molécule, a permis d’améliorer les taux de RVS mais pas de diminuer les effets 

secondaires liés au traitement. La ribavirine est également à l’origine d’effets secondaires importants, ce qui au final, 

conduit à l’arrêt du traitement dans un nombre non négligeable de cas. Des améliorations de la bithérapie sont donc 

nécessaires. 

1.1 - NOU V EA U X INT ER FER ON S  

Une première possibilité est d’essayer d’améliorer les interférons. Trois directions principales ont été explorées dans 

ce sens : le travail sur un interféron consensus (Alfacon-1 ou CIFN), un interféron albumine (IFN-alb) et des études 

basées sur des recombinaisons dans les gènes codant l’interféron (Maxygen – Roche). L’objectif de toutes les 

recherches est de trouver un dérivé qui permette une diminution des doses d’interféron administrées au 

patient sans impact sur l’efficacité du traitement, l’interféron ayant de nombreux effets indésirables (un syndrome 

pseudo-grippal accompagné d’une dépression essentiellement) et étant responsable de la majorité des arrêts du 

traitement.  

L ’ I N T E R F E R O N  A L F A C O N - 1  O U  I N F E R G E N ™   

C’est un interféron consensus de 13 gènes codant des interférons alpha sauvages (≈ 88% identiques aux interférons 

alpha 2a/2b) et qui présente une augmentation in vitro de l’activité antivirale. Au niveau clinique, il permet 

d’améliorer le taux de RVS global (57%) contre seulement 40% pour l’IFN alpha 2b seul (Sjogren et al., 2005). Il est 

mieux toléré et présente un profil d’immunogénicité acceptable. D’autres données montrent qu’en combinaison 

avec la ribavirine, il permet d’atteindre un taux de non répondeurs de 22% chez des patients infectés par un VHC de 

type 1 mais il n’a pas d’effet sur la prise du traitement (Cornberg et al., 2006). Déjà autorisé aux USA depuis 2002 et 

préconisé pour les patients difficiles à traiter, il n’est plus autorisé en Europe depuis mai 2006 à la demande du 

laboratoire pour des raisons commerciales. 

 

L ’ I N T E R F E R O N  A L B U M I N E  O U  A L B U F E R O N ™  

C’est un interféron albumine qui combine les propriétés thérapeutiques de l’interféron couplé à la longue demi-vie 

de l’albumine dans le sérum (Figure 50). Les études cliniques de phase 1 et 2 ont montré que ce dérivé induisait des 

effets biologiques similaires aux interférons recombinants disponibles pour le traitement. Il active les mêmes 31 

gènes comparé à l’interféron alpha et ce d’une manière dose dépendante, induisant les mêmes cascades 

d’expression de gènes (Balan, 2003 ; Moore et Balan, 2005 ). La molécule est par contre mieux tolérée par les 

patients et persiste dans le sang plus longtemps que les interférons alpha et apha-pégylés (Bain et al., 2006). Une 

étude clinique de phase 3 va être lancée avant très prochainement en vue de la commercialisation de la molécule en 

collaboration avec Novartis (HGS, 2006).  

 
Figure 50 : L ’albuféron est un polypeptide unique qui combine l’ albumine et l’interféron. HGS (Human Genome Science) & 

Novartis.  
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N O U V E A U X  I N T E R F E R O N S  P A R  «  B R A S S A G E  D ’ A D N  »   

Une dernière approche prometteuse, développée par Maxygen / Roche, dite « d’évolution dirigée » ou « culture 

moléculaire » des gènes d’interférons permet d’augmenter par permutations la diversité naturelle (Harayama, 1998; 

Patten et al., 1997). Cette méthode permet de faire évoluer rapidement les gènes d’opérons ou de virus entiers pour 

l’acquisition d’une propriété recherchée par des cycles de générations aléatoires puis de sélections résumés dans la 

Figure 51. Elle a par exemple été utilisée pour générer de nouveaux rétrovirus aux tropismes altérés (Pekrun et al., 

2002) mais aussi pour générer de nouvelles cytokines. La génération aléatoire d’une famille de plus de 20 gènes 

codant l’interféron alpha a été utilisée pour générer des variants aux activités antivirales et antiprolifératives 

augmentées en cellules de souris (Chang et al., 1999). Dans cette étude il a de plus été montré que les interférons 

générés à partir de gènes humains étaient également réactifs en cellules murines, ce qui est tout a fait inhabituel, les 

interférons étant dépendant de l’espèce. Cela a été confirmé par l’analyse des mutants où sont retrouvés des sites 

identifies par mutagénèse dirigés et qui permettent cette réactivité croisée (Weber et al., 1987). 

 

 

Figure 51 : Stratégie d'évolution dirigée de nouveaux gènes d'interféron alpha de Maxygen. (Katze et al. , 2002)  

A la suite de ces observations, cette approche a été appliquée au développement d’interférons à visée 

thérapeutique, en particulier contre le VHC. Les premiers résultats ont été présentés très récemment au congrès de 

l’EASL (Brideau-Andersen et al., 2006). Deux variants particulièrement intéressants, B9X14 et B9X25, ont été obtenus 

après plusieurs sélections basées sur leurs activités antivirales et sur leur potentiel d’induction d’une réponse Th1. Ils 

ont 85 à 89% d’homologie avec l’IFN-α sauvage. Ils ont une affinité 90 à 100 fois meilleure pour le récepteur des IFN 

de type I. Au niveau de l’activité antivirale, elle est au moins 10 fois supérieure à celle obtenue avec l’IFN Alfacon-1 

décrit plus haut et 25 fois supérieure à l’IFN alpha-2b et ces améliorations très significatives ont été observées dans 3 

lignées cellulaires différentes. Par rapport à l’induction des Th1, elle est 6 à 8 fois meilleure que celle obtenue avec 

l’IFN Alfacon-1 et 20 fois meilleure comparée à l’IFN-α 2a. 
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En résumé, cette nouvelle approche à permis in vitro de mettre au point une molécule capable de cibler les deux 

phases clefs de la dynamique virale, la phase précoce avec une meilleure inhibition de la réplication virale et la 

phase tardive avec une meilleure induction de la réponse immunitaire capable de tuer les cellules infectées. 

L’utilisation de la variabilité naturelle des IFN semble donc promise à un avenir comme j’essayerai de le montrer 

avec l’étude 1 que nous avons conduit. En quelques mots, nous avons essayé (en collaboration avec GenOdyssée) 

d’identifier dans les variants naturels des IFN-α possédant un potentiel anti-HCV accru (voir p. 115 

1.2 - D ER I V ES D E LA R I BA V IR I N E 

Une piste pour améliorer le traitement actuel consiste à améliorer la ribavirine. En effet, si la ribavirine est une 

molécule très intéressante de part son action sur des virus à ADN ou ARN tels que le VIH, le VHC ou le SRAS, son 

utilisation clinique n’est pas aisée. Un facteur qui limite son application potentielle est l’anémie hémolytique qu’elle 

entraine lorsque qu’elle est utilisée à hautes doses. Dans le cas du VHC, il y a une accumulation de la forme 

triphosphorylée (RTP) dans les globules rouges, à l’origine d’une réduction ou d’un arrêt de la thérapie. Il est donc 

apparu très vite nécessaire d’améliorer la distribution de la molécule vers le foie et de réduire la capture des dérivés 

de la ribavirine par les globules rouges, ce qui permettrait une amélioration de l’index de sélectivité.  

Plusieurs composés ont été explorés dont la viramidine (Taribavirin™) (3-carboxamidine ribavirine), une molécule 

qui présente les mêmes activités antivirales et immunomodulatrices que la ribavirine (Barnard, 2002) et qui a été 

identifiée comme une pro-drogue aux propriétés pharmaco cinétiques très différentes (Lin et al., 2006a). 

 

Figure 52 : Autoradiographies de rats après traitement avec de la ribavirine ou de la viramidine marquée au C arbone 14. 

(Wu et al. , 2003)  

La Figure 52 présente les résultats d’une autoradiographie de rats traités par la ribavirine ou la viramidine. L’analyse 

montre que la viramidine est distribuée de manière préférentielle dans le foie comparé à la ribavirine et que le foie 

serait le lieu préférentiel de la pro-drogue  (Wu et al., 2003). D’autres études ont montré que chez le singe, trois fois 

plus de viramidine était retrouvé dans le foie comparé à la ribavirine alors qu’il y avait deux fois moins de viramidine 

dans les globules rouges (Lin et al., 2003). Il semblerait que du fait de la similarité strcuturale de la viramidine avec 

l’adénosine, ce soit une adénosine déaminase (ADA) qui catalyse la conversion de la viramidine en ribavirine (Figure 

53). 

 

Figure 53 : Désamination de la viramidine en ribavirine par l'ADA. (Wu et al. , 2003)  
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A ce jour, les dernières données cliniques indiquent que les bénéfices de la viramidine comparé à la ribavirine en 

termes d’efficacité et de sécurité sont vérifiés ce qui permet de penser que des doses plus importantes pourront 

être administrées aux patients (Craxi, 2006). 

Les résultats de la phase 3 de l’essai clinique de combinaison de l’IFN alpha 2b et viramidine présentés au 41ème 

congrès de l’EASL sont cependant un peu décevants. Si effectivement les données concernant l’anémie sont bonnes 

(5% des patients vs 24%), les taux de RVS à 24 semaines (génotype 2 et 3) ou à 48 semaines (génotypes 1, 4, 5et 6) 

ne sont pas satisfaisants : 52% de RVS pour la ribavirine vs 38% pour la viramidine. Il semble cependant que cela soit 

lié à un problème de dosage. En rapportant la dose de viramidine reçue au poids du patient, on observe que lorsque 

la quantité de viramidine reçue est supérieure à 23 mg/kg, les résultats sont meilleurs comparé à la ribavirine 

(Benhamou et al., 2006). Ces résultats ayant été confirmés depuis par  Valeant Pharmaceuticals, une nouvelle étude 

clinique (phase 2b) vient d’être lancée en tenant compte de ces observations qui ne remettent pas en cause pour 

l’instant le développement de la molécule et son intérêt pour les malades (Valeant-Pharmaceuticals, 2006). 

2 - I N H I BI T EUR S S PECIF I QU ES  D U VHC  ( H OR S APPR OCH E AN TI S E NS ) 

2.1 - IN H I BI T EUR S D E L ’EN TR EE ET  LA MOR P H OG EN ESE  

Actuellement, la plupart des molécules en développement sont des antiviraux dirigés contre les enzymes virales. On 

peut cependant raisonnablement penser qu’une stratégie antivirale basée uniquement sur l’utilisation de telles 

molécules rencontrera des problèmes causés par l’émergence de mutants échappatoires largement décrits pour le 

VIH  (Condra et al., 2002) et le VHB (Zoulim 2006). Dans cette optique, l’entrée du virus et sa morphogénèse peut 

représenter une cible intéressante et encore inexploitée. Des inhibiteurs de morphogénèse ont été récemment 

identifiés et étudiés dans différents systèmes. Certains d’entre eux sont en cours d’évaluation en essais cliniques. Les 

molécules inhibitrices sont des immunosucres qui ont une action sur les α-glucosidases, empêchant alors une 

glycosylation correcte des protéines d’enveloppes.  

Pour une revue exhaustive sur le sujet, je vous recommande la lecture d’un article de synthèse par Cynthia Chapel et 

David Durantel du laboratoire : (Chapel et al., 2006b). 

 

Figure 54 : Mécanismes d'action de différents immunosucres dans le modèle du BVDV. (Chapel et al., 2006b)  
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Dans le modèle du virus de la diarrhée bovine (BVDV), il a pu être montré que deux immunosucres avaient une 

action sur le VHC, par inhibition des α-glucosidases, induisant des mauvais repliements et appariements des 

complexes glycoprotéiques. Au final ces molécules entrainent une baisse de l’infectiosité et du nombre de particules 

relâchées. Ces résultats ont été confirmés dans le modèle des pseudo particules virales du VHC et pourraient 

constituer une nouvelle approche antivirale (Chapel et al., 2006a). Une utilisation contre d’autres virus utilisant des 

protéines fortement glycosylées serait également envisageable (fièvres Ébola, lassa, influenza A H5H1). 

2.2 - IN H I BI T EUR  D E LA PR OT EA SE NS3-4A 

Les inhibiteurs de la protéase NS3 sont actuellement les plus développés et les plus avancés cliniquement. Les 

principales molécules sont présentées ci-dessous. 

B I L N  2 0 6 1 ( B O E H R I N G E R )  

La première anti-protéase à avoir présenté des résultats intéressants était le BILN 2061 (Lamarre, 2003). Elle a 

permis d’obtenir une diminution de la charge virale de 2 log après 2 jours de traitement chez des patients porteurs 

d’un génotype 1 (Hinrichsen et al., 2004). Son efficacité est cependant plus variable chez des patients de génotypes 2 

ou 3, ce qui peut s’expliquer par une affinité moindre aux polymérases de ces génotypes, probablement le « prix » à 

payer pour la haute efficacité observée dans les génotypes 1 (Reiser et al., 2005). Son exploitation a été cependant 

interrompue du fait d’une toxicité cardiaque observée chez des singes rhésus. Boehringer Ingelheim poursuit l’étude 

du composé et des différentes possibilités de développement. 

 

V X - 9 5 0  ( V E R T E X )  

Le VX-950 a permis dans une étude de phase II, chez 14 patients à la dose de 750mg 3x/jour une diminution de 4 log 

de la charge virale. 12 patients ont atteint des niveaux indétectables d’ARN du VHC après 28 jours de traitement au 

VX-950, PEG-IFN et ribavirine ; la tolérance semblait bonne (Perni et al., 2003). Une étude de phase II est en cours. 

Des études avec le système réplicon indiquent que ce composé à une excellente activité in vitro et que son action est 

synergique avec celle de l’IFN-α (Lin et al., 2006b). A la différence du BILN-2061 (un inhibiteur non covalent), le VX-

950 est un inhibiteur covalent et réversible de la protéase NS3-4A qui présente des mécanismes d’association et de 

dissociation lents, ce qui lui confère une cinétique d’inhibition différente avec une demie longue (58min) lorsqu’il est 

complexé (Perni et al., 2006).  

La Figure 55 présente la structure chimique des deux inhibiteurs et leurs sites de fixation sur une structure 

tridimensionnelle de la protéase NS3 (en vert) complexée avec le domaine central de NS4A (en rouge). 

 

Figure 55 : Structures des inhibiteurs BILN 2061 et VX-950 de la serine protéase NS3 (en vert) comple xée avec le domaine 

central de NS4A (en rouge). (De Francesco et Migliaccio, 2005)  

S C H - 5 0 3 0 3 4  ( S C H E R I N G - P L O U G H )  

Le  développement du SCH-503034 a été mené dans un objectif différent, se focalisant sur le traitement des non 

répondeurs. Dans une étude de phase II, le SCH-503034 a permis, sans problème de tolérance, une réduction de la 

charge virale de près de 2 log après 14 jours de traitement à la dose de 400mg 3x/jour (Zeuzem et al., 2005b). Cette 
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même molécule a été également testée dans une étude de phase 1b en association au PegIFN-2b et a permis une 

réduction de près de 3log de la charge virale après 14 jours de traitement. Une étude clinque de phase II est en cours 

(Lin et al., 2004b; Malcolm et al., 2006). 

 

Figure 56 : Deux vues en trois dimensions du complexe protéase NS 3 - SCH503034 (Malcolm et al. , 2006) 

D’autres molécules sont en cours de développement comme l’ITNM-191  ou le GS-9132/ACH-806 qui seront les 

prochaines molécules à entrer en phase clinique. 

2.3 - IN H I BI T EUR  D E L ’H ELI CA SE/NTPA SE NS3 

Bien que la plupart des recherches soient focalisées sur les enzymes réplicatives du virus, l’hélicase NS3 peut 

représenter une cible d’agents thérapeutiques. Elle appartient à la super famille des hélicases de type II qui 

fonctionnent avec deux domaines et se lient perpendiculairement à la cible en entrant en contact avec peu de 

résidus et de manière aspécifique. Au départ, en l’absence d’ATP, une fissure sépare les deux domaines. La liaison 

avec l’ATP a lieu par reconnaissance des phosphates avec des motifs connus (GSGKT et DECH). La fermeture de la 

fissure permet alors la translocation et l’hydrolyse de l’ATP entraine la séparation des 2 domaines et le déroulement 

de l’ARN (Figure 57).  

 

Figure 57 : Mécanisme schématique de l'hélicase. (Kim, 1998)  

Il y a aujourd’hui peu d’inhibiteurs de l’hélicase. On peut distinguer les inhibiteurs qui entrent en compétition avec la 

liaison à l’ARN, ceux qui empêchent la liaison de l’ATP et enfin deux qui inhibent l’activité NTPase (Borowski et al., 

2002a; Borowski et al., 2002b). ViroPharma a breveté deux séries de composés  qui ont des activités de l’ordre du 

micro-molaire. Vertex Pharmaceuticals a identifié d’autres molécules mais avec des activités plus faibles. 

2.4 - IN H I BI T EUR S D E P OLYME R A SE NS5B 

La majorité des antiviraux approuvés aujourd’hui inhibent les polymérases virales (De Clercq, 2001b). Ce n’est donc 

pas étonnant que la plupart des entreprises pharmaceutiques soient focalisées sur la mise au point d’inhibiteurs de 

la polymérase NS5B.  
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Les inhibiteurs existants peuvent être classés en trois catégories en fonction de leurs structures et de leurs 

mécanismes d’action : 

 Les analogues de nucléosides qui doivent être phosphorylés puis incorporés par la polymérase dans les 

chaines naissantes entrainant une terminaison précoce de l’élongation. Ils sont utilisés en clinique contre le 

VIH, le VHB et les virus de l’herpès. 

 Les inhibiteurs non analogues de nucléosides regroupent des composés de structures variées. En général 

ces molécules se fixent sur l’enzyme en dehors de son site actif. Une molécule a été caractérisée contre le 

VIH. Elle se fixe sur un site qui n’existe qu’une fois la polymérase liée à son ligand, rendant la transcriptase 

reverse inapte à fonctionner. 

 Les pyrophosphates « mimiques », dérivés di-céto-acides et des acides carboxyliques dihydropyrimidine, 

sont des agents supposés interagir directement avec le site de liaison des pyrophosphates dans les 

polymérases virales. 

  

Plusieurs molécules sont  en essais cliniques, à des stades d’avancement variables. Les principales molécules sont 

présentées ci-dessous.  

A N A L O G U E S  D E  N U C L E O S I D E S  

La Valopicitabine™ (NM-238 -Idenix/Novartis) est en cours d’évaluation dans une étude de phase IIb chez 190 

patients infectés par un VHC de génotype 1 et non répondeurs à un premier traitement par PegIFN et ribavirine. Les 

résultats intermédiaires à 3 mois montrent que 71% de patients présentent une baisse de 2 log de la charge virale 

pour une prise de 400mg à 800mg par jour pendant 7 jours puis du PegIFN-2a à la dose de 180µg par semaine 

(O’Brien et al., 2005). Ces résultats sont très encourageants dans l’objectif de traiter des patients pour lesquels les 

thérapies ont échouées même si des effets secondaires gastro-intestinaux ont conduit à diminuer les doses (San 

Francisco et al., 2006). Une étude de phase III devrait être lancée une fois étudiées les intéractions éventuelles avec 

la ribavirine dans l’objectif de réaliser des combinaisons avec le PEG-IFN et la ribavirine (Smith, 2006). 

 

D’autres analogues de nucléosides sont en développement. On peut citer la molécule de Roche, le R1626.  Les 

résultats intérimaires de la phase clinique I indiquent que la molécule est efficace et bien tolérée (Faq et Zone, 

2006). Des essais de combinaisons de phase II avec le PEG-IFN et la ribavirine sont prévus. Merk a également 

présenté des résultats de 2’C methyl nucléosides analogues chez le chimpanzé ou une baisse supérieure à 4log à été 

observée (Ludmerer et al., 2004). 

 

I N H I B I T E U R S  N O N  N U C L E O S I D I Q U E S  

Parmi les inhibiteurs non nucléosidiques (NNI), trois classes de composés sont en évaluation clinique. Les trois 

grandes classes sont les dérivés des benzimidazoles, les benzothiadiazines et les thiophènes. Pour une revue 

complète sur les structures chimiques des composés, voir cette revue : (De Francesco et al., 2003). Peu de données 

sont pour l’instant disponibles concernant ces composés. 

Les premières molécules à entrer en essais cliniques sont les molécules de Japan Tobacco, JTK-003 et JTK-109, 

dérivés de benzimidazoles. JTK-003 est en essai de phase II. Il est probable que ces composés agissent de manière 

allostérique en bloquant l’activité d’élongation de la polymérase, en empêchant la formation d’un complexe 

polymérase correct (LaPlante et al., 2004; Tomei et al., 2003). 

La détermination récente de la structure de la polymérase complexée (Di Marco et al., 2005) montre que ces NNI se 

fixent sur la surface du domaine « pouce » dans une cavité normalement occupée par un des « doigts » de la 

polymérase (Figure 58 – NNI site A). 
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Figure 58 : Modélisation de NS5B avec les sites de fixation des inhibiteurs non nucléosidiques (NNI) les plus connus. (De 

Francesco et Migliaccio, 2005)  

D’autres composés de ViroPharma/Wyeth (HCV-796) sont en cours d’essais cliniques après avoir été identifiés dans 

le système réplicon ; Rigel a également développé un composé, le R803. Son développement a été arrêté par 

manque d’efficacité du composé. 

 

Beaucoup d’autres molécules  de type NNI ont une action inhibitrice en culture cellulaires et vont entrer en essais 

cliniques prochainement (Beaulieu et Tsantrizos, 2004). Les dérivés de thiophènes ont bien été étudiés (Chan et al., 

2004) et se fixent sur un site différent du site de fixation des dérivés de benzimidazole (Figure 58 – NNI site B). La 

dernière classe d’inhibiteurs non nucléosidiques, les dérivés de benzothiadiazines, agissent d’une manière 

différente des deux autres classes (Tomei et al., 2004) et sur des résidus non conservés entre les génotypes, ce qui 

pourrait avoir un impact sur leur développement clinique (Carroll et Olsen, 2004). Il faut cependant savoir que dans 

le cas du VIH, les NNI identifiés sont très actifs, très spécifiques mais provoquent trop rapidement l’émergence de 

mutants résistants (De Clercq  et al., 2005). 

 

L E S  P Y R O P H O S P H A T E S  M I M I Q U E S  

Cette dernière classe d’inhibiteurs de la polymérase NS5B du VHC ne fonctionne pas par compétition avec la matrice 

ARN ou les nucléotides. La liaison d’acides di-cétos se fait via les cations bivalents tels que le magnésium. Une 

hypothèse serait alors d’expliquer leur action via les ions métaux du site catalytique de l’enzyme comme montré 

avec des analogues de pyrophosphates tels que Foscarnet et l’acide phosphonoacétique (Sundquist et Oberg, 1979), 

ions bien visibles sur la Figure 59 représentant la polymérase NS5B. 

 

Figure 59 : La polymérase NS5 B (De Francesco et al. , 2003).  

Même si le potentiel thérapeutique de ces molécules reste à démontrer pour le VHC, des molécules similaires sont 

déjà bien connues (De Clercq, 2001a) et possèdent une action contre le VIH et le virus influenza en culture cellulaire 

et dans des modèles animaux (Hazuda et al., 2000; Tomassini et al., 1994). 
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L E S  A N A L O G U E S  D E  C Y C L O S P O R I N E  A  :  U N  E F F E T  I N D I R E C T  S U R  N S 5 B  

Des études récentes ont montré que la cyclosporine A, un immunomodulateur utilisé pour éviter les rejets de greffe, 

pouvait avoir une action contre le VHC. Elle interagit sur la cyclophiline B, une protéine cytoplasmique impliqué dans 

les voies d’activation et qui se fixe sur NS5B, augmentant alors la liaison à l’ARN et donc la traduction (Figure 60A). Si 

de la cyclosporine A est ajoutée, elle interagit avec la Cyclophiline B bloquant ainsi son interaction avec NS5B. La 

réplication est alors plus faible (Figure 60B). 

 
Figure 60 : La cyclophiline B, un régulateur fonctionnel de NS5B. (Rice et You, 2005)  

Des dérivés de la cyclosporine A (Cys A) ont été crées et testés contre le VHC. Le composé Debio-025 se lie 3,5 fois 

mieux à la cyclophiline que la Cys A et permet de prévenir in vitro le développement de résistances à un inhibiteur de 

protéase (Paeshuyse et al., 2006). 

2.5 - L E PR OBLEME D E C ES A PP R OC H ES  :  L’A P PAR I T I ON D E R ESI ST A N C ES . 

Le problème majeur des approches basées sur des antiviraux ciblant les protéines virales est la sélection de mutants 

résistants. Cela a bien été décrit dans le cas des antiviraux ciblant le VIH-1 (Condra et al., 2002) ou le virus de 

l’hépatite B (Brunelle et al., 2005).  Dans le cas du VHC, cela risque d’être un réel problème du fait de la variabilité 

naturelle très importante du virus (Smith et al., 1995) et une approche par combinaison de molécules sera 

probablement obligatoire (Fried et al., 2002). A ce jour plusieurs mutations spécifiques à un antiviral ont été 

identifiées. Les deux principaux inhibiteurs de protéase, VX-950 et BILN 2061, ont comme mutation principale in 

vitro respectivement Asp 158 et Ala 156 (Lin et al., 2004a). Les études sur le SCH-503034 ont montré l’apparition 

d’une mutation A156T qui se traduit par une augmentation de la résistance  supérieure à 100 fois. Les réplicons qui 

contiennent cette mutation ont cependant un niveau de réplication faible ce qui pourrait suggérer que le 

développement de haut niveaux de résistances en clinique soit lent (Tong et al., 2006; Yi et al., 2006). 

Sans minimiser l’impact que vont avoir ces nouvelles molécules sur le traitement du VHC, comme cela a été le cas 

avec le VIH-1 et les trithérapies ou pour le VHB, il est important d’anticiper l’apparition de résistances. L’étude de 

nouvelles approches dont la perspective vaccinale accompagnée d’un renforcement des réponses innées et à long 

terme des approches de type antisens  reste une priorité. 

3 - APPR OCH ES I M MU N OL OG I QU ES  

3.1 - P ER SP ECT I V E V A CC I NA LE  

Il y a une décennie, la mise au point d’un vaccin contre le virus de l’hépatite C était considérée comme une 

possibilité éloignée. Trois principaux facteurs en étaient responsables : la forte propension du VHC à donner des 

infections chroniques persistantes (Alter et Seeff, 2000) ; plusieurs cas humains ou de chimpanzés convalescents et 

néanmoins réinfectés (Lai et al., 1994) et la considérable hétérogénéité génétique du virus (Simmonds, 2004a). 

Aujourd’hui la situation est plus positive pour plusieurs raisons. Tout d’abord, il apparait que plus de 50% des 

infections aiguës éliminent spontanément le virus (Seeff, 2002) et que cette clairance virale est associée à une 
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réponse immune spécifique au virus. La reproduction de telles réponses par la vaccination serait donc une option 

réaliste. Il apparait ensuite de plus en plus évident qu’une immunité naturelle est en train d’émerger à la fois chez 

les humains (Mehta et al., 2002) et les chimpanzés (Bassett, 2001; Lanford et al., 2004; Weiner, 2001). Cette 

protection préviendrait l’évolution vers la chronicité et l’installation d’une infection persistante suite à une 

réinfection. Enfin la mise au point très récente des systèmes permettant de cultiver le VHC en cultures cellulaires va 

permettre le développement de vaccins à base de virus inactivés. A ce jour en effet les différentes approches ont 

consisté à déclencher la production d’anticorps neutralisants les protéines d’enveloppe E1 et E2 à l’aide de 

polypeptides recombinants avec des adjuvants ou de déclencher une réponse T CD4+ ou CD8+, ce qui n’est pas aisé 

avec des polypeptides (Pearse et Drane, 2005; Polakos et al., 2001).  

Des éléments de réponse ont déjà été apportés avec le système des pseudo-particules (décrit page 57). Dans ce 

modèle, il a été montré que les patients ont non seulement des anticorps qui peuvent neutraliser les pseudo 

particules virales et que ces anticorps peuvent neutraliser de façon croisée des particules issues de différents 

génotypes du VHC (Bartosch et al., 2003a; Logvinoff et al., 2004; Meunier et al., 2005). Il semblerait enfin que 

lorsque ces anticorps neutralisants sont présents, il y a une corrélation nette entre leur production et la clairance du 

VHC après une infection aiguë (Lavillette et al., 2005) illustré par la Figure 61. Sur ce graphique, on voit nettement 

l’association entre la charge virale en ARN circulant (en bleu) et les anticorps qui neutralisent l’infectiosité des 

pseudo-particules (en violet ; expriment un pourcentage de neutralisation). Ces résultats ont été obtenus sur une 

cohorte de 17 patients suivis après une infection nosocomiale au VHC et encore non traités. 

 

Figure 61 : Contrôle putatif de la virémie VHC aiguë par des anticorps neutralisants. (Houghton et Abrignani, 2005) adapté 

de (Lavillette  et al., 2005).  

Une publication récente a permis de réaliser la preuve de concept d’une telle perspective (Folgori et al., 2006). Pour 

la première fois il a été montré qu’un vaccin contre le VHC était capable d’induire une réponse T protégeant le 

chimpanzé d’une hépatite aiguë induite par un virus hétérologue. Dans cette étude, la suppression de la virémie 

aiguë chez des chimpanzés vaccinés est le résultat du développement massif de lymphocytes T CD8+ aux niveaux 

périphériques et intra-hépatiques qui réagissent de façon croisée avec le vaccin et les épitopes du virus (Figure 62). 

Un suivi de 18 mois à été réalisé chez des chimpanzés vaccinés ou contrôles ; un segment d’ADN codant les régions 

non-structurales (de NS3 à NS5B) d’un génotype 1b a été utilisé comme vaccin génétique en utilisant une vecteur 

adénoviral défectif pour la réplication. Les auteurs précisent que les régions ciblées sont conservées à 98% dans les 

génotypes 1 (80% des infections au niveau mondial) ce qui présage d’un potentiel important pour cette stratégie. 
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Figure 62 : Cinétiques d’ARN du VHC (rouge), des ALAT et GGT (en bleu et vert ) et de la réponse anticorps VHC spécifique 

chez des chimpanzés vaccinés ou non. (Folgori et al. , 2006)  

Deux perspectives de vaccins sont alors envisageables dans un délai raisonnable  (<5 années): 

 un vaccin préventif capable de maximiser les réponses cellulaires et humorales en cherchant une protection 

par des anticorps neutralisants cross réactifs par un cocktail d’immunogènes dérivés des différentes souches 

du VHC 

 un vaccin thérapeutique qui permettrait de stimuler les réponses immunitaires des patients déjà infectés, 

s’ajoutant aux traitements actuels et futurs qui jamais ne seront pas optimaux du fait de l’émergence de 

mutants résistants. 

Dans les deux cas, beaucoup d’essais sont en cours. Le problème aujourd’hui est en fait de trouver des populations à 

risque pour le VHC pour montrer l’efficacité de ces vaccins. Avec l’élimination probable des hépatites C post 

transfusionnelles, seuls subsistent des patients non compliants (utilisateurs de drogue i.v.) ou présentant une faible 

incidence d’infection (travailleurs dans la santé) ou encore tous les pays en voie de développement ou les 

infrastructures sont inexistantes (Houghton et Abrignani, 2005). Gageons quand même que vu l’importance de la 

mise au point d’un tel vaccin pour contrôler l’infection du VHC, ces obstacles ne seront pas insurmontables. 

3.2 - REN FOR C EMEN T D ES R EP O N SES I N N EES  

Dans l’optique de la mise au point d’un vaccin, les agents stimulateurs de l’immunité (adjuvants) sont des 

composants centraux en augmentant à la fois la magnitude et la durée de la réponse immunitaire. La nature des 

adjuvants peut déterminer un type particulier de réponse immunitaire (cytotoxique par les LT, anticorps, réponse via 

T helper). Le choix entre ces différentes réponses est  important car selon les pathogènes, la protection requise est 

différente (Pulendran, 2004; Rappuoli, 2004). Les adjuvants les plus répandus, alum et à base d’huile - MF59 -, 

permettent d’augmenter les réponses de type anticorps mais n’ont pas d’effet sur les réponses immunes de type 

cellulaires. Les avancées récentes des recherches en immunologie commencent à mettre en évidence les 

mécanismes qui déclenchent l’immunité innée ou acquise, informations essentielles pour la mise au point de vaccins 

contre le VIH, le Dengue, la malaria ou le VHC qui posent problème depuis des années. 

Un concept émergent dans l’immunité innée suggère que les cellules dendritiques (DC) jouent un rôle critique 

comme senseur des pathogènes ou des vaccins, directement ou indirectement, et intègrent cette information pour 

réguler la quantité, la qualité et la longévité de la réponse immunitaire (Janeway Jr et Medzhitov, 2002). Des 

avancées significatives ont été réalisées dans les dernières années par la caractérisation des différents voies 

moléculaires associées aux récepteurs de reconnaissances des pathogènes (PAMP), notamment les TLR (Toll Like 
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Receptors) (Beutler, 2004; Germain, 2004; Janeway Jr et Medzhitov, 2002; Takeda et al., 2003). Ces TLR, exprimés 

sur et dans les cellules du système immunitaire inné incluant les DC, les macrophages, les mastocytes, les 

neutrophiles, les cellules endothéliales et les fibroblastes, sont exprimés par des sous-populations de DC et dans des 

compartiments cellulaires distincts. TLR9 est par exemple exprimé dans les endosomes des DC plasmacytoides et 

dans les LB (Figure 63) et joue un rôle dans la reconnaissance des virus (Akira et al., 2006). 

 

Figure 63 : La st imulation de TLR distincts sur des cellules dendritiques déclenche différents profils de cytokines et 

différentes réponses immunitaires. (Pulendran et Ahmed, 2006)  

La mise au point d’un vaccin contre le VHC que nous avons décrit auparavant ne se fera pas de manière isolée de la 

recherche sur les TLR et de l’induction de la réponse innée. Des vaccins à ADN accompagné de motifs CpG 

(deoxycytosine- deoxyguanosine) ont été explorés et permettrait la stimulation des réponses innées et humorales 

spécifiques au VHC (Encke et al., 2003; Jiao et al., 2004; Qiao, 2003). 
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IV -  L’AP P RO C H E  AN TIS E N S  

A  -  GE N E RAL ITE S  

a stratégie antisens vise à moduler sélectivement l’expression des gènes, cellulaires ou viraux, par action 

directe sur les acides nucléiques. Elle repose sur l’utilisation de courts oligodésoxynucléotides synthétiques 

(ODN), capables de s’hybrider spécifiquement à une séquence nucléotidique. Entendu au sens large, elle 

englobe l’interférence ARN, les ribozymes et les aptamères, c'est-à-dire toutes les approches qui se basent sur la 

reconnaissance d’une séquence nucléotidique pour fonder leur action. 

Les objectifs de cette dernière partie de rappels bibliographiques sont de présenter les différentes approches et 

leurs applications, mettre en évidence les résultats obtenus contre le VHC et de développer un antisens particulier, 

le Peptide Nucleic Acid (PNA) utilisé dans mon travail.  

1 - PRI N CI PE 

Schématiquement, les ODN ont une action sur les ARNm, par fixation d’une séquence antisens, comme illustré par la 

Figure 64.  

 

Figure 64 : Schéma de l'action d'un antisens  

L’objectif est donc d’empêcher qu’un ARN, viral ou cellulaire, soit traduit en protéines responsables de la maladie.  A 

la différence d’un « médicament classique » qui essaye de corriger une protéine défectueuse ou indésirable, l’idée 

fondatrice d’une stratégie antisens est de faire en sorte que cette protéine n’existe plus. 

2 - MECAN I S M ES D ’ACT I ON  

La figure précédente est en faite très schématique. Dans la réalité, les ODN agissent à plusieurs niveaux via plusieurs 

mécanismes. Potentiellement, ces molécules peuvent moduler le transfert d’information du gène à la protéine à 

toutes les étapes, comme illustré par la Figure 65 ci-après.  

L 
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Figure 65 : Du gène à la protéine, cibles des ODN. (Crooke, 1999)  

En pratique, l’action des ODN va se faire par coupure de l’ARN par la RNase-H dans la plupart des cas. De nombreux 

autres mécanismes de blocage ont été décrits et peuvent être regroupés en deux catégories : action des ODN 

seulement par occupation du transcrit et action par occupation entrainant la déstabilisation du transcrit (Crooke, 

1999). 

2.1 - AC T I VA T I ON D E LA  RNA SE-H 

La ribonucléase H (RNase-H) est présente dans toutes les cellules de mammifères. Elle régule naturellement les 

niveaux de 85 à 95 % des ARN dans les cellules. Elle reconnait également les hybrides ADN/ARN et hydrolyse 

spécifiquement les liaisons phosphodiesters de la partie ARN (Figure 66). Cette activité enzymatique est présente 

principalement dans le noyau puisqu’elle est nécessaire à l’élimination des amorces ARN utilisées lors de la 

réplication de l’ADN. 

 

Figure 66 : Schéma de fonctionnement de la RNase H.  (Crooke, 2004)  
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Son activité est très sensible à la nature chimique des modifications que comportent les ODN. Seuls les 

désoxyribonucléotides naturels et leurs analogues comportant des phosphorothioates (voir page 91) sont capables 

d’induire une coupure de l’ARN cible. Les ODN de première génération sont donc basés sur cette propriété de la 

RNase-H. 

Malgré les avantages de cette enzyme, il existe de nombreuses autres possibilités d’actions antisens indépendante 

de la RNase-H. 

2.2 - AC T I ON P AR OC C U PA T I ON D U  TR A N SCR IT   

Les compétiteurs antagonistes classiques altèrent les activités biologiques en se liant aux récepteurs, empêchant 

alors la liaison des agonistes naturels et l’induction des processus biologiques. Les ODN peuvent fonctionner de la 

sorte et se lient à des séquences spécifiques. Ils inhibent alors l’interaction de l’ARN ou de l’ADN avec les protéines, 

d’autres acides nucléiques ou des facteurs nécessaires aux étapes essentielles du métabolisme intermédiaire des 

ARN (Figure 65) ou leur utilisation par la cellule. 

Certains ODN peuvent ainsi empêcher l’épissage, modifier la structure de l’ARN en se fixant dans des régions 

structurées ou bloquer physiquement la traduction. 

B L O C A G E  D E  L A  T R A D U C T I O N  

La fixation d’un ODN entre la coiffe (Cap) en 5’ et le codon d’initiation AUG ou dans la région à proximité du codon 

d’initiation empêche l’assemblage correct de la machinerie de traduction. C’est sur cette approche que sont basées 

nos études 2 & 3. Notons que la fixation d’un ODN dans la région codante de l’ARN messager n’a aucun effet, 

probablement en raison de son déplacement par la machinerie de traduction. Le ribosome à en effet la capacité de 

dérouler les structures secondaires complexes d’ARN (Shakin et Liebhaber, 1986). Seuls les ODN de type PNA sont 

capables de bloquer la machinerie de traduction dans sa progression. 

2.3 - AC T I ON P AR D EST A BI LI SA T I ON D U  TR A N SCR IT  

Une dernière possibilité d’action des ODN peut être de cibler les deux étapes clefs pour la stabilité d’un transcrit 

ARN eucaryote : sa polyadénylation en 3’ et l’adjonction de la coiffe en 5’.  

Dans les deux cas, plusieurs études ont montré des résultats intéressants (Baker et Monia, 1999). Cela n’est toutefois 

pas envisageable dans le cas des ARN du VHC qui ne sont ni coiffés, ni polyadénylés. 

3 - PAR AM ETR ES CON TR OL AN T L ’EF FI CACI T E D ES ANT I S ENS  

De nombreux paramètres ont une influence sur l’activité antisens des ODN. Les principaux sont présentés ci-dessous. 

3.1 - ST A BI LIT E  V I S-A -V I S D ES N U C LEA SES  

Le temps de demi-vie (T ½) des ODN représente un paramètre très important qui décrit le temps de résistance à la 

dégradation par les nucléases cellulaires. Les ODN naturels sont rapidement dégradés (T ½  = 15-60 min) dans les 

milieux de culture cellulaire, le plasma et les cellules par les endo et exo-nucléases, notamment les 3’-exonucléases 

qui sont les plus actives (Agrawal et al., 1995; Agrawal et Zhang, 1997). Des modifications de l’extrémité 3’ des ODN 

sont suffisantes pour allonger leur temps de vie. Nous détaillerons différentes approches portant sur des 

modifications des liaisons phosphodiesters page 91. 

3.2 - ST A BI LIT E D E L’H YBR ID E FOR ME A V EC L ’ARN 

L’hybride formé entre l’ODN et l’ARN doit être suffisamment stable pour inhiber la traduction, même lorsque la 

RNase H intervient. La formation de cet hybride dépend de la température et de la concentration en sels. Si la 

température de fusion (Tm) de l’hybride est supérieure à 37°C, il sera stable à 37°C. La stabilité augmente avec le 

nombre de paires G-C et la longueur de l’ODN. En général, des ODN de 15-20 mers sont utilisés dans la stratégie 



 

90  

 

  Données bibliographiques 

antisens. Le problème avec des ODN plus courts est qu’ils peuvent avoir un Tm proche de la température 

physiologique et que le taux de formation des hétéro-duplex va être faible. Notons que cette valeur de Tm n’est pas 

prédictive de l’efficacité du composé et qu’elle varie selon le type d’ODN utilisés. D’autres facteurs comme la 

localisation ou l’accessibilité de la cible vont avoir un rôle déterminant. 

3.3 - SP EC I FI C I T E D E L ’A N T I SEN S P OU R SA  CI B LE  

En principe, les ODN sont conçus pour être hautement spécifiques de la séquence d’ARN choisie. Dans l’optique du 

blocage des gènes cellulaires, un ODN de 17 nucléotides ne devrait trouver statistiquement qu’une cible dans le 

génome humain tout en discriminant des cibles avec un ou plusieurs nucléotides (Branch, 1998). Les ODN de même 

taille sont aussi utilisés pour bloquer les gènes viraux.  

L’utilisation d’ODN plus longs augmente le risque d’effets non-spécifiques liés aux mésappariements : un hybride de 

seulement 7 à 10 pb suffit pour être reconnu et clivé par la RNase-H (Wagner et al., 1996). 

3.4 - AC C ESSI BI LI T E D E LA C I BLE  

Les structures secondaires formées par l’ARN ainsi que la présence de protéines associées limitent le nombre de 

régions accessibles aux ODN (Wagner et al., 1996). Plusieurs études ont montré par exemple que la région située au 

voisinage du codon d’initiation AUG était accessible à des ODN. Mais cette observation n’est pas une règle et il est 

très difficile de prédire l’accessibilité de fragments d’ARN aux ODN in vivo. Généralement c’est en testant de 

nombreuses possibilités que l’on trouve un composé actif. 

3.5 - P EN ETRA T I ON D ES A N T I S EN S ET DI ST RI BU T I ON I NT RA C ELLU LA IR E  

Il s’agit d’un paramètre critique dans l’efficacité des ODN in vitro et in vivo car une concentration intracellulaire 

élevée est nécessaire pour inhiber la traduction. La pénétration dans la cellule dépend d’une part de la longueur, de 

la séquence et de la nature chimique de l’ODN et d’autre part du type cellulaire et des conditions d’administration. 

Il semble que les ODN soient internalisés naturellement par des mécanismes actifs (Loke et al., 1989). Une 

endocytose via un récepteur et/ou la pinocytose sont probablement impliqués dans l’internalisation. Plusieurs 

hypothèses ont été émises et plusieurs candidats récepteurs identifiés. Il est certain que les cellules capables de 

phagocytose (macrophages, cellules de kupffer, cellules tubulaires proximales) concentrent naturellement les ODN. 

Elles ne sont cependant pas les seules et les hépatocytes, les cellules endothéliales vasculaires, etc… peuvent 

internaliser des ODN naturellement. 

In vitro, les stratégies pour augmenter la pénétration cellulaire consistent à transfecter les ODN non modifiés à l’aide 

de liposomes riches en lipides cationiques ou en modifiant les ODN en les couplant à des peptides. 

Si in vitro toutes les stratégies sont possibles, il n’en va pas de même in vivo où il faut trouver un équilibre entre les 

bénéfices du traitement et ses effets secondaires. Les problèmes liés à la pénétration in vivo de molécules à visée 

médicale (antisens et autres) restent les plus difficiles à surmonter. Le sujet sera approfondi dans le cas des PNA à 

partir de la page 106. 

3.6 - TOXI C I T E 

En dépit de la simplicité apparente de l’approche antisens,  il a été montré que les ODN peuvent induire des effets 

indésirables par leur interaction avec d’autres molécules. La majorité de ces effets a été décrit pour les ODN de type 

phosphorothioates par interaction avec des protéines pouvant induire une toxicité du composé. 

Ici encore, la toxicité dépend du type de molécules utilisées dans la stratégie que nous allons décrire maintenant. 

4 - O LI G ON U CL EOT ID ES U TI LI S ES D AN S L A ST R AT EGI E ANT IS EN S  
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Avec le développement du séquençage et de l’identification de gènes responsables de maladies, de grands espoirs 

ont été fondés sur cette approche d’intervention directe sur la production de la protéine, dans le cas par exemple de 

maladies génétiques aboutissant à une augmentation de protéines ou de cancers. Aujourd’hui, il faut admettre que 

ces espoirs ont été largement déçus même si l’ARN interférence représente un nouveau souffle. 

Dès les premiers essais, la stabilité des ODN a représenté un obstacle important dans le développement de ces 

composés. Depuis, pratiquement toutes les composantes du nucléotide ont été modifiées. A condition que ces 

modifications n’altèrent pas la capacité du composé à s’hybrider de manière spécifique à sa cible, ces modifications 

ne posent pas de problème.   

Voyons alors les deux générations d’antisens et les possibilités de développements futurs. 

4.1 - PR EMI ER ES GEN ERA T I ON S D ’AN T I SEN S 

De la première génération d’oligonucléotides analogues, la classe qui a obtenu les activités les plus larges et la mieux 

caractérisée est celle des phosphorothioates (PS-ODN). Ils ont été synthétisés pour la première fois en 1969 (De 

Clercq et al., 1969). En comparaison avec les désoxyribonucléotides composants l’ADN, un des atomes d’oxygène 

non liant du groupement phosphate a été remplacé par un groupement sulfure (Figure 67). Le composé reste chargé 

négativement mais présente une résistance accrue aux nucléases (Akhtar et al., 1991; Campbell et al., 1990; Shaw et 

al., 1991) 

 

Figure 67 : ADN vs Phosphorothioates (PS-ODN).  

Au niveau de l’hybridation à l’ARN, les PS-ODN ont un Tm d’environ -0,2°C par unité comparé à des duplex d’ARN 

(Freier, 1993). Cela signifie que in vitro une taille de 17 à 20 mer est requise (Crooke, 1993; Monia et al., 1992).  

La stabilité aux nucléases est bonne mais pas autant que les premières données l’auraient laissé supposer. En effet, 

les PS-ODN ne sont pas dégradés par la majorité des nucléases (Campbell et al., 1990; Hoke et al., 1991; Shaw et al., 

1991; Wickstrom, 1986) mais sont des inhibiteurs compétitifs de ces nucléases utilisées à des hautes concentrations 

(Gao et al., 1992), ce qui a conduit à ces surestimations. Dans les tissus, la demi-vie est de 12-24h (Crooke et al., 

1995) et les PS-ODN sont métabolisés lentement chez les animaux, probablement par des exonucléases (Sands et al., 

1994). 

Concernant la pénétration cellulaire, les PS-ODN entrent dans une large gamme de cellules in vitro par un 

mécanisme mal compris mais qui permet une large distribution dans les cellules, avec des variations selon les lignées 

(Loke et al., 1989). Des lipides cationiques permettent d’augmenter cette entrée (Bennett et al., 1992). 

Des études de pharmacocinétiques ont montré que les PS-ODN sont bien absorbés, distribués largement dans tous 

les tissus périphériques, ne traversent pas la barrière hémato-encéphalique, et sont éliminés lentement par le 

métabolisme (Crooke, 1996). In vivo, les résultats sont très contrastés et varient en fonction du PS-ODN lui-même et 
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des modes d’administration. Une administration par voie orale n’est pas envisageable, une administration 

systémique permet une distribution efficace au foie, à la rate, au rein et aux cellules graisseuses. Une administration 

par aérosol ou locale permet d’atteindre des organes plus spécifiques. Globalement, c’est une limitation réelle à 

l’usage clinique des premières générations d’antisens (Crooke, 2004). 

Les effets non-antisens des PS-ODN ont été évalués. Ils sont nombreux par fixation sur des protéines, ce qui peut 

souvent porter à confusion avec l’activité antisens. Les polymérases sont particulièrement inhibées. Cela a conduit à 

de nombreuses erreurs dans l’interprétation des mécanismes d’action de cette classe d’oligonucléotides (Stein et 

Krieg, 1994). De plus, beaucoup de PS-ODN se sont révélés actifs par similarité aux CpG (des séquences d’ADN pro 

inflammatoires activant les TLR comme nous l’avons vu page 83) entraînant in vivo à des doses supérieures à 

10mg/kg/jour une toxicité par inflammation importante (Henry et al., 1997). L’interaction avec des protéines n’est 

cependant pas forcément néfaste. Les PS-ODN interagissent par exemple avec l’albumine sérique. L’affinité d’une 

telle interaction est faible, ≈200µM soit du même niveau que l’interaction de l’albumine à l’aspirine ou à la 

pénicilline (Crooke et al., 1996; Joos et Hall, 1969). Cela permet d’éviter une élimination rapide des molécules par 

filtration glomérulaire, autorisant une distribution dans les tissus périphériques.  

B I L A N  

En tenant compte des dégradations par les nucléases des PS-ODN, de leur affinité moyenne pour l’ARN, des profils 

de distribution et de leurs effets non-antisens, cette première génération a soulevé plus d’espoir que de résultats. 

Depuis la première démonstration que des molécules agissant en antisens pouvaient inhiber l’expression de gènes 

dans le Sarcome de Rous (Zamecnik et Stephenson, 1978), un seul médicament à base de PS-ODN a fait son 

apparition dans la pharmacopée (Crooke, 2004). Commercialisé sous le nom de Vitravene® par la société Novartis 

Optalmics / Isis Pharma, ce médicament est destiné à lutter contre une infection opportuniste fréquente chez les 

patients infectés par le VIH, une retinite causée par le CytomégaloVirus (CMV). Il tire profit de sa cible, l’œil, qui est 

facilement accessible par administration directe. Peut être pouvons nous faire le rapprochement avec l’acyclovir, 

premier antiviral a être autorisé et qui était également appliqué localement… Pour ce qui est des autres PS-ODN en 

développement clinique, les échecs de Affinitak (agent anti cancéreux contre la protéine C-α développé par Lilly / Isis 

Pharma) et de Genasense (un anticancéreux contre BCL-2 développé par Genta / Aventis) en phase III, et interdits de 

mise sur le marché par manque d’efficacité, forcent au pessimisme quant à l’avenir de cette génération d’antisens 

(Winkler, 2004). 

Aujourd’hui la recherche se concentre donc sur des nouvelles modifications des composés, visant à corriger les 

défauts de « jeunesse » de la technologie. Depuis la fin des années 1990 – début des années 2000, on parle de 

deuxième génération d’antisens (Agrawal et Kandimalla, 2000). 

4.2 - D EU XI EMES GEN ER AT I ON S  D ’A NT I SEN S  

Comme nous venons de le montrer, les avancées ont été nombreuses mais souvent accompagnées par des 

déceptions au final. Ces obstacles ont toutefois permis des avancées considérables dans la compréhension des 

mécanismes d’action et surtout ont permis d’identifier les éléments responsables des effets indésirables observés 

avec les PS-ODN.  

En résumé, les études ont montré 4 limitations aux PS-ODN, illustrées dans la Figure 68  

 Une activité trop faible 

 Des effets polyanioniques 

 Des effets immunostimulateurs 

 Des effets « leurre » 
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Figure 68 : Facteurs affectant la spécificité des antisens et les stratégies employées pour y remédier. (Agrawal et 

Kandimalla, 2000)  

Les effets immunomodulateurs observés ont été reliés aux motifs CpG contenus dans les PS-ODN (Branda et al., 

1993; Kuramoto et al., 1992; Zhao et al., 1996) et se traduisent par une induction des cytokines : IL-12, IL-6, IFN-γ, 

TNF-α (Klinman et al., 1996; Zhao et al., 1997). Cela dépend de la séquence, de la composition en bases et de la 

position des motifs CpG dans la séquence. Les PS-ODN avec des motifs CpG sont désormais étudiés pour ces 

propriétés immunomodulatrices et anti-inflammatoires comme détaillé page 83. Un certain nombre de stratégies 

ont été déployées pour limiter ces effets, la plus importante consistant à éliminer ces séquences et lorsque cela est 

impossible à modifier les riboses sur le résidu 2’ en ajoutant un groupement méthyl (2’O Me) ou a modifier les 

liaisons entre  les sucres par des méthyl phosphonates (Agrawal et Zhao, 1998). 

Il a également été remarqué que la présence de structures secondaires dans les oligonucléotides pouvait conduire à 

des interférences avec des protéines de types facteurs d’initiation, interférant alors avec la transcription. Cet effet 

qualifié de « leurre » est bien compris (Park et al., 1999; Sharma et al., 1996) et est également devenu un nouvel 

espace de recherches avec les aptamères que nous détaillerons page 97. Il est également probable que certains ODN 

fonctionnaient comme des shRNA (voir p. 98) mais n’avaient pas été identifiés comme tels.  

Enfin, la charge globale négative des PS-ODN s’est révélé être un problème. Elle active en effet le complément et 

prolonge le temps d’activation de la thromboplastine partielle (aPTT), une mesure de la coagulation sanguine 

(Kandimalla et al., 1998). Des dérivés non chargés ont donc été mis au point comme les 2’O Me, des 

méthylphosphonates et toute une gamme de liaisons atypiques représentés par les morpholino, les PNA, etc…  qui 

ont des effets négligeables. Le problème est alors que ces dérivés n’activent plus la RNase-H, base de l’action des 

antisens. Il a donc été tenté de réaliser des antisens au squelette « mélangé » (MBO pour Mixed Backbone 
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Oligodeoxynucleotides), pour trouver le bon équilibre entre effets désirables et indésirables (Agrawal et al., 1997). 

Au final on a plusieurs familles d’antisens de deuxième génération, illustrées dans la Figure 69. 

 

Figure 69 : Structures des principaux oligonucléotides antisens de deuxième génération. (Baker et Monia, 1999)  

On peut alors avoir des modifications du sucre seul (LNA et 2’ O Me en particulier), des liaisons phosohodiesters (NP 

et les méthyphosphonates) ou complètes du sucre et des liaisons (Morpholinos et PNA). S’ajoutent à ces 

modifications une utilisation dorénavant classique de mélanges entre ces différentes solutions pour arriver au bon 

équilibre charge/activité (MBO) 

On le voit donc, il n’y a plus aujourd’hui une approche antisens mais des combinaisons d’approche. En résumé, deux 

grandes dynamiques s’imposent: une application de ces ODN de 2ème génération de type 2’O Me avec un squelette 

mélangé (MBO) et 3 dérivés majeurs : les PNA, LNA et Morpholinos. 

2 ’ O  M E  –  M B O  

La plupart de ces dérivés sont développés par la firme ISIS Pharmaceutical et sont des composés à la biochimie 

complexe. Ils ne présentent pas de toxicité particulière et les premières données de phase I ou II semblent très 

encourageantes (Figure 70). Il apparait clairement que la compréhension du mécanisme de fonctionnement, les 

améliorations des composés et des modes d’administration n’ont pas été vaines. Une dizaine de 2’O Me – MBO sont 

actuellement  en phase II et dirigés contre des protéines impliquées dans le cancer ou des infections virales (Winkler, 

2004). 

 
Figure 70 : Proportion d'agents ciblant l'ARNm dans chaque phase de développement cliniq ue. (Winkler, 2004)  
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L N A ,  P N A  E T  M O R P H O L I N O S  

Ces trois dérivés présentent des caractéristiques très intéressantes et semblent émerger à la fois comme approches 

thérapeutiques mais également comme outils de biologie moléculaire (Karkare et Bhatnagar, 2006). 

 

 Les LNA (Singh et al., 1998) ont la capacité, comme les PNA et les morpholinos, de réaliser des duplex et des 

triplex avec leur cible et présentent une bio-stabilité améliorée. Ils reconnaissent avec une très haute affinité 

l’ADNsb et l’ARNsb. Ils sont utilisés pour réaliser des oligos pour des hybridations ou servent de sondes en 

PCR temps-réel. Des applications thérapeutiques et diagnostiques ont également été décrites. 

 Les PNA, dont les caractéristiques principales se rapprochent des LNA, seront détaillés dans la partie 

suivante à partir de la page 103. 

 Les Morpholinos (Summerton, 1989) ont été conçus pour contourner le coût liés aux analogues d’ADN. Ils 

sont devenus un outil majeur d’extinction classique (i.e. sans interférence ARN, voir p. 98) de gènes en 

biologie du développement du fait des possibilités de distribution cytosolique des composés par micro-

injections (Ekker et Larson, 2001). 

 

On voit donc que les développements de la stratégie antisens vont beaucoup plus loin que sa seule application 

clinique. Qu’en est-il des futurs développements ? 

4.3 - GEN ERA T I ON S FU T UR ES  ?   

Aujourd’hui, on ne distingue plus une nouvelle génération d’antisens même si dans l’esprit de tous, la technologie 

ARNi (voir p. 98) semble être le futur des technologies basées sur la reconnaissance d’une cible ARN. C’est en fait un 

nouvel espace de recherches qui a été ouvert depuis presque 30 ans. Dorénavant l’ARN n’est plus considéré comme 

le seul support de l’information génétique mais comme un « récepteur » dans un contexte d’interactions drogue – 

récepteur. A ce titre, l’hybridation de type « Wastson & Crick » à la base de cette interaction, jouit d’un intérêt 

renouvelé puisqu’à portée pharmacologique (Breaker, 2004; Crooke, 2004). 

C’est avec cette vision « renouvelée » qu’il faut donc considérer les développements futurs. J’ai choisi de développer 

plus particulièrement trois technologies en pleine expansion qui pourraient être les héritiers des antisens : les 

ribozymes, les aptamères et bien sûr les ARNi. 

4.3.1 - R I BOZYMES  

Les ribozymes sont l’exemple parfait que les acides nucléiques peuvent avoir des fonctions autres que de s’associer 

en double brins.  Leurs capacités à catalyser la coupure d’un brin d’ARN avec seulement un enchainement de 30 nt  

(Uhlenbeck et al., 1989) ou encore à catalyser la formation d’une liaison peptidique dans les ribosomes (Nissen et al., 

2000; Steitz et Moore, 2003) permet d’envisager leur utilisation comme agents thérapeutiques. 

Ce sont des molécules d’ARN qui peuvent se lier à l’ADN de manière antisens spécifiquement à une séquence et qui 

possèdent des propriétés catalytiques permettant le clivage d’ARN. Identifiés au départ avec la RNase P et les introns 

de type I, ce sont des ARN qui portent une information et ont une activité propre (Cech et al., 1981). On connaît 

aujourd’hui une dizaine de ribozymes chez plusieurs virus, dans des eucaryotes inférieurs, dans des bactéries et dans 

des champignons (Phylactou, 2000). 

Bien que le rôle de ces molécules dans l’évolution soit peu documenté, ces molécules font l’objet de nombreuses 

recherches sur leurs structures et sur leurs fonctions dans l’objectif de les utiliser comme outils dans la 

manipulation des ARN. 

On distingue deux types de ribozymes : les « hammerhead » (à tête de marteau) et les introns de groupe I.  
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R I B O Z Y M E S  A  T E T E  D E  M A R T E A U  

Ce sont les plus petits ribozymes identifiés (Figure 71). Ils ont une taille de 30 nt environ et peuvent couper une 

liaison phosohodiester à un site spécifique (Brideau-Andersen et al., 2006). Leur capacité à inhiber l’expression d’un 

gène par clivage de son ARN fait de cette classe de ribozymes un outil intéressant. 

 

 

Figure 71 : Structure d'un ribozyme à tête de marteau. (Phylactou, 2000)  

Le ribozyme forme une structure typique avec trois boucles (numérotées I, II et III) qui conduit au clivage de l’ARN cible au site 

indiqué par la flèche. 

Ce type de ribozyme a été utilisé contre des virus. Des équipes ont montré que l’on pouvait diminuer l’infection et la 

réplication intracellulaire du VIH (Lo et al., 1992; Sarver et al., 1990 ; Sun et al., 1995; Sun et al., 1994; Weerasinghe 

et al., 1991). Des essais cliniques ont été réalisés mais d’autres études sont encore nécessaires avant d’envisager une 

application (Mihm et al., 2004). Des équipes ont utilisé ces ribozymes contre le virus Influenza A (Tang et al., 1994) 

ou contre le virus de l’hépatite B (Beck et Nassal, 1995). 

Ces ribozymes sont également utilisés pour lutter contre certains cancers en tentant de réguler l’expression de 

certains gènes, cherchant ainsi à limiter l’installation et la progression des tumeurs. Certaines maladies héréditaires 

pourraient bénéficier de cette technologie en interférant avec les produits des gènes indésirables (Kanazawa et al., 

1996). 

R I B O Z Y M E S  D E  T Y P E  I N T R O N  D E  G R O U P E  1  

Cette deuxième catégorie de ribozymes est apparue plus récemment comme régulateur potentiel de l’expression 

génique. Ces ribozymes réalisent une trans-estérification en deux étapes qui se termine par l’excision d’un intron et 

la ligation de deux exons, comme illustré par la Figure 72. 

 

Figure 72 : Réparation d'une molécule d'ARN via un ribozyme de type intron de groupe I.  (Phylactou, 2000)  

Le ribozyme clive en 5’ un ARN cible spécifique en suivant l’appariement des bases décrit par Watson et Crick. Un second c livage 

en 3’ du ribosome permet de libérer l’exon 3’, conduisant ainsi au remplacement de la mutation par la séquence non mutée 

contenue dans l’exon 3’. 
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Ces ribozymes pouvant être utilisés pour réparer des messagers défectifs, les recherches se sont concentrées sur les 

virus dans l’espoir de modifier les génomes et sur les cancers dans lesquels il y a une mutation (par exemple sur un 

gène suppresseur de tumeur). Des travaux sur un type d’anémie génétique (Kaplan, 1998) ou sur des dystrophies 

myotoniques (Phylactou, 2000) semblent valider le modèle. 

Il convient cependant de modérer ces résultats. De nombreux problèmes, essentiellement liés à la pénétration des 

ribozymes dans les cellules, freinent les essais cliniques de ces molécules qui restent malgré tout porteuses d’un 

grand espoir. 

4.3.2 - AP T A MER ES  

Les aptamères utilisent la capacité des ODN antisens à se lier à des protéines et sont basés sur les ribozymes (Figure 

73). Ce sont des molécules d’ARN ou d’ADN structurées et qui forment des « poches » dans lesquelles se fixent des 

ligands spécifiques (Gold et al., 1995; Osborne et Ellington, 1997). Par évolution dirigée, à partir de millions de 

séquences d’ARN ou d’ADN, on sélectionne et amplifie une population capable de se fixer à une protéine en 

particulier. Dans ce cas, un pool aléatoire de séquences est mis sur une colonne où est immobilisée une cible. Par 

des cycles d’élution - sélection, on identifie des aptamères nucléiques capables d’interagir spécifiquement avec la 

protéine cible. 

De la même façon, on peut utiliser des ribozymes générés avec des séquences aléatoires (i.e : des ribozymes 

allostériques). En présence d’une protéine qui se lie au ribozyme, celui-ci va alors se cliver. Par analyse des 

populations on identifie alors les ribozymes allostériques qui reconnaissent une protéine donnée. 

Au final, on identifie des séquences nucléiques capables de bloquer des protéines, agissant alors comme des agents 

thérapeutiques (Peracchi, 2004) ou comme interrupteurs moléculaires. On identifie également des ribozymes 

allostériques utiles par exemple dans des systèmes de détection comme la chromatographie (Deng et al., 2001; 

Romig et al., 1999) ou des bio-senseurs (Hamaguchi et al., 2001; Hermann et Patel, 2000; Jhaveri et al., 2000; 

McCauley et al., 2003), dans des applications où classiquement des anticorps sont utilisés (Jayasena, 1999).   

Les applications peuvent alors être très variées mais se pose, comme pour les ODN antisens, le problème de la 

pénétration dans les cellules et de la stabilité aux nucléases. Des modifications ont été suggérées au niveau des 

liaisons ou des riboses en 2’ (Beaudry et al., 2000; Lin et al., 1994). Il est également possible de faire s’exprimer 

directement dans la cellule ces aptamères en les intégrant dans des constructions intégrées (Famulok et Verma, 

2002; Homann et Goringer, 2001; Toulme et al., 2004).  

La limitation actuelle est au niveau du nombre d’interventions manuelles nécessaires à la génération des aptamères. 

Des méthodes d’automatisation commencent cependant à apparaitre et devraient rendre exponentiel le nombre 

d’études (Cox, 2002a; Cox, 2002b; Cox et Ellington, 2001; Sooter, 2001). 
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Figure 73 : Génération et applications des aptamères. (Breaker, 2004)  

4.3.3 - IN T ER FER EN C E ARN 

L’interférence ARN (ARNi) est considérée par beaucoup comme LA troisième génération d’antisens. S’il est 

indéniable que les avancées promises et/ou réalisées grâce à cette méthode sont importantes et qu’elles ont 

insufflées une nouvelle dynamique et crédibilité aux approches antisens (Dorsett et Tuschl, 2004), c’est une 

discipline encore très jeune.  

On peut cependant penser qu’elle bénéficiera de l’expérience sur les antisens, ce qui devrait permettre des 

applications plus rapides. Le rapprochement entre Isis Pharma (l’entreprise de référence sur les antisens) et Alnyan 

(spécialiste des ARNi) montre, s’il en était besoin, cette filiation (Winkler, 2004). 

4 . 3 . 3 . a  -  P R I N C I P E S  D E  F O N CT I O N N E M E N T  D E S  A R N I  

L’interférence ARN, qualifié par la revue Science de décembre 2002 comme la « percée scientifique de l’année 

2002 » représente un formidable espoir dans le développement de thérapies basées sur une approche antisens 

(Couzin, 2002). 

Les premiers indices de l’existence d’une interférence ARN remontent à l’année 1990 et l’observation chez le 

pétunia d’un phénomène de « cosuppression » d’un phénotype (couleur rouge des feuilles) après transfection d’un 

plasmide exprimant un gène pourtant homologue au gène cellulaire (Napoli et al., 1990). Des observations du même 

ordre ont été réalisées chez des procaryotes (Romano et Macino, 1992). Le mécanisme moléculaire de l’interférence 

ARN a commencé a être décrit en 1998 avec l’identification d’un petit ARN double brin (ARNdb) responsable des 

phénomènes d’extinction spécifique de gènes chez le nématode (Fire et al., 1998). La découverte en 2001 de 

l’enzyme « dicer » qui coupe les ARNdb en siRNA, small interfering ARN, a marqué l’envol de l’intérêt pour 

l’interférence ARN (Bernstein et al., 2001). 



 

99  

 

  Données bibliographiques 

On a depuis mis en évidence à plusieurs niveaux l’importance de l’interférence ARN dans tous les organismes vivants 

au niveau de la régulation épigénétique (Sun et Allis, 2002).  C’est une piste suivie pour expliquer l’extinction des 

centrosomes (Volpe et al., 2002), les gènes d’empreinte (Sleutels et al., 2002) ou encore la protection de l’ADN en 

empêchant le mouvement des transposons (Klahre et al., 2002). Une interférence ARN interviendrait également au 

niveau du contrôle de la division cellulaire (Martin et al., 1991). Des pathologies comme celle de l’X fragile 

pourraient s’expliquer par une déficience en une des enzymes du système (Caudy et al., 2002). 

4 . 3 . 3 . b  -  A P P L I C A T IO N S  D E L ’ I N T E R F E R E N C E  A R N 

En dehors de l’identification des processus impliquant une interférence ARN, l’intérêt des siRNA réside dans la 

possibilité que l’on a d’utiliser ce mécanisme pour aller éteindre spécifiquement et à un moment choisi un gène.  

L’introduction dans une cellule d’un petit ARNdb entraîne sa prise en charge par le complexe RISC  (RNA induced 

silencing complex) et l’extinction spécifique du gène cible. Il est également possible de réaliser des plasmides ou l’on 

a une séquence inversée répétée d’ADN qui une fois transcrite donne une boucle d’ARN (shRNA pour short hairpin 

RNA), reconnue par l’enzyme Dicer et qui permet d’éteindre un gène cible (Figure 74). 

 

Figure 74 : Utilisation de l' interférence ARN comme stratégie antisens . (Carmichael, 2002) 

La possibilité de réaliser à moindre coût des organismes Knock Out par cette méthode est une avancée remarquable. 

L’étude du nématode a beaucoup progressé via cette nouvelle technique puisqu’il suffit de « baigner » l’organisme 

dans une solution contenant des ARNdb pour qu’il y ait extinction du gène cible. 

Aujourd’hui, la question concernant les ARNi est de savoir s’ils pourront révolutionner les traitements des maladies 

humaines de la même façon qu’ils ont révolutionnés la recherche génétique fonctionnelle fondamentale (Hannon et 

Rossi, 2004). Des limitations existent déjà et seront exposées dans le cas des approches contre le VHC page 102. 
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B -  A P P L IC ATIO N  AU  VHC  DE S AP P RO C H ES  AN TIS E N S 

ans le cas du VHC, beaucoup d’alternatives thérapeutiques sont actuellement en essais cliniques comme 

nous l’avons montré dans la partie sur les traitements (p. 74). Il est cependant très probable qu’à terme, 

l’apparition de résistances freine leur utilisation. Il est donc important d’explorer de nouvelles options pour 

la thérapie VHC, en particulier celles qui pourraient s’affranchir des résistances comme les approches de type 

antisens dont nous venons de dresser un aperçu. Des ODN antisens, des ribozymes, aptamères et siRNA sont en 

développement (Figure 75). 

On peut distinguer deux catégories d’inhibition : une inhibition avec blocage de la traduction (en orange) et une 

inhibition avec clivage de l’ARN (en bleu). 

 

Figure 75 : Mécanismes principaux d'action des stratégies antisens sur le VHC. (Trepanier et al. , 2006b)  

Pour que ces approches soient efficaces, il faut tout d’abord déterminer quelle zone doit être ciblée. Comme nous 

l’avons évoqué ailleurs, le VHC peut être sous plusieurs génotypes avec des variations importantes de séquence. Des 

analyses informatiques ont montré que la partie 5’UTR était la plus conservée (Figure 76). Trois domaines sur les 

quatre que compte la région 5’UTR constituent la région IRES, illustrée à la page 40. La région 3’UTR, illustrée page 

42, est également peu variable.  

 

Figure 76 : Représentation en diagramme du VHC montrant la diversité du génome entre les génotypes. (Simmonds, 2004a)  

 

D 
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1 - I N H I BI TI ON  AV EC BL OCAG E D E L A TR ADU CT I ON  

Une première possibilité serait de bloquer la traduction, soit par fixation d’ODN antisens sur l’ARN, soit par blocage 

des protéines virales ou du transcrit ARN par des aptamères. 

1.1 - P H OSP H OR OT H I OAT ES  ET D ER IV ES  

L’inhibition de la réplication du VHC par des ODN antisens peut en théorie éliminer le virus de la cellule puisque son 

cycle de réplication dépend entièrement de l’ARN (Moradpour et Blum, 2004). Le fait par contre que la réplication 

du VHC se produise dans le cytoplasme et que la RNase-H soit localisée majoritairement dans le noyau conduit à 

envisager une action des antisens non pas via la RNase-H mais par blocage stérique de la traduction.  

Beaucoup d’ODN ont été dirigés contre la boucle IIId et conduisent à la perturbation de la transcription et de la 

réplication par déstabilisation de la fixation du cofacteur eIF3 (Alt et al., 1995; Kieft et al., 1999; Lukavsky et al., 

2000; Martinand-Mari et al., 2003; Tallet-Lopez et al., 2003; Wu et Wu, 1998). La région du domaine II qui contient 

une partie riche en pyrimidines et la région du codon initiateur AUG dans le domaine IV ont également été ciblées 

(Alt et al., 1999b; Alt et al., 1997; Hanecak et al., 1996; McCaffrey et al., 2003; McHutchison et al., 2006; Mizutani et 

al., 1995; Seki et Honda, 1995b; Vidalin et al., 1996b; Wakita et Wands, 1994a; Wang et al., 2000; Wang et al., 2001; 

Zhang et al., 1999). D’autres cibles ont été envisagées, mais avec des résultats en général moins bons, en particulier 

la séquence codant la protéine de capside (Basu et al., 2002; Lima et al., 1997; Liu et al., 1997; Meyer et al., 2005; 

Wakita et Wands, 1994a), la séquence codant NS3 (Heintges et al., 2001), et la région X en 3’UTR (Smith et al., 

2002). Un seul candidat est en phase clinique, ISIS 14803, mais son développement est en suspens à la fois pour des 

raisons d’efficacité et de toxicité. Sur 28 patients en phase II d’essais cliniques, 3 seulement ont vu baisser de façon 

significative les quantités d’ARN du VHC et 5 ont eu une augmentation importante des ALAT (McHutchison et al., 

2006). 

Au niveau du type d’antisens utilisés, la plupart sont des PS-ODN ou des 2’O Me MBO. Une équipe a présenté des 

résultats d’inhibition avec des Morpholinos (McCaffrey et al., 2003) et une autre avec des LNA et PNA (Nulf et Corey, 

2004a). Notre travail présenté dans les études 2 & 3 porte sur cette dernière approche. 

1.2 - RNA  A PT A MER ES  

Plusieurs études ont été menées avec des aptamères dirigés contre des protéines ou l’ARN dans de nombreuses 

maladies, dont le VHC (Cerchia et al., 2002; Toulme et al., 2003; Zhang et al., 2004). Des études ont montré qu’ils 

pouvaient reconnaitre et se lier à la polymérase NS5B, à la protéine NS3, aux régions UTR et inhiber les fonctions 

enzymatiques ou bloquer la réplication in vitro et en culture de cellules (Aldaz-Carroll et al., 2002; Bellecave et al., 

2003; Da Rocha Gomes et al., 2004; Fukuda, 2000; Hwang et al., 2004; Hwang et al., 2000a; Hwang et al., 2000b; 

Kakiuchi et al., 2003; Kikuchi et al., 2005; Kumar et al., 1997; Nishikawa et al., 2004; Nishikawa et al., 2003; Romero-

Lopez et al., 2005; Sekiya et al., 2003; Toulme et al., 2003; Umehara et al., 2005; Urvil et al., 1997; Vo et al., 2003).  

Des essais cliniques sont en prévision avec les molécules ayant montré une efficacité intéressante (Kakiuchi et al., 

2003; Kikuchi et al., 2005; Nishikawa et al., 2003). 

2 - I N H I BI TI ON  AV EC CLI V AG E 

Une autre approche pourrait consister à aller cliver l’ARN du VHC, ce qui rendrait impossible la traduction et 

entrainerait sa dégradation par les nucléases. Deux possibilités sont alors envisageables : les ribozymes et les siRNA. 

2.1 - R I BOZYMES  

L’avantage des ribozymes par rapport aux ODN antisens est qu’ils peuvent cliver par eux même le transcrit, sans 

RNase H qui, de toute façon, est très peu présente dans le cytoplasme. La plupart des ribozymes développés ciblent 

les régions 5’UTR  et 3’UTR (Guo et al., 2003a; Kruger et al., 2001; Nadal et al., 2003; Ryu et Lee, 2004; Sabariegos et 
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al., 2004; Sakamoto et al., 1996; Tian et al., 2004). Des séquences reconnues par certains ribozymes étant présentes 

dans la séquence de la protéine de capside (Ludwig et al., 1998; Sabariegos et al., 2004; Welch et al., 1996) et dans 

des régions conservées de l’ARN brin positif et brin négatif pourraient également être envisagées comme cibles pour 

réduire l’ARN viral (Lieber et al., 1996; Welch et al., 1998). 

En 2001, un ribozyme (Heptazyme ™ - Ribozyme Pharma) a été le premier anti-VHC a terminer une phase II d’essais 

cliniques (Kashani-Sabet, 2002; Sandberg et al., 2000; Welch et al., 1998). Ce ribozyme qui cible la région 5’UTR était 

bien toléré chez les individus sains et a démontré un effet bénéfique chez 10% des patients (Source : internet). A 

cette époque, ces résultats paraissaient encourageants et certains parlaient déjà d’une association avec l’IFN-α. 

Cependant ces espoirs ont vite été dissipés avec un cas d’animal devenu aveugle après traitement avec la molécule. 

Une autre classe de ribozymes, des désoxyribozymes peut également présenter un intérêt dans le développement 

de nouvelles approches thérapeutiques anti-VHC. Ils ont été identifiés dans un processus analogue à celui utilisé 

pour les aptamères, à partir de bibliothèques d’ADN sélectionnées sur leur capacité à cliver une cible d’ARN (Santoro 

et Joyce, 1998). Certains sont en phase pré-clinique contre le cancer (Wu et al., 1999), ou contre des maladies 

d’origines virales comme le VIH, le VHB ou le virus de la grippe (Chakraborti et Banerjea, 2003; Goila et Banerjea, 

2001; Oketani et al., 1999; Takahashi et al., 2004). 

Cette technologie a été testée in vitro et en culture de cellules contre le VHC. Des composés dirigés contre la région 

5’UTR du virus ont permis des diminutions de 45-67% des quantités d’ARN (Oketani et al., 1999; Yu et al., 2003). La 

région codant la protéine de capside peut aussi se révéler une cible d’intérêt (Trepanier et al., 2006a). 

2.2 - SIRNA 

L’approche siRNA est une approche qui séduit beaucoup d’équipes travaillant sur le VHC. La capacité de ces 

molécules à éliminer l’ARN du VHC en culture cellulaire a été montré et l’étude de son application en thérapie est à 

l’étude. Les premières études utilisant des siRNA reconnaissant la région NS5B ont montré une diminution de 75% 

d’un signal luciférase lorsqu’un ARN chimérique NS5B-luciférase était exprimé dans une souris (McCaffrey et al., 

2002). Une étude plus récente qui utilise des shRNA dirigés contre l’IRES a permis d’obtenir une réduction de 

l’activité luciférase dirigée par l’IRES de 94-98% (Wang et al., 2005b). D’autres études ciblant la région 5’UTR, 3’UTR, 

la région codant la capside, E2, NS3, NS4B ou NS5A/B ont montré une réduction de plus de 80 fois de la quantité 

d’ARN (Kanda et al., 2006; Kronke et al., 2004; Prabhu et al., 2005; Radhakrishnan et al., 2004; Randall et Rice, 2004; 

Sen et al., 2003; Takigawa et al., 2004) et une élimination de 98% des cellules infectées (Randall et Rice, 2004). 

Les siRNA sont cependant extrêmement spécifiques et l’apparition de mutations de un ou plusieurs nucléotides 

abolit leur activité. Une étude à d’ailleurs montré qu’une construction très active contre la séquence codant NS5B 

devient inefficace à cause d’apparition des mutations ponctuelles au niveau de la région ciblée (Wilson et 

Richardson, 2005). Enfin, les démonstrations s’accumulent pour montrer que l’interférence ARN est une voie de 

défense ancestrale des organismes. Cela implique alors que l’évolution a sélectionné des organismes capables de 

lutter contre le siRNA. Dans le cas du VIH et du virus de la grippe, il a déjà été montré que certaines protéines virales 

supprimaient les siRNA ou empêchaient le fonctionnement correct de l’enzyme clef du système, DICER (Bennasser et 

al., 2005; Li et al., 2002; Lu et Cullen, 2004). La protéine de capside du VHC semblerait également avoir cette 

fonction (Wang et al., 2006). 

Au final, malgré des avantages indéniables, les siRNA se révèlent problématiques dans une optique thérapeutique. 

La faible toxicité de ces molécules est certainement un avantage mais l’apparition prévisible de mutants 

échappatoires ou la suppression de l’interférence par certaines enzymes virales pose le problème de la pertinence 

de l’approche (Gitlin et al., 2002; Li et al., 2002).  
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C -  UN  AN TIS E N S  P ARTIC U L I E R  :  L E S  P E P TIDE  NU C L E IC  AC IDS  (PNA) 

es  « Peptide Nucleic Acid » ou PNA ont été identifiés il y 15 ans comme ODN de deuxième génération (Nielsen 

et al., 1991). C’est un dérivé nucléotidique qui présente de nombreux intérêts par sa structure et ses 

caractéristiques. Les études 2 et 3 que j’ai conduites au cours de mon travail de doctorat portant sur ces 

composés, j’ai choisi de le développer davantage dans cette dernière partie des données bibliographiques. 

1 - GEN ER ALI T ES  

1.1 - ST R U CT U R E 

Les PNA sont des analogues structuraux de l’ADN dans lesquels la liaison phosphodiester a été remplacée par une 

liaison de type peptidique non chargée. Les bases sont attachées par des liaisons méthylène-carbonyle à une glycine. 

Les PNA ressemblent donc à des peptides puisque l’on a des extrémités N-terminale et C-terminale et un motif 

répété N-(2-aminoéthyl)-glycine (Figure 77). En dépit de cette structure entièrement nouvelle et complètement 

synthétique, les PNA sont capables de se lier à l’ADN ou à l’ARN de manière séquence spécifique en obéissant aux 

lois de l’appariement des bases décrit par Watson et Crick (Nielsen et al., 1991).  

 

Figure 77 : Comparaison des structures chimiques des PNA et de l’ADN. (Lundin et al. , 2006) 

1.2 - CA RA CT ER I STI QU ES  

Les PNA sont des molécules neutres et relativement hydrophobes. En solution aqueuse, la solubilité est moyenne 

(Noble et al., 1995) et les PNA ont tendance à s’agréger ensemble (Leijon et al., 1994). Si l’on ajoute de l’ADN ou de 

l’ARN, les agrégats se dissolvent et s’associent en structures complexes bien définies. En général des groupements 

lysines (ou d’autres acides aminés chargés) sont ajoutés aux PNA, ce qui réduit considérablement la formation 

d’agrégats et les problèmes de solubilité (Lundin et al., 2006). 

Les PNA ont été au départ destinés à se lier en temps que troisième brin à l’ADN double brin, dans l’objectif de 

modifier sa transcription. Il est cependant rapidement apparu que les PNA pouvaient se fixer de plusieurs façons 

sur l’ARN et l’ADN. Selon les conditions expérimentales et les séquences, ils ont la possibilité de se lier aux acides 

nucléiques en formant une liaison simple, un triplex avec la double hélice d’ADN (avec ou sans invasion), formant 

ainsi des liaisons de Hoogsteen, comme illustré par la Figure 78. Ces complexes sont en général plus stables à une 

température donnée que les complexes d’acides nucléiques correspondants, particulièrement si la force ionique est 

faible (Dueholm et al., 1994). La liaison des PNA aux ARN n’est pas toujours prévisible pour des raisons de 

conformation et le complexe formé n’est pas un substrat de la RNase H (Knudsen et Nielsen, 1996a). 

 

L 
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Figure 78: Modèles de liaison des PNA aux doubles hélices  et à l’ARN. (Lundin et al. , 2006) 

Les PNA sont enfin résistants à la dégradation enzymatique (nucléases, protéases ou peptidases) du fait de leur 

structure chimique hybride (Demidov et al., 1994) et ne se lient peu ou pas aux protéines du sérum. Ces deux 

propriétés permettent de surmonter deux des obstacles majeurs rencontrés avec l’utilisation des oligonucléotides 

classiques dans les applications biologiques.  

1.3 - MOD E D ’A CT I ON D ES PNA 

On distingue deux modes d’actions des PNA, une action de type « antigène » par reconnaissance directe de l’ADN et 

une action « antisens » par localisation du PNA sur les transcrits ARN et blocage de la traduction (Figure 79).  

 

Figure 79 : Stratégies d'utilisation des PNA. 

A C T I O N  «  A N T I S E N S  »  

Comme la majorité des ODN antisens de deuxième génération, les PNA ne sont pas le substrat de la RNase H (voir p. 

88), et agissent par blocage stérique de l’ARN cible (Good et Nielsen, 1997). Ce blocage est particulièrement efficace 

lorsqu’ils sont dirigés contre le codon d’initiation AUG (Knudsen et Nielsen, 1996b). Il n’a jamais été montré 

d’activation de nucléases ou du complexe RISC par un complexe PNA - ARN. Les PNA ont la particularité d’avoir un 

squelette très flexible ; ils peuvent donc se fixer sur des ARN structurés (Beck, 2002; Brown et al., 1994; Dias et al., 

2002). De manière intéressante, on retrouve ces régions structurées en particulier dans les régions de type IRES 

impliquée dans l’initiation de la traduction. Les IRES sont donc des cibles sensibles à l’inhibition par les PNA (Doyle 

et al., 2001). 
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Pour obtenir une reconnaissance maximale, il faut qu’il y ait co-localisation du PNA avec sa cible. Peu de choses sont 

connues à ce sujet. Des études de fluorescence ont montré que les PNA ont tendance à s’accumuler dans les 

endosomes (Folini et al., 2003; Gray et al., 1997). D’autres études ont cependant mis en évidence une inhibition 

d’ARN cytoplasmique avec des PNA et une accumulation dans le noyau a été observée (Bonham et al., 1995b; Folini 

et al., 2003). Cela peut être donc une limitation pour l’utilisation de PNA à visée antisens. 

 

A C T I O N  «  A N T I G E N E  »  

La capacité des PNA à réaliser des invasions d’ADN double brin a ouvert la possibilité d’interférer directement avec la 

régulation des gènes. La formation de triples hélices (PNA)2-ADN nécessite des PNA homopyrimidines. Ces 

complexes sont extrêmement stables (Tm > 70°C) car le PNA qui s’apparie au double-brin d’ADN a la particularité de 

déplacer le brin homopyrimidine d’ADN (Nielsen et al., 1991). Les complexes les plus stables ont été observés par 

des PNA s’hybridant d’une part par des liaisons de Watson & Crick en orientation antiparallèle et d’autre part par 

des liaisons de Hoogsteen en orientation parallèle par rapport à l’ADN (Knudsen et Nielsen, 1997) comme illustré par 

la Figure 80. 

 

Figure 80 : Représentation schématique du déplacement du double bri n d’ADN par un PNA homopyrimidique  via les liaisons 

hydrogène de Watson & Crick et de Hoogsteen.  

La seule limite à prendre en compte est l’accès à l’ADN dans la chromatine en conditions physiologiques. Comme 

nous le verrons par la suite, cette limite n’est que relative et encore une fois bien moins importante que les 

problèmes liés à la pénétration en cellules. 

2 - U T IL IS AT I ON D ES PNA  COM M E «  OU T IL  »  D E BI OL OG I E M OL ECUL A IR E  

Les PNA sont utilisés dans de nombreuses applications de diagnostic qui tirent partie de la capacité des PNA à se lier 

aux acides nucléiques naturels de manière indépendante de la concentration en sels.  

D’autres applications exploitent le fort pouvoir discriminant des PNA. En effet, l’apparition d’un unique 

mésappariement entrainera une baisse significative de la fixation du PNA à sa cible. Des équipes ont développé des 

techniques d’identification de polymorphisme portant sur un seul nucléotide ou des sondes PCR (Kuhn et al., 2002; 

Kuhn et al., 2001). De la même façon, la localisation in situ de gènes spécifiques sur les chromosomes par 

fluorescence est possible en utilisant des PNA couplés à un fluorochrome (Pellestor et al.). 

De nombreuses autres applications utilisent des PNA. Pour une revue complète, voir  (Lundin et al., 2006). 
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3 - APPL I CATI ON S T H ER APEU T I QU ES  D ES PNA 

Le potentiel antisens et antigène des PNA font de ces composés des molécules de choix pour de nouvelles approches 

thérapeutiques basées sur les antisens. Parmi tous les travaux publiés, voilà un aperçu des résultats obtenus contre 

des gènes cellulaires, des bactéries et en virologie. 

Les premiers résultats démontrant l’efficacité des PNA in vivo ont été obtenus chez un rat où des PNA ciblaient des 

récepteurs neuronaux (Tyler et al., 1998). Depuis des inhibitions antisens ont été réalisées contre de nombreux 

gènes cellulaires : contre l’oncogène mdm2 (Shiraishi et Nielsen, 2004), l’IL-5Rα (Karras et al., 2001), un isoforme de 

la cavéoline-1 (Liu et al., 2004), le récepteur à CXCR3 qui est supposé jouer un rôle important dans les rejets de 

greffe (Jiankuo et al., 2003), le gène du récepteur à la galamine (Pooga et al., 1998), la protéine précurseur de 

l’amyloide (Boules et al., 2004), un récepteur du glutamate (Rembach et al., 2004), etc… 

Des PNA ont permis d’inhiber la croissance bactérienne en ciblant des gènes essentiels à leur croissance dans E. Coli 

ou dans Staphylococcus Aureus (Good et al., 2001; Nekhotiaeva et al., 2004). 

En virologie, les PNA pourraient se révéler des agents antiviraux très intéressants vu que la majorité des virus qui 

sont à l’origine de problèmes médicaux sont des virus à ARN (Moya et al., 2004). De plus, même des virus à ADN 

utilisent une initiation de la traduction via un IRES qui a été montré comme étant une cible adaptée aux PNA (Doyle 

et al., 2001). Dès la découverte des PNA, des études ont montré qu’il était possible d’inhiber l’élongation de matrice 

ARN par les transcriptases-inverses virales (Hanvey et al., 1992; Rasmussen et al., 2006). En ciblant des structures 

ARN bien définies, conservées et essentielles au virus, de nombreuses équipes ont montré que les PNA pouvaient 

inhiber la réplication virale in vitro et dans des modèles cellulaires. Par exemple, des PNA ont été dirigés contre les 

séquences de dimérisation et de transcription du VIH, notamment contre la boucle TAR (Chaubey et al., 2005; 

Mayhood et al., 2000; Patino et al., 2002; Riguet et al., 2004; Tripathi et al., 2005) ou la région RRE (Kumagai et al., 

2001). Des travaux conduits au sein du laboratoire ont permis de montrer que des PNA dirigés contre le signal 

d’encapsidation de l’ARN prégénomique du VHB du canard (un modèle d’étude du VHB) ont un effet inhibiteur 

(Robaczewska et al., 2005). 

Ces résultats confirment l’efficacité des PNA bien que des difficultés notables de pénétration dans les cellules de 

mammifères ralentissent les applications in vivo (Bonham et al., 1995a). L’identification de peptides d’une dizaine 

d’acide aminés qui, conjugués aux PNA, peuvent augmenter la pénétration cellulaire permet toutefois d’obtenir des 

rendements acceptables (Pooga et al., 1998). 

4 - LE PR OBL EM E D E L A PEN ETR ATI ON  CELL UL AIR E  

Comme pour beaucoup de molécules bioactives, la pénétration et l’adressage dans les cellules reste un frein majeur. 

Dans le cas des PNA, ce problème est amplifié en raison notamment de leur grande taille et de leur absence de 

charge (Demidov et al., 1994; Nielsen, 1999). Leur faible solubilité dans l’eau est également un frein, bien que des 

couplages simples, l’ajout d’une lysine par exemple, permette d’améliorer ce paramètre (Gambari, 2001). Des études 

sur le transport des PNA ont montré que 6 à 7 fois moins de PNA pénétrait  comparé à des ODN conventionnels, et 

qu’à peine 20 % étaient localisés dans le noyau (Gray et al., 1997). Plusieurs méthodes ont alors été proposées afin 

d’améliorer la pénétration intracellulaire. Deux pistes sont possibles : rechercher de nouvelles méthodes 

permettant l’entrée de molécules non modifiées ou apporter des modifications aux PNA. 

4.1 - MOLEC U LES N ON  MOD I FI E ES  

Bien que peu efficace, la pénétration des PNA non modifiés in vitro dans des cultures cellulaires et in vivo a été 

démontrée par de nombreuses études (Lundin et al., 2006). L’inconvénient  majeur de l’utilisation de PNA non 

modifiés, si elle est envisagée dans une application clinique,  est la nécessité d’utiliser de grandes concentrations 

afin d’avoir un effet antisens ou antigène. Cela peut conduire à augmenter le risque de toxicité mais également à 
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induire des effets non spécifiques (Adlerz et al., 2003). Plusieurs méthodes permettant d’améliorer l’internalisation 

des PNA ont été proposées, diminuant ainsi les risques de toxicité.  

L ’ E L E C T R O P O R A T I O N   

C’est l’une des méthodes les plus efficaces pour le transfert des PNA dans les cellules. Elle a été utilisée avec succès 

dans plusieurs études : un PNA anti-télomérase a montré une action dans des fibroblastes transformés par le SV40 

(Shammas et al., 1999), un autre a permis de moduler l’épissage spécifique alternatif et constitutif de l’ARN pré-

messager du récepteur de l’interleukine-5 murin (Karras et al., 2001), dans les cellules érythroleucémiques 

humaines.  L’initiation de la transcription du gène de la γ-globine a été inhibée par des PNA (Wang et al., 1999). 

De même, l’électroporation ne fonctionne qu’avec de grosses quantités PNA. Une approche de co-transfection du 

PNA non modifié avec une séquence d’ADN partiellement complémentaire semble une alternative intéressante mais 

n’est pas envisageable en vue d’une application thérapeutique. 

L A  C O - T R A N S F E C T I O N  A V E C  L ’ A D N    

En complexant des PNA avec une séquence d’acide nucléique simple brin (ARN ou ADNsb) partiellement 

complémentaire, l’utilisation de méthodes classiques de transfection avec des lipides cationiques devient possible. 

De même, il est envisageable de charger des liposomes sur la base des interactions électrostatiques entre l’ADN 

(chargé positivement) et les chaines d’acides-gras du liposomes (chargées négativement) (Gambari, 2001; Nastruzzi 

et al., 2000; Scarfi et al., 1999). Les liposomes représentent un système de distribution des PNA très avantageux car 

ils sont capables de protéger l’acide nucléique contre les processus de dégradation (Gursel et al., 2001). Ils peuvent 

également être dirigés vers des tissus ou cellules spécifiques par conjugaison à des vecteurs appropriés tels que les 

anticorps monoclonaux (Koning et al., 2001). 

 

Il a été montré que des PNA ainsi complexés sont plus facilement internalisées par les cellules. De plus, les chimères 

ADN/PNA sont capables de stimuler l’activité RNase H via la séquence d’ADN conduisant à un clivage spécifique de 

l’ARNm cible dans la région ARN-DNA du duplex formé (Uhlmann, 1998). Récemment, ces chimères ADN/PNA ont 

été démontrées comme étant la meilleure solution, devant les PNA modifiés, pour permettre l’entrée des composés 

dans le noyau (Rasmussen et al., 2006). Le seul obstacle a leur utilisation est qu’il faut trouver une séquence d’ADN 

suffisamment complémentaire pour permettre l’entrée mais pas trop pour éviter que le PNA n’y reste fixé, ce qui le 

rendrait inactif. Des études de longs PNA dirigés contre l’IRES du VHC ont montré ce problème (Nulf et Corey, 

2004a).  

M E T H O D E S  A L T E R N A T I V E S  

D’autres méthodes visant à améliorer l’entrée de PNA non modifiés ont été évaluées. La micro-injection directe 

dans les cellules a été réalisée avec succès contre la protéine antigène T du SV40 dans une lignée cellulaire dérivée 

des fibroblastes (Hanvey et al., 1992). Il est également possible de perméabiliser les cellules avec la streptolycine-O 

pour faire entrer des PNA dans des cellules fibroblastiques de souris transgéniques (Faruqi et al., 1998) ou dans les 

mitochondries de cellules de mammifères (Flierl et al., 2003). 

Récemment, deux nouvelles méthodes qui permettraient, à terme, l’utilisation thérapeutique des PNA non modifiés 

ont été proposées. Une première stratégie pourrait consister à opsoniser des PNA de manière électrostatique sur 

des microsphères de polymères spécifiquement conçues à cet effet (Figure 81). Cette stratégie a permis d’obtenir 

98% de cellules dans lesquelles le complexe a pénétré et s’accompagne d’inhibitions très bonnes (Chiarantini et al., 

2005). 
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Figure 81 : Représentation schématique de la formation d'un complexe PNA/microsphère. (Chiarantini et al. , 2005)  

Une autre stratégie consiste à charger des érythrocytes avec des PNA par une dialyse hypotonique puis à les  

relarguer de manière isotonique dans la cellule (Figure 82). Cette approche a permis d’obtenir  un ciblage sélectif des 

macrophages et une inhibition très efficace de l’expression de la protéine iNOS (Chiarantini et al., 2005). 

 

Figure 82 : Représentation schématique de la charge d'érythrocytes avec des PNA. (Chiarantini et al. , 2005)  

4.2 - MOD I FI CA T I ON S D ES PNA 

Une autre possibilité pour améliorer la bio-distribution consiste à coupler le PNA avec un peptide qui favorise sa 

pénétration en cellule, ou CPP (Cell Penetrating Peptide). Des couplages avec des conjugués lipophiles ont également 

été proposés.  

L E S  P E P T I D E S  D E  P E N E T R A T I O N  E N  C E L L U L E  

Toute une classe de CPP a été décrite dans les dix dernières années (Fischer et al., 2005). Ce sont en général des 

peptides cationiques avec un grand nombre d’arginines. Les exemples les plus courants sont le peptide 

antennapedia, la pénétratine ou le peptide Tat du VIH. Des arginines ou lysines seules ont également des propriétés 

de pénétration en cellule. Il a été initialement montré que ces CPP pénétraient dans la cellule via des mécanismes 

indépendants des récepteurs. Des résultats plus récents montrent que les CPP pénètrent par la voie des endosomes 

(Koppelhus et al., 2002)  ou par macro-pinocytose (Wadia et al., 2004). Le défi est alors pour ces CPP de 

« s’échapper » des endosomes pour atteindre des cibles cytoplasmiques ou nucléaires, les endosomes étant 

également entourés par une double couche lipidique. 

En effet, si la voie endosomale ne pose pas de problème pour les virus qui l’utilisent pour rentrer dans la cellule, 

c’est grace à une protéine de fusion qui déstabilise les endosomes lorsque ceux-ci s’acidifient pour devenir des 

lysosomes. Ce n’est pas le cas des CPP, mais il a été montré récemment que la fusion d’un peptide Tat avec la 

protéine de fusion du virus influenza (HA2) augmentait significativement l’activité de la molécule couplée (Wadia et 

al., 2004). Au final, le problème est qu’une telle construction a une taille de 32nt, ce qui ajouté à la longueur du PNA 

fait un peptide très long, difficile à synthétiser et dont l’utilisation thérapeutique parait improbable (Nielsen, 2005). 

Plusieurs études suggèrent toutefois la possibilité de réaliser des couplages avec de courts peptides de type poly-

arginine (Nielsen, 2005) ou de type hélice amphiphile (Maier et al., 2006). Dans cette dernière étude, l’efficacité 
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d’un PNA dirigé contre le transcrit du gène de CD40 en modèle murin, couplé à un peptide de 10mer réalisant une 

hélice amphiphile a pu être montré. 

C O N J U G U E S  L I P O P H I L E S  

D’autres études ont permis de montrer que le couplage des PNA avec des conjugués lipophiles pouvait améliorer 

l’entrée des molécules in vitro. Des conjugaisons ont été réalisées avec l’acide acétique adamantyle (Ljungstrom et 

al., 1999), l’acridine (Shiraishi et Nielsen, 2004), l’acide décanoïque (Bendifallah et al., 2003), etc… Dans tous les cas, 

la pénétration a été améliorée mais l’action inhibitrice du PNA n’a pas toujours été démontrée. 

Une stratégie récemment mise au point pourrait permettre des développements nouveaux (Filipovska et al., 2004). 

Dans ce cas, le PNA est conjugué à un cation lipophile, TPP (triphénylphosphonium) par l’intermédiaire d’un pont 

disulfure (Figure 83-A). Le milieu extra cellulaire étant oxydant, ce type de composés présente une stabilité 

suffisante lors d’une utilisation thérapeutique. La charge portée par l’ensemble, en raison de la différence de 

potentiel au niveau de la membrane, permet la pénétration (Figure 83-B). A l’intérieur de la cellule, le milieu 

réducteur libère le PNA dans le cytoplasme où il pourra agir sur sa cible. A notre connaissance, il n’a cependant pas 

été publié à ce jour d’études in vitro ou in vivo utilisant cette méthode de conjugaison. 

 

Figure 83 : (A) Couplage d'un PNA au TPP, une molécule lipophile (B) et modèle de pénétration dans la cellule. (Filipovska 

et al. , 2004) 
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I  -  O B J E C TIF  DE S  T RAV AU X  

Le virus de l’hépatite C représente aujourd’hui un problème majeur de santé publique de part le nombre de 

personnes infectées dans le monde et le risque important de développement de maladies hépatiques, avec 

notamment le développement possible, 20 à 30 ans après l’infection, de carcinome hépatocellulaire. 

Le traitement actuel, une combinaison entre l’interféron alpha-pégylé et la ribavirine permet d’obtenir de très bons 

résultats mais de manière inégale selon les génotypes du VHC infectant les patients. De plus, il présente de 

nombreux effets indésirables ce qui le rend difficile à tolérer. 

Nos travaux s’inscrivent dans ce double constat : 

- le traitement actuel doit être amélioré pour gagner en efficacité et en tolérance pour les patients. 

- il est indispensable d’anticiper le futur en étudiant des stratégies capables de cibler le virus dans une région 

conservée et non sujette à modifications dans l’hypothèse d’apparition de résistances. 

Trois études ont alors été conduites.  

 La première étude a fait l’objet d’une publication intitulée « Un nouvel interféron alpha variant possède 

une activité inhibitrice de la réplication du VHC de génotype 1 accrue dans le modèle du réplicon 

subgénomique, comparé à l’interféron α 2b utilisé en thérapie ». Elle présente les résultats obtenus en 

étudiant des interférons alpha-variants isolés à partir d’études du polymorphisme naturel dans les gènes 

codant l’interféron-alpha. Une interféron intéressant, GEA007.1 a retenu notre attention pour ses propriétés 

et devrait poursuivre son développement via une collaboration avec la société GenOdyssee. 

 La deuxième étude est soumise pour publication et s’intitule «  De courts Peptide Nucleic Acids (PNA) 

inhibent in vitro la traduction dépendante du site interne d’entrée du ribosome (IRES) du virus de 

l’hépatite C ». Les résultats obtenus montrent que des antisens de deuxième génération de type PNA de 

10mer de longueur ont une activité inhibitrice en ciblant spécifiquement la région IRES du VHC. Un composé, 

PNA-10 est particulièrement intéressant. Nos travaux montrent cependant la difficulté de travailler avec ce 

type de composés dans une optique thérapeutique. 

 La dernière étude a fait l’objet d’une publication intitulée « Un PNA cyclique ciblant le domaine IV de l’IRES 

du VHC inhibe in vitro la traduction  IRES dépendante ». Cette étude a été réalisée en parallèle avec la 

précédente et présente les résultats d’inhibition de la traduction IRES dépendante par un PNA cyclique. 

Cette étude valide le concept de la cyclisation de PNA courts et permet d’envisager d’autres 

développements de molécules. 

 





 

115  

 

  Résultats et discussion 
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B -  I N TRO DU C TIO N  E T O B J E C TIF S  DE  L ’E TU DE  

’interféron alpha (IFN-) est à la base du traitement de l’hépatite C en combinaison avec la ribavirine. Utilisé 

d’abord en monothérapie (Hoofnagle, 1986), puis en combinaison avec la ribavirine (Poynard et al., 1998) et 

enfin sous une forme pégylée, toujours en association avec la ribavirine (Fried et al., 2002; Manns, 2001), c’est 

une molécule efficace mais qui n’est pas dénuée d’effets secondaires ; les principaux étant un syndrome pseudo-

grippal et une dépression nerveuse. La recherche de nouveaux IFN, plus efficaces et permettant de diminuer ces 

effets par diminution des dosages est nécessaire. 

M O D E L E  E X P E R I M E N T A L  

Avant le développement récent du système de réplication complet du VHC (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 

2005; Zhong et al., 2005), les réplicons du VHC étaient le modèle le plus approprié pour étudier la réplication du VHC 

et l’effet de composés antiviraux potentiellement capables d’inhiber cette réplication (Blight et al., 2000; Lohmann 

et al., 1999). Avant d’amorcer ce travail, nous avions étudié l’activité antivirale des IFN-,  et  en utilisant ce 

modèle et montré, comme d’autres équipes, que les IFN-,  et  sont capables d’inhiber la réplication de l’ARN du 

VHC dans le système des réplicons (Cheney et al., 2002; Frese et al., 2001; Frese et al., 2002; Guo et al., 2001; 

Lanford et al., 2003). En outre, les voies de transduction du signal induites par la fixation des IFN- sur leur récepteur 

sont fonctionnelles dans les cellules Huh-7, bien que certaines voies normalement activées par les ARN double-brin 

soient défectives dans ces cellules (Keskinen et al., 1999; Lanford et al., 2003; Melen et al., 2000). 

I N T E R F E R O N S - A L P H A  V A R I A N T S  

Afin de découvrir de nouvelles cytokines aux propriétés biologiques intéressantes et potentiellement plus actives 

que celles déjà connues, la société GenOdyssée, a étudié les variants des gènes codant pour différentes cytokines 

(notamment les interférons) dans la population humaine. Un criblage des gènes a ainsi permis d’identifier des 

polymorphismes nucléotidiques naturels uniques. Les protéines correspondantes aux gènes possédant ces 

polymorphismes nucléotidiques ont été synthétisées. A partir d’une banque d’ADNc constituée de l’ADN génomique 

provenant de 239 individus, représentant 85% de la diversité génétique humaine (Figure 84), la présence de 

polymorphismes nucléotidiques uniques a été recherchée dans les gènes des différents IFN-. Les polymorphismes 

provoquant un changement dans la séquence en acides aminés ont été sélectionnés et l’impact de ces mutations sur 

la structure tridimensionnelle des protéines d’IFN- variants (notés GEA00XX) en résultant, a été prédite par des 

outils de modélisation. 

 
Figure 84 : Relation phylogénétique déduite du panel de population de GenOdysée. Adapté de  :(Cavalli-Sforza et al. , 1994) 
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Les IFN- variants GEA007.1, GEA009.2, GEA011.1 et GEA013.1 sont des mutants naturels des IFN-17, -21, -5, et 

-7, respectivement et diffèrent de ces derniers par la mutation d’un acide aminé (Tableau 3). Le GEA007.1 diffère 

de la protéine d’IFN--17 par un seul acide aminé (substitution la Glycine 45 en Arginine). Cette modification d’acide 

aminé modifie la structure tridimensionnelle de la protéine. Les IFN- variants ont été produits en utilisant le 

système de levures Pichia pastoris. L’IFN-2b a été produit dans ce système, dans les mêmes conditions que les IFN-

 variants, et correspond alors à l’IFN--2WT.  

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : Comparaison de la séquence en acides-aminés des IFN-α variants étudiés.  

 

O B J E C T I F S  D E  L ’ E T U D E  

Nous avons alors cherché à évaluer l’effet inhibiteur de différents IFN- variants dans le modèle du réplicon sous-

génomique du VHC (lignée BM4-5) en comparaison avec l’IFN-2WT et à comprendre les mécanismes d’action du 

variant le plus actif, GEA007.1, en essayant d’expliquer sa capacité à éliminer à long terme des cellules le réplicon 

VHC et son activité inhibitrice supérieure. 

Swiss-Prot Gène IFN-α humain Mutation Protéine IFN-α variant 

P01571 

P01567 

P01563 

P01569 

P01568 

17 

7 

2b 

5 

21 

G45R 

D95N 

Aucune 

C122S 

K179E 

GEA007.1 

GEA013.1 

IFN-α2WT 

GEA011.1 

GEA009.2 



 

127  

 

  Résultats et discussion 

C -  R E S U L TATS   

Activité antivirale des IFN-, - et - en monothérapie dans la lignée des réplicons BM4-5  

Les interférons-, , et  inhibent la réplication de l’ARN sous-génomique du réplicon VHC (lignée BM4-5). L’IFN a 

un effet antiviral qui paraît particulièrement important. Les résultats sont présentés Figure 85 ci-dessous. 

 

 

Figure 85 : Inhibition de l’ARN sous-génomique du VHC (lignée BM4-5) par les IFN-α , β, et γ. 

 (A) L’IFN--2b (Introna), l’IFN- humain recombinant (Sigma) et l’IFN- humain recombinant (Sigma) ont été administrés 

pendant 3 jours consécutifs à différentes doses. A la fin du traitement l’ARN a été extrait et l’ARN du VHC a été quantifié après 

Northern Blotting. Les expériences ont été réalisées en duplicata.  

(B) Effet antiviral et cytotoxicité des IFN-2b,  et  

 

Le variant GEA007.1 inhibe la réplication de l’ARN sous-génomique du VHC de façon plus importante que l’IFN-

2WT et que les autres IFNs- variants  

Les cellules BM4-5 ont été traitées pendant trois jours consécutifs par des concentrations croissantes des différents 

IFN-. Cette expérience a été réalisée trois fois en triplicata. Après extraction de l’ARN cellulaire total et révélation 

par Northern blot des ARN du VHC de polarités négative et positive relativement à l’ARNm de la  actine, les 

moyennes des IC50 des différents IFN ont été déterminées pour les différentes expériences. L’ordre d’activité des IFN 

est le suivant avec les IC50 moyennes indiquées entre parenthèses : GEA007.1 (22,7 pg/ml) > GEA013.1 (95,6 pg/ml) > 

IFN--2WT (154,2 pg/ml) > GEA011.1 (187,9  pg/ml) > GEA009.2 (483,3 pg/ml). La meilleure activité antivirale du 

GEA007.1 est aussi flagrante lorsqu’on compare les IC90 des différents interférons. (471pg/ml vs 3080pg/ml pour 

l’IFN-α2WT. 

 

VOIR FIGURE 1 ET TABLEAU 1 DE L’ARTICLE. 

 

Le traitement prolongé des cellules BM4-5 par le GEA007.1 permet d’éliminer l’ARN du VHC  
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Le traitement des cellules BM4-5 pendant 20 jours (les cellules étant repiquées au quart lorsqu’elles sont à 

confluence) par 333 pg/ml de GEA007.1 en absence de généticine a permis d’éliminer l’ARN du VHC des cellules 

BM4-5, tandis qu’un traitement selon le même protocole par l’IFN-2WT a fait diminuer l’ARN viral mais ne l’a pas 

supprimé. En effet, à l’arrêt du traitement par IFN-, seules les cellules non traitées ou ayant été traitées par l’IFN-

2WT survivent en présence de généticine. 

 

VOIR FIGURE 2 DE L’ARTICLE 

 

Le GEA007.1 induit de façon plus efficace que l’IFN-2WT les protéines issues de la transduction du signal par 

l’IFN- 

Les cellules BM4-5 ont été transfectées avec un plasmide rapporteur contenant un élément de réponse à la 

stimulation par un interféron (ISRE) localisé en amont d’un gène codant la luciférase. Vingt-quatre heures après 

transfection, les cellules ont été soit laissé sans traitement, soit traités par une gamme d’IFN--2WT ou d’IFNv, de 

0,3 ; 3 ; 33 ; 333 ou 3333pg/ml. L’activité luciférase a été mesurée 24h plus tard et les résultats obtenus ont été 

normalisés a ceux obtenus avec l’IFN--2WT. Les résultats obtenus montrent une meilleure activation des voies IFN 

par GEA007.1. Elle est trois ou deux fois supérieure à celle obtenue avec l’IFN-α2WT aux concentrations de 33pg/ml 

et 333pg/ml respectivement. Aux concentrations plus élevées, la différence s’estompe, probablement du fait de la 

saturation des récepteurs. Nous avons donc poursuivi nos études en travaillant à une concentration de 33pg/ml. 

D’autres cellules BM4-5 ont été traitées par l’IFN-2WT ou le GEA007.1 à la concentration de 33 pg/ml. Les 

protéines cellulaires totales ont été recueillies à des temps successifs et les protéines PKR et p48 notamment ont été 

révélées par Western blot. L’expression de ces protéines est induite de façon plus importante par le GEA007.1 par 

rapport à l’IFN-2WT.  

Ces deux résultats suggèrent une efficacité plus grande de la transduction du signal par le GEA007.1 par rapport à 

l’IFN--2WT. 

VOIR FIGURE 3 ET FIGURE 4 DE L’ARTICLE 

 

L’expression intracellulaire des gènes spécifiques de l’IFN- est plus importante après traitement par le GEA007.1 

qu’après traitement par l’IFN-2WT  

Pour élargir les résultats obtenus en Western Blot et pour essayer d’avoir une vue globale des différences observées 

dans la transduction du signal déclenché par l’IFN-α2WT et GEA007.1, l’expression des gènes stimulés par 

l’interféron (ISGs) a été analysée quantitativement par des puces. L’analyse montre une activation globalement plus 

importante de la voie de transduction du signal par le GEA007.1 comparée à l’IFN-2WT. La plus grande activité 

antivirale du GEA007.1 est donc reliée à une transduction plus efficace du signal, probablement liée à une 

interaction particulière avec le récepteur des IFN de type 1 en fonction de la séquence en acides aminés propre à 

chaque IFN. 

VOIR TABLEAU 2 DE L’ARTICLE 
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D -  D IS C U S S IO N  

ujourd’hui, bien qu’en attente d’un usage clinique de nouvelles molécules actuellement en développement, 

l’IFN- demeure un composant majeur du traitement de l’hépatite C. Son usage restera d’ailleurs 

probablement obligatoire en combinaisons avec de nouveaux inhibiteurs du VHC en prévision de l’apparition 

de résistances (Fried et al., 2002). Cependant, l’IFN-2b ou α2a n’est pas efficace dans tous les cas et l’on observe de 

nombreux cas de patients non-répondeurs ou qui échappent à la bithérapie actuelle. Différents facteurs peuvent 

expliquer cette résistance, incluant des facteurs virologiques et des facteurs génétiques de l’hôte. Ainsi le génotype 1 

est associé à des taux de réponse plus faible que les génotypes 2/3 (Fried et al., 2002; Manns, 2001), et des facteurs 

génétiques de l’hôte (âge, sexe,…) peuvent influencer le taux de réponse aux thérapies basées sur l’interféron (Chen 

et al., 2005; Kinzie et al., 2001). 

L’objectif initial de ce travail était de déterminer si de nouveaux interférons, avec une activité améliorée contre le 

génotype 1 du VHC, pouvaient être identifiés parmi des IFN variants ayant une activité antivirale dans des cellules 

infectées par le VSV (Virus de la Stomatite Vésiculaire) et vis-à-vis de l’EMCV (Virus de l’Encéphalomyocardite) chez 

des souris infectées in vivo (Tovey et al, données non publiées). Le résultat principal de notre travail est la plus 

grande efficacité antivirale de GEA007.1 et dans une certaine mesure de GEA0013.1 comparé à l’IFN-2b dans le 

modèle de réplicon sous-génomique du VHC, avec une IC50 pour le GEA007.1 environ sept fois plus faible que celle 

de l’IFN--2WT. Cette activité plus importante a permis la clairance du VHC par le GEA007.1 après une 

administration prolongée, alors que l’IFN--2WT administré dans les mêmes conditions n’a pas totalement éliminé 

l’ARN viral.  

Ces résultats sont en accord avec les études montrant que les voies de transduction induites par les IFN- sont 

qualitativement fonctionnelles dans les cellules Huh-7, et que la présence des réplicons ne perturbe pas ces voies de 

transduction (Hayashi et al., 2005; Melen et al., 2000; Zhu, 2003). 

La plupart des gènes comme ADAR, IFI6-16 (G1P3), ISG56 (IFIT1), Mx1, PKR, IFI27, ISG15 (G1P4), identifiés par les 

puces comme induits par le traitement par IFN-, ont également été décrits dans d’autres études (Cheney et al., 

2002; Mihm et al., 2004; Zhu, 2003).Mx1 est le gène qui a été le plus induit dans notre système. In vivo, Mx1 (aussi 

appelé MxA) est exprimé à un niveau élevé dans le foie et dans les PBMC (peripheral blood mononuclear cells) de 

patients atteints d’hépatite C (Mihm et al., 2004). De plus, une forte expression hépatocellulaire de Mx1 avant 

traitement est prédictive d’une non réponse au traitement par IFN- et ribavirine (MacQuillan et al., 2002). Ce 

résultat suggère que la réplication du VHC persiste malgré une forte expression de Mx1 et est en accord avec 

l’absence de rôle de Mx1 dans l’inhibition de la réplication du VHC dans le modèle des réplicons. L’augmentation de 

Mx1, tant lors de l’infection in vivo que dans nos expériences reflète donc seulement l’activation de la voie de 

signalisation de l’IFN-. 

L’activité biologique des IFN est lié à leur capacité d’induction des voies de transduction de signal et dépend donc de  

leur affinité pour leur récepteur. Les différences des séquences en acides aminés entre les différents IFN- variants 

peuvent expliquer une affinité particulière de GEA007.1 pour le récepteur des IFN- et une plus grande capacité 

d’induction du signal. Nos résultats montrent que la différence d’activité entre IFN--2b et GEA007.1 n’est pas liée à 

l’activation d’un gène particulier mais au fait que la cascade de signalisation dans son ensemble est plus 

efficacement activée par GEA007.1. Différentes hypothèses ont permis d’établir que le mécanisme d’action anti-VHC 

de l’IFN- est dépendant d’une voie Jak-STAT et de protéasomes fonctionnels. Les voies dépendant des ARN double-

brin, comme celle de la PKR ou de la RNaseL, ne semblent par contre pas impliquées (Guo et al., 2003b). Le 

programme antiviral induit par l’IFN- ciblerait directement la traduction dirigée par l’IRES du VHC, conduisant à la 

réduction de la synthèse protéique virale. Du fait du lien étroit entre traduction, assemblage des complexes de 

réplication et synthèse de l’ARN viral, l’IFN- inhibe également l’amplification de l’ARN viral (Guo et al., 2004).  

A 
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E -  C O N C L U S IO N  

n conclusion, cette étude a montré que l’IFN- variant GEA007.1 a une activité inhibitrice sur la réplication de 

l’ARN du VHC plus puissante que celle de l’IFN-2b, dans le modèle du réplicon sous-génomique du VHC. 

Cette activité antivirale est associée à une induction plus importante des voies de transduction du signal et a 

permis d’éliminer le VHC des cellules après une administration prolongée. 

Ces résultats suggérant une affinité plus grande pour le récepteur, il serait intéressant de poursuivre l’évaluation de 

ces composés, notamment lors d’essais cliniques, afin de savoir si l’augmentation d’activité in vitro s’accompagne 

d’un bénéfice clinique. Dans ce contexte, la détermination de l’activité du composé chez les non-répondeurs et 

l’étude de la possibilité de diminution des dosages, dans l’objectif de diminuer les effets secondaires liés à l’IFN, 

seraient des pistes intéressantes de recherche. 
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I I I  -  ÉTU DE  2:  PNA  L IN E AIRE S  DIRIG E S  C O N TRE  L ’IRES  DU VHC 

 

 

 

 

 

De courts « Peptide Nucleic Acids » (PNA) inhibent in vitro la traduction dépendante du 

site interne d’entrée du ribosome (IRES) du virus de l’hépatite C. 

Amaury Martin1, David Durantel1, Sergio A. Caldarelli2, Christine Alotte1, Audrey Di Giorgio2, Nadia Patino2, Roger 

Condom2, Fabien Zoulim1, and Olivier Hantz 1* 

 

 

1 Université de Lyon, Lyon, F-69003, France ; Université Lyon 1, IFR 62, Lyon, F-69372 ; INSERM, U271, Virus des 

hépatites et pathologies associées, Lyon, F-69424, France. 

2 Laboratoire de Chimie des Molécules Bioactives et des Arômes UMR-CNRS 6001, Université de Nice-Sophia 

Antipolis, Parc Valrose, Nice, F-06108, France. 

 

 

Short Peptide Nucleic Acids (PNA) inhibit hepatitis C virus Internal Ribosome Entry Site (IRES) dependent 

translation in vitro. 

Soumis pour publication en Décembre 2006 dans Antiviral Research. 





 

133  

 

  Résultats et discussion 

A -  A RTIC L E  

Short Peptide Nucleic Acids (PNA) inhibit hepatitis C virus Internal Ribosome Entry Site 

(IRES) dependent translation in vitro. 
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S U M M A R Y  

The internal ribosome entry site (IRES) of hepatitis C virus (HCV) which governs the initiation of protein synthesis on 

viral RNA is well conserved among all HCV genotypes and thus represents an ideal target for antisense approaches. 

Using an original bicistronic plasmid, we first established that the sequence and translational activity of HCV IRESs 

cloned from six patients, responders or not to combination therapy, was conserved. We then tested the hypothesis 

that second generation antisense molecules, i.e. short Peptide Nucleic Acids (PNA), could inhibit HCV translation by 

binding to the highly conserved IIId or IV loop regions of the IRESs. Five 6-10mer PNAs were designed. They strongly 

inhibit HCV IRES-driven translation in a rabbit reticulocyte lysate assay with an IC50 value of 54nM for the best PNA. 

This inhibition was highly specific since corresponding PNAs with only one mismatch were inactive. Short 

phosphorothioate oligonucleotides of same sequence were unable to inhibit HCV translation. Finally, despite 

inefficient uptake in living cells, a PNA molecule was shown to have anti HCV activity in Huh-7.5 cells when 

electroporated with a full-length HCV genome construct. In summary, we have demonstrated in vitro the potential 

of short PNA molecules directed against the HCV IRES. 

                                                                         

I N T R O D U C T I O N  

Worldwide, 170 million people are infected by hepatitis C virus (HCV) and in more than 70% of the cases the virus 

causes persistent infection that predisposes carriers to the development of liver diseases, cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma (Poynard et al., 2003; Seeff, 2002). The average Sustained Viral Response (SVR) to 

treatments based on the association of pegylated alpha interferon 2a or 2b and ribavirin is 50-60% (Fried et al., 

2002; Manns, 2001). However, this therapy is often poorly tolerated because of significant side effects (Manns, 

Wedemeyer, and Cornberg, 2006). Thus, numerous efforts to develop new therapies are in progress to overcome 

the failure of current treatments (Pawlotsky, 2006). 

HCV, a member of the Flaviriridae family, is a single-strand positive-sense RNA virus (Choo et al., 1989). The virus 

genome is 9,600 nucleotides long and encodes a polyprotein of approximately 3000 residues and an alternate 

reading frame that overlaps the core protein gene (Walewski et al., 2001). Initiation of translation depends on a cap-

independent mechanism, mediated by an internal ribosome entry site (IRES) located in the 5’UTR region of the viral 

RNA (Tsukiyama-Kohara et al., 1992). Despite an overall high genetic variability of HCV (Smith et al., 1995), it has 

been shown that the IRES sequence is highly conserved. It was possible to define a single predicted RNA secondary 

structure of the IRES which contains three stem-loops (II to IV) and a pseudoknot (Figure 1A) (Honda et al., 1999; 

Honda, Brown, and Lemon, 1996) as a necessary condition to maintain its activity (Thelu et al., 2004). Therefore, it is 

an attractive drug target for antisense based therapeutical approaches. 

Several groups have already tested antisense oligonucleotides that inhibit HCV RNA and polyprotein synthesis both 

in vitro and in mouse models (Alt et al., 1999; Brown-Driver et al., 1999; Hanecak et al., 1996; Lima et al., 1997; 

Mizutani et al., 1995; Seki and Honda, 1995; Vidalin et al., 1996; Wakita and Wands, 1994; Zhang, 1999). Phase I/II 

clinical trials based on a phosphorothioate (PS-ODN) molecule (ISIS14803) were also initiated but were stopped for 

reasons of lack of efficacy (McHutchison et al., 2006). More generally, antisense oligonucleotides used until recently 

were first generation oligonucleotides that are generally sensitive to nuclease degradation, show low affinity profiles 

towards their target and show side effects when used in vivo (Crooke, 2004). 

Second generation antisense oligonucleotides may improve the efficacy of such approaches. They possess 

modifications both on the sugar and the backbone and have already shown in vitro activity against HCV (McCaffrey, 

2003; Tallet-Lopez et al., 2003). Nevertheless, the development of effective new therapeutical agents to control HCV 

infection is required and may be provided by another class of antisense molecules, i.e. Peptide Nucleic Acids (PNA). 
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PNA are nucleic acid analogues containing natural nucleoside bases on a pseudo-peptide backbone (Nielsen et al., 

1991). They can bind efficiently to DNA and RNA sequences and were shown to efficiently inhibit mRNA translation 

by binding to the entry site for the ribosomal small subunit (Doyle et al., 2001).  

Here we tested the hypothesis that short PNAs of 7 – 10 nucleotides in length targeted to the HCV IRES IIId stem-

loop region or to the IV loop region that contains the AUG start codon could inhibit in vitro HCV translation both in a 

Rabbit Reticulocyte Lysate (RRL) assay and in cultured Huh-7.5 cells transfected with full length HCV genome RNA 

transcripts. 

 

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

Plasmid construction  

Constructions were carried out using standard molecular cloning techniques (Sambrook and Russell, 2001) The 

bicistronic plasmid termed pFl-hRl is based on a pCDNA3.1 (+) backbone (Invitrogen). Sequences coding for Firefly 

Luciferase (Fluc) were obtained from pGL3 basic (Promega). A HindIII – EagI fragment (containing the Fluc coding 

region) was PCR amplified using specific primers (HindIII-Fluc_Fwd : CCCAAGCTTATGGAAGACGCCAAAAACATA and 

EagI-Fluc_Rv : ATAGTTTAGCGGCCGCTTACACGGCGATCTTTCCGCCCTTC). After restriction with HindIII and EagI as 

recommended by the manufacturers (Promega and New England Biolabs), the amplification product was inserted 

between the HindIII and NotI sites of pCDNA 3.1(+), downstream of CMV and T7 promoters, thereby generating the 

intermediate construct pFl. Next, an XbaI – ApaI fragment (containing the humanized Renilla Luciferase coding 

region, hRluc) was obtained by PCR amplification of phRLuc-SV40 (Promega) using specific primers (XbaI-hRluc_Fwd: 

GCTCTAGAATGGCTTCCAAGGTCTACGACC and ApaI-hRluc_Rv: GCTGGGCCCTTACTGCTCGTTCTTCAGCAC). After 

restriction with XbaI and ApaI as recommended by the manufacturer (Promega), the amplification product was 

inserted downstream from the Fluc sequence, thereby generating the construct pFl- hRl. (Figure 1C). The junction 

between the end of the Fluc sequence and the beginning of the hRluc sequence was analysed among the different 

clones (using primers vc_Fwd : TGTGGACGAAGTACCGAAAGGTC and vc_Rv : ATGGCTGGCAACTAGAAGGCA) by direct 

and reverse sequencing of the region (Genome Express, France). Ligation reactions were carried out using T4 DNA 

ligase (Promega). The E. Coli DH5α strain was used for plasmid transformation and propagation. 

Patients 

Six patients chronically infected by HCV, treated with a combination of interferon α-2b and ribavirin, were 

retrospectively included in the study. Three patients were sustained responders and three patients were non-

responders. Sustained response was defined as a decrease of HCV RNA titers below the detection limit with a 

normalisation of ALT levels, which were maintained after the end of the treatment. Non-response was defined as no 

decrease of HCV RNA titers or a decrease of less than one log10 copies/ml, during and after treatment without a fall 

of ALT to the normal range. For sustained responder patients, a sample in the first month of treatment, before 

disappearance of RNA, was used for RNA extraction. In the case of non-responder patients, RNA from one serum 

sample at month 6 was studied. All patients were infected by genotype 1 HCV. 

RNA extraction, amplification of HCV IRES and preparation of bicistronic plasmids. 

HCV RNA was extracted from the sera using the QIAmp viral RNA Kit (Qiagen), according to the manufacturer’s 

instructions. The 5’UTR was reverse transcribed and amplified using Qiagen OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) and the set 

of primers determined from the IRES region (primer IRESfwd 5’ ggcggccgGCGACACTCC(G/A)CCATGAAT 3’ containing 

an EagI cloning site shown in lower-case letters and IRESrv 5’ cgtctagaAGGATTCGTGCTCATGGTGC 3’ containing an 

XbaI cloning site). These primers amplified fragments from nt 19 of the 5’UTR to nt 341. The RT reaction was 

performed for 30min at 60°C followed by 15min at 95°C. PCR was carried out for 40 cycles (94°C, 30 sec; 55°C, 45 

sec; 72°C, 30 sec). RT-PCR reactions were performed on I-Cycler (BioRad). The final PCR products were analyzed by 
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electrophoresis on a 2% agarose gel, stained with ethidium bromide, and observed under UV light. The PCR products 

were purified using QIAquick PCR purification kit (Qiagen) as specified by the manufacturer and quantified by UV 

spectrophotometry. The fragments and the bicistronic plasmid were digested with EagI and XbaI. Ligation was 

performed overnight using T4 DNA ligase (Promega) as specified by the manufacturer. XL2 bacteria were 

transformed with ligation products. Plasmids are labelled pFl-hRl SR or NR respectively for Sustained Responders and 

Non Responders. Sequencing was performed (Genome Express, France) after preparation of the plasmids to ensure 

that the integrity of the sequence was conserved. 

In vitro coupled transcription and translation assay  

To assay IRES activity, we used TnT Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega). Briefly, instead of 

performing in vitro RNA synthesis using T7 polymerase followed by in vitro translation in a Rabbit Reticulocyte Lysate 

(RRL), we added 1µg of circular bicistronic plasmid in 25µl of TnT T7 Quick Master Mix (includes RRL, Buffer, T7 RNA 

polymerase, aa mixture met-, RNasin) supplemented with 1µl of methionine and incubated for 90 min at 30°C. The 

synthesized proteins were analyzed by luciferase assay.  

Cell culture and transfection 

To assay the construct in cell culture, Huh-7 cells (Nakabayashi, 1982) were grown in Dulbecco's modifed Eagle's 

medium (DMEM) supplemented with 10% foetal calf serum (FCS). Subconfluent monolayers of cells in 24-well plates 

(15 mm diameter) were transfected with 1 µg of bicistronic plasmid DNA in 500 µl OptiMEM containing 3µl FuGene-

6 (Roche). Four replicate wells were transfected with each construct and each experiment was performed at least 

twice. After two hours incubation at 37 °C, 1 ml of growth medium was added to the wells. The cells were harvested 

24 h later and cell lysates were assayed for luciferase activity as described below. Electroporation of RNA transcripts 

was performed in Huh-7.5 cells, an Huh-7 derivative that is highly permissive for HCV replication (Blight, McKeating, 

and Rice, 2002). HCV RNA was transcribed in vitro from replicon I389/NS3-3’/lucUbiNeo-ET (kindly provided by Pr. 

Ralf Bartenschlager) (Kronke et al., 2004) or the HCV luc-JFH1 full length genome construction (Wakita et al., 2005) 

and electroporated into cells as described previously (Blight, McKeating, and Rice, 2002). In brief, RNA transcripts (5 

µg) were mixed with 2 x 106 washed cells in 0.2 ml in a 2-mm gap cuvette and immediately pulsed (820 V, 99-µs pulse 

length, five pulses at 1.1s intervals) using a BTX ECM 830 square wave electroporation system (Genetronics, San 

Diego, Calif.). Electroporation was performed with RNA alone or RNA mixed with a range of PNA-10 or PNA control of 

6.5, 13, 20 and 26 nM. The cells were seeded into 24-well plates and were harvested at 24 h, 48h and 72h after 

plating. Cell lysates were assayed for luciferase activity as described below. Experiments were performed twice in 

duplicates. 

Luciferase Assay 

The enzymatic activities of Fluc and hRluc were measured using the Dual Luciferase Reporter Assay System 

(Promega). For RRL or TnT in vitro assays, 2.5 µl of reticulocyte lysate were analysed for each experiment with 

sequentially programmed addition of 50µl of Luciferase Assay Reagent 2 and 50µl of Stop & Glo. The ratio of hRluc 

activity to Fluc activity was presented in arbitrary units as the relative luciferase activities. Light emission was 

integrated over a period of 1 sec in a Luminoskan Ascent, with 1 sec of lag time between readings. Similar 

quantifications were performed after transfection of bicistronic plasmids in cell culture or electroporation of HCV 

RNA from the subgenomic luciferase replicon or the Luc-JFH1 construct. In these cases, after removing the growth 

medium from the cultured cells and washing the surface of the culture vessel with PBS, the minimum volume of 

Passive Lysis Buffer (PLB) recommended by the manufacturer (Promega) was dispensed into each culture well. For 

cultures performed in 24-well culture plate, 125 µl of PLB was added. After 15 min at room temperature, the lysate 

was transferred to a tube and 10µl were analysed in the conditions described above. 
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Peptide Nucleic Acid and Phosphorothioate oligonucleotide synthesis 

All PNAs (except PNA-10-scramble and PNA-10-fluo) used in this study were synthesized using the standard synthesis 

protocol (Christensen et al., 1995). Phosphorothioate oligonucleotides and PNA-10 scramble were purchased from 

Eurogentec (Angers – France). All molecules were purified and analyzed by high-performance liquid chromatography 

(HPLC). Their targets on the predicted HCV IRES secondary structure (Honda et al., 1999) are indicated in Figure 1A. 

Figure 1B summarizes the sequences of the different PNAs. 

 

R E S U L T S  

Comparison of the translational efficiencies of 5’UTRs in vitro and in cultured cells 

To analyse IRES activities both after in vitro translation and in Huh-7 transfected cells, a novel bicistronic plasmid 

allowing easy cloning and measurement of the biological activity of IRES in HCV isolates obtained from infected 

patients was constructed. The constructs used include the sequence from nt 19 of the 5’UTR to nt 15 of the core 

protein (nt 356 of the HCV genome). pFl-hRl, represented in Figure 1C, has a bicistronic translational unit controlled 

by a composite CMV/T7 promoter. Rather than the classic Renilla luciferase gene, a humanized Renilla sequence was 

used as a reporter gene for the monitoring of HCV IRES activity because of its supposedly improved translational 

activity levels (manufacturer's data). Effectively, in the Rabbit Reticulocyte Lysate (RRL) system, using a construct 

with an HCV-H77 reference strain IRES (genotype 1a), whereas the ratio of Renilla luciferase to Firefly lucificerase 

activity was about 0.4 when the humanized Renilla gene was used, it was only about 0.1 with the unmodified gene 

(data not shown). 

The IRESs from the selected patients (three sustained responders and three non responders, all infected with HCV 

genotype 1) were isolated and cloned into the bicistronic pFl-hRl and all constructs were sequenced. Very few 

differences between the sequences were observed (Table 1). When positioned onto the predicted IRES secondary 

structure, two were found to lie in unpaired regions of the IRES (C204A and C204U). The importance of maintaining 

the secondary structure of the IRES is shown by the other substitutions located in paired regions and which improve 

base-pairing (U78C and G107A). No differences were observed in the IIId and IV loop regions. 

The IRES activities of these different isolates were analyzed both in vitro in RRL and after transfection in Huh-7 cells. 

Results are summarized in Table 1. In both cases, no significant statistical difference of IRES activity was observed 

between the different constructs. Taken together, these results confirmed that the IRES of HCV is a highly conserved 

region at the nucleotide level and does not present inter-individual variations in activity. 

Inhibition of IRES dependent translation in vitro by Peptide Nucleic Acids  

The capacities of PNAs to inhibit the translation of HCV RNA were evaluated in the in vitro TnT coupled 

Transcription/Translation system using the construct pFl-hRl NR1. The IRES derived from NR1 patient was identified 

as being of genotype 1b HCV. Non-specific inhibitory effects were evaluated with the same construct by measuring 

the IRES independent translation of Firefly luciferase. 

Among the five PNAs studied, four showed a dose-dependent inhibitory effect. Inhibitions obtained using PNAs 

targeted to both regions, the IIId stem-loop region (PNA 7, 8 and 9) and the IV stem-loop region (PNA-10 and 11), are 

shown in Figure 2A. PNA-7 did not show an inhibitory effect at the tested concentrations. PNA-8, 9 and 11 exhibited 

a specific inhibitory effect with IC50s calculated respectively at 100nM, 100nM and 250nM. PNA-10 was the most 

effective with an IC50 estimated at 54nM and an IC90 at 100 nM. Concentrations exceeding 1µM led to non specific 

inhibition as indicated by significant effects on Firefly luciferase expression. As a control, a scrambled PNA was also 

used and showed no inhibitory activity. As PNA can target RNA as well as DNA, we sought to determine whether the 

effects observed were associated in our experimental conditions to an inhibitory activity of the PNA on the RNA 

template. We therefore performed an analysis using in vitro transcribed RNA from pFl –hRl NR1 in standard RRL. 
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Similar results were obtained with similar IC50 values (data not shown). We also performed northern blotting on the 

TnT lysate after performing in vitro coupled translation and transcription. No modification of size or amounts of the 

transcripts was observed. (data not shown).  

The influence of mismatched nucleotides was then analysed. We introduced only one mismatch nucleotide into the 

sequences of PNA-8, targeting the IIId loop region (GGG triplet) and PNA-10, targeting the IV loop region (AUG start 

codon). Figure 2B shows a 10-fold reduction of efficiency for mismatch PNA-8 compared to control PNA (IC50 values 

increasing from 100nM to 1µM). For PNA-10 (Figure 2C), only one mismatch in the sequence pairing with the AUG 

start codon led to a clear decrease of inhibitory activity (IC50 values increasing from 54nM to 100nM).  

Lastly, we compared PNAs to PS-ODNs of the same sequence and length. Only one PS-ODN, corresponding to the 

most effective PNA-10, showed an inhibitory effect with an IC50 value of 4µM (Figure 3). This represents a seventy 

fold increase of IC50 compared with PNA-10. Other PS-ODNs did not have any effect, consistent with other work 

showing that PS-ODNs must have a length of at least 20nt and be used at higher concentrations to be effective. 

Inhibition of IRES dependent translation in cultured cells. 

The question of whether these short PNAs could have an effect in cellular models was then asked. Huh-7 cells were 

first transfected with pFl-hRL-NR1 and then PNA-10 was transfected while the cells were still transiently expressing 

Firefly and hRENI L L A  luciferases. Results were normalized against hRL UC  activity. However, no inhibition was 

observed (data not shown). We then performed assays with a fluoresceine labelled PNA-10. It appeared that neither 

transfection with cationic lipids nor electroporation of PNA alone or with the bicistronic plasmid allowed penetration 

of PNA into cultured cells (data not shown). We therefore performed electroporation of PNA mixed with an RNA 

transcript from an in vitro-transcribed full length HCV genome construct (Wakita et al., 2005). Three different 

concentrations of PNA-10, i.e. 6.5, 13 and 26nM, corresponding to a ratio PNA/HCV-RNA of 65, 125 and 250 

respectively were used.  In this experiment (Figure 4), PNA-10 showed a dose dependent inhibition in the 

establishment of the JHF1 complete replication cycle, up to 65% relatively to control at a concentration of 26nM. By 

comparison, a scrambled PNA-10 did not show any significant effect. These results strongly suggest that the tested 

PNA was unable to enter living cells in physiologically relevant concentrations unless it is associated with a single 

stranded RNA molecule harboring a complementary sequence.  

 

D I S C U S S I O N  

While waiting for the clinical use of new anti-HCV molecules which are now in the late development stage, the 

design of original and complementary antiviral approaches seems important, especially in the perspective of 

combating and preventing the emergence of drug resistant mutants. Indeed, new anti-HCV agents that target the 

viral polymerase or protease (De Francesco and Migliaccio, 2005), induce a rapid emergence of resistant mutants, 

both in vitro in the replicon system and in vivo in the first phase I/II clinical trials (Dutartre et al., 2006; Le Pogam et 

al., 2006; Mo et al., 2005). In this context, the IRES of HCV represents an interesting target, since it is the most 

conserved region among all HCV genotypes and the least susceptible to mutation. 

In this study, we first analysed the sequence and translational activity of IRES obtained from different clinical 

isolates. Very low sequence variability and low variation of translational activity was observed. These observations 

are in agreement with other studies that showed that sequence variability of IRES does not appear to correlate with 

any difference in levels of HCV replication in vitro and in cell culture (Thelu et al., 2004) and does not depend on the 

response status of the patients (Soler et al., 2002). This further confirms the potential of an antisense based strategy 

targeted against IRES as an alternative approach for the treatment of non responder patients, either to IFN based 

therapy or to future combination therapy including polymerase or protease inhibitors. 
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Previous studies have demonstrated that the HCV IRES could be inhibited in vitro by a wide range of antisense based 

molecules, notably including ribozymes, siRNA and oligonucleotides (Alt et al., 1999; Brown-Driver et al., 1999; 

Hanecak et al., 1996; Lima et al., 1997; Mizutani et al., 1995; Seki and Honda, 1995; Vidalin et al., 1996; Wakita and 

Wands, 1994; Zhang, 1999). The ability of such molecules to inhibit HCV replication in cell culture or in vivo was also 

demonstrated, although with poor results and selectivity (Crooke, 2004; McHutchison et al., 2006). Second 

generation antisense oligonucleotides may improve the efficacy of such approaches. Some have already shown in 

vitro activity against HCV (McCaffrey, 2003; Tallet-Lopez et al., 2003). Nevertheless, the development of effective 

new therapeutic agents to control HCV infection is required and may be provided by another very promising class of 

antisense molecules, i.e. Peptide Nucleic Acids (PNA). They have an improved selectivity and affinity to DNA or RNA 

and lower affinity to proteins compared to phosphorothioate oligonucleotides (PS-ODN) and are highly resistant to 

nuclease and peptidase degradation (Demidov et al., 1994). They have been used as antisense molecules against 

various viruses such as HIV (Schwergold et al., 2002) or HBV (Robaczewska et al., 2005). Here, we have analysed the 

inhibitory effect of short PNAs (6-10 mers) for their ability to specifically inhibit HCV IRES-driven translation by 

binding to the IIId or IV loop regions of IRES 

Among the six PNAs designed, five were found to be effective for inhibiting the HCV IRES-dependent translation. 

PNA-10 was the best molecule tested with an IC50 of 54nM in RRL. This inhibition appeared highly specific since PNA 

molecules with only one mismatch lost their inhibitory activity. Furthermore, no inhibition of Firefly luciferase 

activity was observed in the range of concentrations that effectively inhibited Renilla luciferase activity. In our 

constructions, Firefly luciferase translation is cap-dependant and not IRES-dependant, and any inhibition would 

reflect non-specific side effects. Moreover, we found that phosphorothioate analogues of the same length and 

sequence are generally inefficient. Only the PS-ODN corresponding to the most efficient PNA was found to be 

effective, with an IC50 of 4µM that is seventy times higher than the IC50 obtained with PNA-10. Results obtained by 

electroporating PNA-10 with luc-JFH1 RNA in Huh-7.5 cells showed an inhibition of the establishment of the HCV 

replication cycle in a dose dependent manner that is also specific since a scrambled PNA was ineffective. Taken 

together, these results demonstrate the efficacy of short PNA directed against the HCV IRES in an in vitro system and 

in cell culture. 

Unfortunately, we were not able to show a similar effect when electroporating PNA by itself into cells already 

replicating JFH1 HCV. Similar results were obtained in the luciferase-replicon system (data not shown). Also, we 

cannot exclude that PNA-10 enters the cell and exhibits an inhibitory activity when electroporated with the target 

RNA because it enters bound to the RNA while the scrambled PNA-10, which is unable to bind to the RNA, may not 

be able to enter the cell. Chemical neutrality leading to poor cellular uptake without an appropriate delivery system 

is the major drawback of PNA as confirmed in our study. Many systems have been developed to allow an efficient 

delivery into cells, but none seems to be ready to use (Rasmussen et al., 2006).  

PNA length appears critical since all compounds less than 10-mer that we have tested are far less efficient. It has 

been calculated that lengths under 17 nt can statistically match with more than one target in cellular genes (Branch, 

1998). Operationally, long PS-ODNs were used because of the duplex Tm that was inferior to natural double-

stranded DNA and thus needed to be longer than 17-20nt to bind efficiently to RNA targets (Crooke, 1993). With 

PNA, such thermodynamic limitations disappear since they bind more efficiently DNA and RNA (Lundin et al., 2006). 

Efficient inhibition of HCV IRES directed translation with PNA molecules (16-23 mer) longer than those we have used 

and targeting the same regions has been already described (Nulf and Corey, 2004). Our demonstration of short PNA 

activity opens new perspectives and further demonstrates the potency of such molecules. Numerous ways of 

coupling PNA with cell-penetrating peptides have been proposed but lead to molecules with a very high molecular 

weight (Rasmussen et al., 2006). The use of short PNAs, with the limitations listed above, can help in the creation of 

smaller molecules with enhanced abilities to enter the cell. Furthermore, as we have demonstrated elsewhere 
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(Caldarelli et al., 2005), small PNAs permit cyclization of the molecules, thus mimicking highly stable loop-loop 

complexes. Such modifications, although they still needed to be optimized, could lead to highly selective molecules 

as described for RNA aptamers by Toulme and co-workers (Aldaz-Carroll et al., 2002). It is possible that PNA 

molecules directed against the HCV IRES shorter than 17-mers can be used without interfering with cellular 

sequences since what they are targeting is not just a short sequence but a short sequence that occupies an 

important position in a far larger complex structure. 
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L E G E N D S  

Figure 1 

(A) HCV 5’UTR secondary structure and PNA target sites. Major structural domains I to IV are indicated. The AUG 

start codon in the domain IV is highlighted. Target sites of the PNAs are indicated by straight or dashed lines. PNA 9 

has the same sequence than PNA 8 with an addition of a Lysin amino acid in 3’ end. Adapted from (Honda et al., 

1999) (B) Peptide Nucleic Acids and Phosphorothioates used in this study. K represents Lysine amino acids added at 

the 3’ end of some PNAs. * represents phosphorothioates linkages. (C) Schematic representation of the bicistronic 

reporter cassette from plasmid pFL-hRL expressing both firefly and renilla luciferase. Transcription is initiated 

under the control of a composite CMV-T7 promoter. The upstream cistron encodes Firefly luciferase and is 

translated by a cap-dependent mechanism in transfected cells, while a downstream cistron encoding humanized 

Renilla luciferase is translated under the control of the HCV IRES. The HCV sequence within the intercistronic space 

represents the region from nucleotide 19 to 341 of the HCV genome of a genotype 1b virus fused in frame to Firefly 

luciferase.  

Table 1 

Analysis of IRES from HCV infected patients. Patients are named according to their response to ribavirine and 

interferon therapy: SR is for sustained responders and NR for non responders. HCV genotype are indicated for each 

patients. * Bicistronic plasmids corresponding to the indicated patients were used to perform in vitro coupled 

transcription-translation in TnT Rabbit Reticulocyte Lysate system or after transfection in HuH7 cells. Relative IRES 

directed translation efficiency was assessed by measuring the ratio of hRluc to Fluc by using the dual luciferase kit 

assay. Results shown are percentage of ratio for a construct compared with ratio obtained with a construct with an 

H77 IRES. ** Sequencing was performed and compared with the reference strain (HCV-H77 for genotype 1a and 

HCV-J for genotype 1b). The number of mutations in IRES sequences, from nt 19 to nt 356 (338 nt), is indicated. *** 

Mutations observed and numbered according to the reference strains. C204U and C204A are located in unpaired 

regions. U78C and G107A results in improvement in base pairing. 

Figure 2 

In vitro inhibition of HCV IRES dependent translation by PNA. Bicistronic plasmid with IRES sequence of patient NR2 

was used to perform in vitro coupled transcription-translation in TNT Rabbit Reticulocyte Lysate system. Relative 

IRES directed translation efficiency was assessed by measuring the ratio of hRluc to Fluc, using the dual luciferase kit 

assay in presence of the different PNA (A). The effect on the inhibitory activity of one mismatch nucleotide on PNA 8 

(B) and 10 (C) was tested. 

Figure 3 

Comparison of in vitro inhibition of HCV IRES dependent translation by phosphorothioates and PNA 10. Bicistronic 

plasmid with IRES sequence of patient NR2 were used to perform in vitro coupled transcription-translation in TNT 

Rabbit Reticulocyte Lysate system. Relative IRES directed translation efficiency was assessed by measuring the ratio 

of hRluc to Fluc using the dual luciferase kit assay.  

Figure 4 

Inhibition in establishment of luc-JFH1 replication in Huh-7.5 cells after electroporation of RNA transcripts with 

PNA-10. HCV IRES directed luciferase synthesis was assessed after electroporation of Huh-7.5 cells with luc-JFH1 

construct RNA in presence of a range of 0, 6.5, 13, 20 and 26nM of PNA-10 (black bar) or PNA-10 scramble (white 

bar). 48h hours after incubation, cell lysates were subjected to a luciferase assay. The data shown are averages of 

two independent assays ± standard deviations. 
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F I G U R E S  &  T A B L E S  

Figure 1 
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Table 1 
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B -  I N TRO DU C TIO N  E T O B J E C TIF S  DE  L ’E TU DE  

u niveau mondial, 170 millions de personnes sont infectées par le virus de l’hépatite C (VHC) et dans plus de 

70% des cas, le virus est à l’origine d’une infection persistante qui conduit au développement de maladies du 

foie, de cirrhoses et du carcinome hépatocellulaire (Poynard et al., 2003; Seeff, 2002). Les traitements basés 

sur l’association d’interféron alpha-2a ou -2b et de la ribavirine sont efficaces dans 50 à 60 % des cas en moyenne 

(Fried et al., 2002; Manns, 2001). Ils sont cependant assez mal tolérés du fait d’effets secondaires importants, 

(Manns et al., 2006). De nouvelles thérapies sont en cours de développement dans l’objectif d’améliorer les 

traitements actuels (Pawlotsky, 2006). 

Le VHC est un virus membre de la famille des Flaviridae, à ARN simple brin et de polarité positive (Choo et al., 1989). 

Le génome viral est d’environ 9600 nucléotides. Il code une polyprotéine de 3000 nucléotides environ et une 

protéine F issue d’un cadre de lecture alternatif qui chevauche le gène codant la protéine de capside (Walewski et 

al., 2001). L’initiation de la traduction est basée sur un mécanisme cap-indépendant qui utilise un site interne 

d’entrée du ribosome (IRES) localisé dans la région 5’UTR de l’ARN viral (Tsukiyama-Kohara et al., 1992). En dépit de 

la grande variabilité génétique du VHC (Smith et al., 1995),il a été montré que la séquence IRES est hautement 

conservée. Il est possible de définir une structure secondaire unique de l’ARN formant la région IRES, contenant trois 

boucles (de II à IV) et un pseudo-nœud (Honda et al., 1999; Honda et al., 1996) ; la conservation de cette structure 

est indispensable au maintien de son activité (Thelu et al., 2004). La région IRES représente alors une cible 

intéressante pour une approche thérapeutique basée sur des antisens. 

 

VOIR FIGURE 1A DE L’ARTICLE. 

 

De nombreux groupes ont déjà testés des oligonucléotides antisens capables d’inhiber à la fois in vitro et dans des 

modèles murins la synthèse de la polyprotéine virale (Alt et al., 1999a; Brown-Driver et al., 1999; Hanecak et al., 

1996; Lima et al., 1997; Mizutani et al., 1995; Seki et Honda, 1995a; Vidalin et al., 1996a; Wakita et Wands, 1994b; 

Zhang, 1999). Un essai clinique de phase 1/2  basé sur l’utilisation d’oligonucléotides phosphorothioates (PS-ODN) a 

été initié (ISIS 14803) avant d’être arrêté à la fois pour des raisons de sécurité et de manque d’efficacité 

(McHutchison et al., 2006). Plus généralement, les oligonucléotides antisens utilisés jusqu'à récemment étaient des 

antisens de première génération qui étaient sensibles aux dégradations par les nucléases, présentaient des profils 

d’affinité faibles vis-à-vis de leur cible et étaient accompagnés d’effets secondaires lorsque utilisés in vivo (Crooke, 

2004). 

Des oligonucléotides antisens de deuxième génération pourraient améliorer l’efficacité de telles approches. Ils 

présentent des modifications à la fois sur le sucre et sur le squelette de la molécule. Des études ont montré qu’ils 

pouvaient avoir une activité inhibitrice in vitro contre le VHC (McCaffrey, 2003; Tallet-Lopez et al., 2003). Le 

développement de nouveaux agents thérapeutiques pour contrôler l’infection par le VHC reste néanmoins 

nécessaire. L’utilisation de Peptide Nucleic Acids (PNA), une autre classe d’antisens pourrait permettre de réaliser 

des avancées. Ce sont des analogues d’acides nucléiques qui contiennent des bases nucléiques naturelles portées 

par un squelette modifié (Nielsen et al., 1991). Ils ont la capacité de se fixer de manière très efficace sur des 

séquences d’ARN et d’ADN et d’inhiber très efficacement la traduction des ARNm en se liant aux sites internes 

d’entrée de la petite sous-unité ribosomale 40S (Doyle et al., 2001).  

 

A 
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O B J E C T I F S  D E  L ’ E T U D E  

Nous avons testé l’hypothèse que de courts PNA de 7 à 10 nucléotides de longueur ciblant la région en boucle IIId 

et IV de l’IRES du VHC pouvaient inhiber in vitro la traduction IRES dépendante du VHC. Nous avons également 

cherché à déterminer si ces molécules étaient sensibles à un mésappariement et les avons comparées avec des 

analogues phosphorothioates. Enfin, nous avons essayé de montrer que ces molécules pouvaient inhiber 

l’établissement d’un cycle de réplication complet d’un génome VHC luc-JFH1 en cellules Huh-7.5. 
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C -  R E S U L TATS   

Comparaison des efficacités de traduction in vitro et en culture de cellules des régions 5’UTR. 

Pour analyser l’activité de l’IRES in vitro et après transfection de cellules Huh-7, nous avons construit un nouveau 

plasmide bicistronique permettant des clonages facilités et la mesure de l’activité biologique de l’IRES d’isolats du 

VHC obtenus chez des patients infectés. Le plasmide pFl-hRl est un plasmide bicistronique contrôlé par un 

promoteur CMV/T7. A la place d’une séquence codant la luciférase Renilla, nous avons préféré utiliser une séquence 

codant la luciférase Renilla humanisé pour son activité transcriptionelle théoriquement améliorée (données du 

fabricant). La construction comporte les séquences de la région 5’UTR allant du nt 19 au nt 356 (nucléotide 15 de la 

protéine de capside). 

 

VOIR FIGURE 1C DE L’ARTICLE. 

 

Nous avons montré en système couplé en lysat de réticulocytes de lapin que le plasmide pFl-hRl avec l’IRES d’une 

séquence de référence 1a (HCV-H77) permettait d’avoir 40% de traduction relative alors qu’une construction basée 

sur une luciférase Renilla non modifiée n’autorisait que 10% de traduction relative (Figure 86 - Données non 

publiées) 

 

Figure 86 : (A) SDS-PAGE après traduction en lysat de réticulocytes et marquage des protéines à la Met [
35

S] (B) 

Comparaison des efficacités relatives de traduction en RRL (Données non publiées)  

La région IRES des patients sélectionnés pour cette étude (trois patients répondeurs à la bithérapie et trois non 

répondeurs, tous infectés par un génotype 1) ont été isolés et clonés dans le plasmide bicistronique pFl –hRl (pour 

les détails du clonage, se rapporter à la partie Matériels et Méthodes de l’article). Toutes les constructions ont été 

séquencées. Très peu de différences ont été observées entre les séquences. Une fois positionnées sur la structure 

secondaire de l’IRES, deux se trouvent dans des régions non appariées (C204A et C204U). L’importance du maintien 

de la structure secondaire est mise en évidence par deux autres substitutions qui améliorent l’appariement (U78C et 

G107A). Aucune différence n’a été trouvée dans les régions IIId ou IV. 

L’activité IRES des différents isolats a été analysé à la fois in vitro en Lysat de réticulocytes de lapin et après 

transfection dans des cellules Huh-7. Dans tous les cas, les mutations observées n’ont pas d’impact sur l’activité de 

traduction de l’IRES.  

Ces résultats confirment que l’IRES du VHC est une région hautement conservée à un niveau nucléotidique et ne 

présente pas de variations d’activités entre les individus.  
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VOIR TABLEAU 1 DE L’ARTICLE. 

 

Inhibition in vitro de la traduction IRES dépendante par des Peptide Nucleic Acids 

Les capacités des PNA à inhiber la traduction de l’ARN du VHC ont été évaluées in vitro dans un système TnT de 

transcription/traduction couplée. Nous avons utilisé le plasmide pFl-hRl NR1 réalisé à partir d’un IRES cloné chez un 

patient de génotype 1b non répondeur au traitement antiviral et dont la séquence correspondait à un génotype 1b 

(souche de référence HCV-J). Les inhibitions non spécifiques ont été évaluées avec la même construction en 

mesurant la traduction IRES indépendante de la luciférase Firefly. 

 

VOIR FIGURE 2A DE L’ARTICLE. 

 

Parmi les cinq PNA étudiés, quatre présentent un effet inhibiteur de manière dose dépendante. Seul le PNA-7 n’est 

pas inhibiteur aux concentrations testées. Les PNA 8, 9 et 11 ont un effet inhibiteur avec des IC50 calculées 

respectivement à 100nM, 100nM et 250nM. Le PNA-10 est le plus efficace avec une IC50 calculée à 54nM. Les 

concentrations dépassant 1µM sont à l’origine d’effets non spécifiques observés sur l’expression de la luciférase 

Firefly. Un PNA mélangé (scramble) a également été testé et ne présente pas d’activité. Comme les PNA peuvent se 

fixer aux ARN et à l’ADN, nous avons vérifié que les effets observés dans nos conditions expérimentales étaient bien 

liés à une fixation des PNA sur l’ARN. Dans cet objectif, nous avons réalisé des expériences similaires à partir d’ARN 

transcrit in vitro et traduit en lysat de réticulocyte standard. Des résultats similaires ont été obtenus avec des IC50 

très proches (données non présentées). Nous avons également réalisé des Northern Blot sur les lysats de 

réticulocytes après avoir réalisé une transcription/traduction couplée. Aucune modification de taille ou de quantité 

des transcrits n’a été observé (Figure 87 – Données non publiées) 

 

Figure 87 : Northern Blot contre l'ARN pFl-hRl-NR1 avec une sonde ADN dirigée contre hRenilla et marquée au dCTP α
32

P. 

 

L’influence de nucléotides créant des mésappariements a été analysée. Nous avons introduit un unique 

mésappariement dans la séquence du PNA-8 qui cible la région IIId (triplet GGG) et dans la séquence du PNA-10 qui 

cible la région IV (codon AUG initiateur). Une réduction de 10 fois de l’efficacité du PNA-8 mismatch comparé au 

PNA-8 a été observée (augmentation de l’IC50 de 100nM vers 1µM). Dans le cas du PNA-10, un unique 

mésappariement conduit également à une baisse de l’activité inhibitrice (augmentation de l’IC50 de 54nm vers 

100nM) 
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VOIR FIGURE 2B ET 2C DE L’ARTICLE. 

 

Enfin, nous avons comparé les PNA avec des PS-ODN de même séquence et de même longueur. Un seul PS-ODN qui 

correspond au PNA-10, le plus efficace, a un effet inhibiteur avec une IC50 de 4µM, ce qui représente une 

augmentation de 70 fois de l’IC50. Les autres PS-ODN n’ont pas d’effets, ce qui est en accord avec d’autres études qui 

ont montré que des PS-ODN doivent avoir une longueur de 20nt et être utilisés à des concentrations plus 

importantes pour être efficaces. 

 

VOIR FIGURE 3 DE L’ARTICLE. 

 

Inhibition de la traduction IRES dépendante en cultures de cellules. 

Nous avons ensuite cherché à étudier si ces PNA courts pouvaient avoir un effet dans un modèle cellulaire. Le PNA-

10 a été transfecté dans des cellules Huh-7 exprimant de manière transitoire les luciférases Firefly et hRenilla après 

transfection du plasmide pFl-hRl-NR1. Les résultats ont été normalisés par rapport à l’activité luciférase. Aucune 

inhibition n’a été observée (Données non présentées). Nous avons réitérés nos essais avec un PNA-10 couplé à la 

fluroescéine. Il apparait que ni la transfection avec des lipides cationiques, ni l’électroporation  des PNA, seuls ou 

avec le plasmide bicistronique de permet la pénétration du PNA dans des cellules en culture (Données non 

présentées). Nous avons alors réalisé une électroporation des PNA avec l’ARN transcrit in vitro d’une construction de 

génome entier du VHC (Wakita et al., 2005). Dans ce dernier cas, le PNA-10 inhibe de manière dose-dépendante 

l’établissement du cycle de réplication complet de luc-JFH1. A 25nM, 65% des cellules ne répliquent par luc-JFH1. En 

comparaison, un PNA-10 mélangé n’a pas d’effet sur l’établissement d’un cycle de réplication complet.  

 

VOIR FIGURE 4 DE L’ARTICLE. 

 

Ces résultats suggèrent que les PNA testés ne sont pas capables d’entrer dans des cellules s’ils ne sont pas associés 

avec un ARN simple brin contenant une séquence complémentaire. 
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D -  D IS C U S S IO N  

Lors que l’utilisation clinique de nouvelles molécules anti-VHC en phases de développement avancées se 

précise, la mise au point d’approches originales et complémentaires est nécessaire pour le futur, notamment 

pour lutter et prévenir l’émergence de mutants résistants aux traitements. En effet, les nouveaux agents 

anti-VHC qui ciblent la polymérase virale ou les protéases (De Francesco et Migliaccio, 2005) favorisent l’émergence 

rapide de mutants résistants, à la fois in vitro et dans un système réplicon mais également dans les premiers essais 

cliniques de phase I/II (Dutartre et al., 2006; Le Pogam et al., 2006; Mo et al., 2005). Dans ce contexte, la région IRES 

du VHC représente une cible intéressante de part sa séquence qui est conservée parmi tous les génotypes et qui 

mute très peu. 

Dans cette étude, nous avons analysé les séquences et les activités traductionnelles de plusieurs IRES isolés à partir 

d’isolats cliniques. Peu de variabilité au niveau de la séquence et au niveau des activités a été observée. Ces résultats 

sont en accord avec d’autres études qui ont montré que la variabilité de séquence de l’IRES ne semble par corréler 

avec des différences de niveaux de réplication du VHC in vitro et en cultures cellulaires (Thelu et al., 2004) et ne 

dépend pas du statut répondeur/non-répondeur du patient (Soler et al., 2002). Le potentiel d’une stratégie antisens 

dirigée contre l’IRES du VHC est ainsi confirmé comme une approche alternative pour le traitement de patients non –

répondeurs à la thérapie par interféron ou aux futures combinaisons qui incluent les inhibiteurs de polymérase et de 

protéase. 

L’inhibition de la région IRES du VHC a déjà été décrite in vitro avec une large gamme de molécules, incluant 

notamment des ribozymes, des siRNA et des oligonucleotides (Alt et al., 1999a; Brown-Driver et al., 1999; Hanecak 

et al., 1996; Lima et al., 1997; Mizutani et al., 1995; Seki et Honda, 1995a; Vidalin et al., 1996a; Wakita et Wands, 

1994b; Zhang, 1999). La capacité de ces molécules à inhiber la réplication du VHC en culture de cellules ou in vivo a 

également été démontrée, avec toutefois des résultats et une sélectivité médiocres (Crooke, 2004; McHutchison et 

al., 2006). Des oligonucléotides antisens de deuxième génération pourraient améliorer l’efficacité d’une telle 

approche. Certains ont déjà permis in vitro d’inhiber le VHC (McCaffrey, 2003; Tallet-Lopez et al., 2003). Le 

développement d’agents thérapeutiques permettant de contrôler l’infection causée par le VHC reste toutefois 

nécessaire. Une autre classe d’antisens très prometteuse, les Peptide Nucleic Acids (PNA), pourrait permettre ce 

développement. Ils présentent une sélectivité accrue à l’ADN ou l’ARN et diminuée envers les protéines en 

comparaison avec les oligonucléotides phosphorothioates (PS-ODN). Les PNA sont également très résistants à la 

dégradation par les peptidase ou par les nucléases (Demidov et al., 1994). Les PNA ont été utilisés comme molécules 

antisens contre plusieurs virus comme le VIH (Schwergold et al., 2002) ou le VHB (Robaczewska et al., 2005). Dans 

cette étude, nous avons testé l’hypothèse que de courts PNA (6-10 mers) peuvent inhiber la traduction et la 

réplication du VHC en se liant aux boucles IIId et IV de l’IRES.  

Parmi les 6 PNA synthétisés, cinq ont présenté une activité inhibitrice de la traduction IRES dépendante du VHC. Le 

PNA-10 est la meilleure molécule testée avec une IC50 de 54nM en lysat de réticulocytes de lapin (RRL).  Cette 

inhibition  est très spécifique ; des PNA avec seulement un mésappariement perdent leur activité inhibitrice. Aucune 

inhibition de la luciférase Firefly n’est observée aux concentrations inhibant l’activité de la luciferase Renilla. Dans 

notre construction, la protéine Firefly est traduite de manière cap-dépendante et non IRES dépendante et sa 

diminution serait associée à un effet indésirable. Notre étude montre que des analogues phosphorothioates (PS-

ODN) de même longueur et même séquence sont en général inefficaces.  Seul le PS-ODN correspondant au PNA le 

plus actif a une activité inhibitrice avec une IC50 de 4µM, soit 70 fois supérieure comparé à l’IC50 obtenue avec le 

PNA-10. Les résultats obtenus en électroporant la PNA-10 avec l’ARN d’une construction luc-JFH1 dans des cellules 

Huh-7.5 montrent une inhibition de l’établissement du cycle de réplication du VHC, d’une manière dose dépendante 

et spécifique vu qu’un PNA mélangé est inefficace. Ces résultats démontrent au final l’efficacité de courts PNA 

dirigés contre l’IRES du VHC dans un système in vitro et en culture de cellules. 
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Malheureusement, nous n’avons pas pu montrer un tel effet en électroporant les PNA seuls dans des cellules qui 

répliquaient déjà le virus JFH1. Des résultats similaires ont été obtenus dans le modèle du réplicon luciférase. Nous 

ne pouvons donc pas exclure que le PNA-10 entre dans la cellule et présente une activité inhibitrice après 

électroporation avec sa cible ARN du fait que ce dernier agit comme un « transporteur ». Le PNA-10 mélangé serait 

alors incapable de se fixer sur l’ARN et de rentrer dans la cellule. L’absence de charge qui entraine une faible 

pénétration cellulaire en l’absence de système de pénétration approprié est un défaut majeur des PNA, comme 

confirmé dans cette étude. Beaucoup de systèmes ont été développé pour améliorer cette pénétration mais aucun 

ne semble utilisable dans l’immédiat (Rasmussen et al., 2006).  

La longueur des PNA semble critique ; en effet, tous les composés d’une taille inférieure à 10mer sont moins 

efficaces. Il a également été calculé que des composés de moins de 17nt peuvent statistiquement se fixer sur 

plusieurs cibles dans les gènes cellulaires (Branch, 1998). En pratique, l’utilisation de longs PS-ODN était nécessaire 

du fait de la température d’hybridation du duplex  (Tm) qui était plus faible comparé à des doubles brins d’ADN 

naturels et qui devaient alors mesurer 17 à 20nt pour se lier de manière efficace à la cible ARN (Crooke, 1993). Avec 

les PNA, de telles limitations disparaissent car ils se lient plus efficacement aux cibles ARN (Lundin et al., 2006). Une 

inhibition efficace de la traduction dépendante de l’IRES du VHC avec de longs PNA (16-23 mer) ciblant les mêmes 

régions a déjà été décrite (Nulf and Corey, 2004). Notre démonstration de l'activité de courts PNA ouvre de 

nouvelles perspectives et démontre à nouveau le potentiel de ces molécules. De nombreux couplages avec des 

peptides qui augmentent la pénétration en cellules ont été proposés mais conduisent à des molécules avec un poids 

moléculaire élevé (Rasmussen et al., 2006). L’utilisation de courts PNA, avec les limitations mentionnées 

précédemment, pourrait aider à mettre au point de nouvelles molécules avec de meilleures capacités à entrer dans 

la cellule. En particulier, de courts PNA peuvent être cyclisés (Caldarelli et al., 2005), permettant alors de mimer des 

interactions boucle-boucle très stables (voir étude 3). De telles modifications, même si elles doivent être encore 

optimisées, pourraient permettre la mise au point de molécules hautement sélectives comme décrit avec les 

aptamères ARN par Toulmé et col. (Aldaz-Carroll et al., 2002). Il est enfin possible que des PNA dirigés contre l’IRES 

du VHC plus courts que 17 mers pourront être utilisés sans interférer avec les séquences cellulaires car leur cible, 

même très courte, semble accessible comme l’indique nos résultats . 
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E -  C O N C L U S IO N  

ette étude a permis de montrer que de courts PNA pouvaient inhiber de manière dose dépendante la 

traduction IRES dépendante du VHC. Nous avons identifié un composé, le PNA-10 qui a une très bonne 

activité inhibitrice avec une IC50 de l’ordre de 54nM in vitro. L’intérêt de l’utilisation de PNA, des antisens de 

seconde génération est confirmé. En effet, nos résultats montrent que des analogues phosphorothioates de même 

taille et séquence sont incapables d’inhiber la  traduction IRES dépendante. De plus, il apparait que les PNA ont un 

excellent pouvoir discriminant ; l’introduction d’un seul mésappariement entraine une baisse importante de 

l’efficacité des composés. 

La limitation à leur usage que nous avons mis en évidence est liée aux problèmes de pénétration en cultures de 

cellules. Nous avons réussi à obtenir une inhibition d’un cycle complet de réplication uniquement en électroporant 

les PNA avec l’ARN, ce dernier servant alors de transporteur s’il permet au PNA de se fixer. 
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IV -  ÉTU DE  3:  PNA  C Y C L IQ U E AN TI-IRES  DU  VHC 

 

 

 

 

 

 

Un PNA cyclique ciblant le domaine IV de l’IRES du VHC inhibe in vitro la traduction  IRES 

dépendante. 

Sergio A. Caldarelli,a Mohamed Mehiri,a Audrey Di Giorgio,a Amaury Martin,b Olivier Hantz,b Fabien Zoulim,b Raphael 
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A Cyclic PNA-based Compound Targeting Domain IV of HCV IRES RNA Inhibits in vitro IRES-Dependent Translation. 
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A -  A RTIC L E  
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B -  I N TRO DU C TIO N  E T BU T DE  L ’E TU DE  

’évaluation de PNA dirigés contre l’IRES du VHC réalisé dans l’étude 2 et par une autre équipe (Nulf et Corey, 

2004a) montre qu’il est possible d’inhiber la traduction in vitro du virus de l’hépatite C. Cependant, comme 

nous l’avons montré, l’utilisation des PNA comme agents thérapeutiques est problématique à cause des 

problèmes de pénétration cellulaire des composés en partie lié à l’absence de charges.  

En parallèle de l’étude 2, nous avons travaillé sur une stratégie visant à synthétiser puis à évaluer un PNA cyclique 

dirigé contre la région du domaine IV de l’IRES. Cette région, comme nous l’avons expliqué dans les données 

bibliographiques et dans l’étude 2, est structurée par des appariements au sein de l’ARN et contient le codon 

d’initiation AUG. Sa conformation permet la liaison de la sous-unité ribosomale 40S. 

 

VOIR FIGURE 1 DE L’ARTICLE. 

 

Le but de l’étude était d’inhiber la structure en épingle à cheveux (stem-loop) en mimant les interactions 

intramoléculaires boucle-boucle qui sont très présentes dans les associations ARN-ARN et qui permettent la 

réalisation de nombreuses fonctions biologiques. En effet les bases présentes dans de telles boucles sont 

particulièrement exposées et accessibles et donc très fréquemment impliquées dans des reconnaissances 

moléculaires et dans une hybridation ARN-ARN. De nombreux complexes boucle-boucle sont décrits dans la 

littérature (Aldaz-Carroll et al., 2002; Eguchi et Tomizawa, 1990; Paillart et al., 1996; Toulme, 2000; Wagner et al., 

2001). Dans le cas du VIH, l’interaction de deux boucles auto-complémentaires de signal d’initiation de la 

dimérisation (DIS) est par exemple responsable de la dimérisation de l’ARN du VIH (Brunel et al., 2002; Ennifar et al., 

2001; Pattabiraman et al., 2002). Concernant le VHC, des aptamères ARN dirigés contre la région apicale du domaine 

II (Kikuchi et al., 2003) et récemment contre la région apicale du domaine IIId (Kikuchi et al., 2005) ont été déjà été 

identifiés. Le principe de telles interactions est schématisé dans la Figure 88. 

 

Figure 88 : Représentation schématique d'un complexe boucle -boucle. (Toulme et al. , 2003) 

Nos travaux font suite à un travail amorcé par l’équipe collaboratrice de Nice qui a montré l’activité biologique de 

molécules cycliques  (Depecker et al., 2004) qui interfèrent in vitro avec la dimérisation du génome du VIH. L’intérêt 

de tels composés de type PNA (six résidus), serait de permettre une meilleure sélectivité en comparaison avec des 

analogues linéaires et par rapport aux antisens classiques d’avoir un faible poids moléculaire. 
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C -  R E S U L TATS   

Design du composé PNA cyclique 

Un composé cyclique contenant une partie PNA heptamérique complémentaire à sept résidus de la boucle IV de 

l’IRES du VHC et un spacer reliant les extrémités C- et N- terminales du PNA a été synthétisé. La synthèse, réalisée en 

parallèle des études sur les PNA linéaires (étude 2), s’est basé sur la séquence du PNA-11.   

 

VOIR FIGURE 2 DE L’ARTICLE. 

 

Études de modélisation moléculaire 

Des études ont été ensuite réalisées pour ajuster la longueur du spacer en vue d’optimiser les interactions boucle-

boucle et introduire un résidu phénylalanine à l’extrémité C-terminale de la partie PNA en vue d’augmenter la 

stabilité du composé par des interactions entre les nucléobases adjacentes. Dans une modèle d’interaction entre le 

domaine IV de l’IRES du VHC et le PNA cyclique, on observe la formation de deux doubles hélices stables.  L’axe de 

ces doubles hélices est colinéaire. Le résidu A339 du VHC n’est pas strictement aligné avec les autres résidus de 

l’ARN mais cette rupture assure la continuité de la séquence ARN sans faire un lien dans la structure en double 

hélice. Les sept nucléotides du PNA interagissent par des liaisons Watson & Crick avec les bases de la boucle ARN. 

 

VOIR FIGURE 3 DE L’ARTICLE. 

 

Chimie de synthèse du composé 

Cette partie a été réalisée dans le laboratoire de Nice du Pr. Roger Condom. Une stratégie « mixte » originale de 

synthèse a été utilisée (Depecker et al., 2004). Pour les détails, se reporter à la publication. 

 

 

VOIR SCHEMAS 1 A 4 DE L’ARTICLE. 

 

Effet inhibiteur in vitro de la traduction IRES dépendante du VHC 

De manière similaire aux essais réalisés dans l’étude 2, nous avons étudié l’effet du composé cyclique sur la 

traduction d’un plasmide contenant l’IRES du VHC isolé chez un patient non répondeur à la bithérapie actuelle, en 

lysat de réticulocytes de lapin, dans un système couplé. Différentes concentrations du composé ont été mélangées à 

la construction pFl-hRl NR1. Les quantités de protéines de luciférase Firefly (synthétisées par un mécanisme cap-

dépendant) et de luciférase Renilla humanisée (synthétisées par un mécanisme IRES dépendant et potentiellement 

inhibé par les PNA) ont été évaluées.  

Une inhibition dose dépendante de la traduction virale a été observée, avec un effet maximal à 30µM, 

correspondant approximativement à l’IC50 du composé. Des concentrations plus importantes (jusqu'à 60µM) 

montrent une inhibition plus importante de la synthèse de Renilla mais aussi des effets non spécifiques sur la 
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synthèse de la protéine Firefly. Des effets similaires ont été observés en testant cette molécule dans un système non 

couplé (l’ARN correspondant à la construction est obtenu par transcription in vitro puis traduit dans un deuxième 

temps en présence du PNA cyclique). Rappelons que dans l’étude 2, nous avons montré que le composé linéaire 

analogue (PNA-11) avait une IC50 de l’ordre de 200nM, soit une perte d’efficacité de 150 fois entre le PNA linéaire et 

son analogue cyclique. 

 

VOIR FIGURES 4 ET 5 DE L’ARTICLE. 
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D -  D IS C U S S IO N   

n composé cyclique à base de PNA, contenant une séquence héptamérique complémentaire à la boucle 

apicale du domaine IV de l’IRES du VHC, a été synthétisé dans le but de mimer les complexes boucle-boucle 

hautement stables. En comparaison, le PNA linéaire (PNA-11) correspondant a été également synthétisé et 

évalué (les résultats sont présentés dans l’étude 2). L’objectif de l’étude était d’évaluer ce composé cyclique, d’un 

poids moléculaire plus faible et qui devrait permettre une sélectivité plus importante comparé à un analogue 

linéaire. 

Les premiers essais in vitro réalisés en lysats de réticulocytes de lapin montrent que ce composé est capable 

d’inhiber la traduction IRES dépendante du VHC de manière concentration dépendante. Ces résultats suggèrent pour 

la première fois qu’un dérivé cyclique des PNA peut être un inhibiteur potentiel du VHC.  

Ces travaux ayant été réalisés en parallèle avec ceux de l’étude 2, il s’est avéré que le choix du composé PNA-11 

utilisé pour réaliser la molécule cyclique était une erreur. Le choix du PNA-10, le plus actif dans l’étude 2, aurait été 

plus judicieux. Il n’a pas été possible de synthétiser ce dérivé à ce jour, mais avec les enseignements de ce premier 

composé, la réalisation de cette synthèse pourrait se révéler très intéressante. 

En ce qui concerne les résultats obtenus, il apparait que le composé cyclique est 150 fois moins actif que son 

analogue linéaire (IC50 = 30µM vs 200nM). Ces résultats, bien que décevants, peuvent s’expliquer de plusieurs façons 

comme décrits dans plusieurs travaux de l’équipe de JJ. Toulmé (Aldaz-Carroll et al., 2002; Beaurain et al., 2003; Da 

Rocha Gomes et al., 2004; Duconge et Toulme, 1999). Dans leurs travaux, ils ont identifié par sélection in vitro des 

aptamères dirigés contre plusieurs boucles d’ARN et agissant par des interactions boucle-boucle. Dans tous les cas, 

les boucles des aptamères qui présentent les activités les plus importantes ne sont pas strictement complémentaires 

à la région apicale de la boucle ciblée. Par exemple, un aptamère ciblant la région IV de l’IRES interagit avec 

seulement 6 résidus sur les 7 présents sur le domaine IV. Ces résultats semblent alors indiquer que la structure du 

PNA cyclique synthétisé ne serait pas forcément la plus adaptée pour une interaction de haute affinité. 

De nouvelles modélisations moléculaires, la synthèse de la séquence identifiée par Toulmé et col. ainsi que la 

synthèse d’un composé cyclique comportant le PNA-10 sont en cours. 
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E -  C O N C L U S IO N  

ette étude a permis de montrer pour la première fois qu’un dérivé cyclique de PNA pouvait avoir une action 

inhibitrice sur la traduction IRES-dépendante du VHC. Bien que les résultats soient décevants en termes 

d’activité en comparaison avec un analogue linéaire, cela ne remet pas en cause le rationnel de l’étude.  

Les PNA sont aujourd’hui des molécules bien caractérisées et dont le potentiel d’action est  important. Ils présentent 

une excellente résistance aux nucléases, sont extrêmement stables aux températures physiologiques et 

reconnaissent leurs cibles avec une spécificité très bonne. Le frein majeur à leur utilisation clinique est la difficulté de 

les faire pénétrer dans les cellules du fait de leur absence de charges comme nous l’avons montré dans l’étude 2. 

La réalisation de couplages avec des peptides augmentant la pénétration en cellules est intéressante mais conduit à 

un allongement important du PNA, ce qui va à l’encontre d’un objectif de baisse de la masse moléculaire du 

composé. La possibilité de rendre des PNA cycliques pourrait permettre dans le futur de conjuguer les excellentes 

propriétés des PNA avec un mode d’action de type boucle-boucle, le tout en diminuant encore la taille du composé 

et en pouvant apporter des modifications sur le cycle qui permettraient d’augmenter la pénétration en cellules. 

Les résultats présentés dans cette étude, bien que très préliminaires, ouvrent de nouvelles perspectives mais 

devront être confirmées par de nouvelles synthèses qui prendront en compte les observations réalisées dans les 

études 2 et 3. 
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e part sa prévalence élevée et une sécurité transfusionnelle encore non optimale, l’infection par le VHC 

dans les pays en voie de développement constitue un problème très préoccupant. Dans les pays 

industrialisés, les risques de transmission sont maintenant maîtrisés et la contamination par usage de 

drogues et le risque nosocomial représentent désormais les modes de contamination les plus fréquents. Dans les 

pays où le virus a émergé très tôt, une augmentation notable de la survenue de complications hépatiques s’observe 

d’ores et déjà. Le virus de l’hépatite C représente donc toujours un problème majeur de santé publique. 

La bithérapie actuelle, une combinaison entre un interféron alpha-pégylé et la ribavirine n’est efficace que dans 50% 

des cas et est un traitement difficile à supporter. De nombreuses autres molécules sont en développement clinique, 

notamment des anti-protéases et des anti-polymérases. Les études in vitro et les données des premiers essais 

cliniques montrent que ces molécules sont efficaces mais qu’elles favorisent l’apparition de résistances, comme 

observé dans les traitements contre le VHC et le VIH. Il est donc nécessaire d’améliorer la bithérapie actuelle et 

d’étudier de nouvelles perspectives thérapeutiques capables de compléter les approches multi-thérapeutiques 

futures. 

C’est donc à partir de ce constat que s’est inscrit notre travail, avec comme contexte la mise au point des modèles 

des « réplicons VHC » puis ses dérivés autorisant l’étude de la réplication du virus en culture de cellules et 

récemment l’apparition d’un modèle de réplication complet du virus, une véritable révolution 16 ans après la 

découverte du virus.  

 

 

 

Dans la première étude, conduite en collaboration avec Vanessa Escuret, nous avons essayé de répondre à la 

première partie de notre problématique, c'est-à-dire d’améliorer la bithérapie actuelle en améliorant l’interféron 

aujourd’hui utilisé en clinique. A la différence des recherches qui étaient menées au moment de l’étude avec par 

exemple les travaux sur un interféron consensus ou sur l’albuféron (voir p. 75), nous avons cherché à tirer parti de la 

diversité naturelle qui existe parmi les gènes codant les interférons-alpha variants. Nous avons identifié un 

interféron, GEA007.1 qui possède une activité inhibitrice de la réplication plus puissante que celle de l’IFN-2b, dans 

le modèle du réplicon sous-génomique du VHC. Cette activité antivirale plus importante est associée à une induction 

plus importante des voies de transduction du signal et a permis d’éliminer le VHC des cellules après une 

administration prolongée. 

Ces résultats sont prometteurs mais nécessitent la poursuite de l’évaluation de ces composés, notamment lors 

d’essais cliniques, afin de savoir si l’augmentation d’activité in vitro s’accompagne d’un bénéfice clinique, en 

particulier pour les patients non répondeurs au traitement actuel.  

 

Dans la deuxième étude, nous avons essayé de répondre à l’autre partie de la problématique, c'est-à-dire d’étudier 

de nouvelles perspectives thérapeutiques qui permettrait, à terme, d’améliorer la multi-thérapie IFN + ribavirine + 

inhibiteurs de protéases ou de polymérase. Nous avons orienté nos études vers une approche antisens ciblant la 

région la mieux conservée du génome virale et indispensable à la traduction/réplication, la région IRES. Nous avons 

choisi de travailler avec des molécules antisens de seconde génération, les Peptide Nucleic Acids (PNA) qui 

présentent des profils de sélectivité et de résistance aux nucléases très bons. Nous avons identifié un composé, le 

PNA-10 qui a une très bonne activité inhibitrice du VHC avec une IC50 de l’ordre de 54nM in vitro. L’intérêt de 

l’utilisation de PNA est confirmé, nos résultats montrant que des analogues phosphorothioates de même taille et 
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séquence sont incapables d’inhiber la  traduction IRES dépendante. De plus, il apparait que les PNA ont un excellent 

pouvoir discriminant ; l’introduction d’un seul mésappariement entraine une baisse importante de l’efficacité des 

composés. 

Nous avons cependant mis en évidence une limitation, déjà connue, à leur usage. En effet, la pénétration en cultures 

de cellules des molécules est très difficile du fait de l’hydrophobicité des PNA. Nous avons quand même réussi à 

obtenir une inhibition d’un cycle complet de réplication en électroporant les PNA avec l’ARN, ce dernier servant alors 

de transporteur s’il permet au PNA de se fixer. 

 

Dans la troisième étude, conduite en parallèle de la précédente, nous avons cherché à mettre au point un dérivé des 

PNA qui permettrait d’avoir une efficacité augmentée. Pour la première fois, nous avons montré qu’un dérivé 

cyclique de PNA pouvait avoir une action inhibitrice sur la traduction IRES-dépendante du VHC. Bien que les résultats 

soient décevants en termes d’activité en comparaison avec un analogue linéaire, cela ne remet pas en cause le 

rationnel de l’étude. En effet, la réalisation de couplages avec des peptides augmentant la pénétration en cellules est 

intéressante mais conduit à un allongement important du PNA, ce qui va à l’encontre d’un objectif de baisse de la 

masse moléculaire du composé. La possibilité de rendre des PNA cycliques pourrait permettre dans le futur de 

conjuguer les excellentes propriétés des PNA avec un mode d’action de type boucle-boucle, le tout en diminuant 

encore la taille du composé et en pouvant apporter des modifications sur le cycle qui permettraient d’augmenter la 

pénétration en cellules. 

Les résultats présentés dans cette étude, bien que très préliminaires, ouvrent de nouvelles perspectives mais 

devront être confirmées par de nouvelles synthèses qui prendront en compte les observations réalisées dans les 

études 2 et 3. 

 

 

 

Au niveau des perspectives de ce travail, il convient d’envisager séparément l’étude 1 et les études 2 et 3. 

Depuis la réalisation de l’étude 1, le concept d’utilisation de la variabilité naturelle des interférons est devenu « à la 

mode », avec en particulier les travaux menés par les sociétés Maxygen et Roche  (voir p. 75). Leurs études ainsi que 

la notre ont permis d’identifier des candidats à un développement clinique. Il est très probable que dans les 

prochaines années des dérivés issus de ces recherches viennent enrichir la pharmacopée anti-VHC si les résultats 

obtenus sur le modèle réplicon soient validés dans le modèle de réplication complet du VHC.  

En rapport avec notre travail mené sur les antisens (études 2 et 3), le constat est plus mitigé. L’approche antisens qui 

part d’une idée simple, éliminer la cause d’une maladie à sa source en ciblant l’ARNm, est en réalité une approche 

assez complexe. Depuis des années, les études ont montré que des résultats étaient possibles in vitro ou en cultures 

cellulaires mais que le passage en modèles animaux ou en essais cliniques s’avérait difficile. Avec les premières 

générations de molécules antisens, c’est à des problèmes d’efficacité essentiellement qu’ont du répondre les 

chimistes. Aujourd’hui, avec le développement de nombreuses approches alternatives, ce paramètre a été 

considérablement amélioré. Le développement de molécules comme les PNA qui permettent d’obtenir des 

inhibitions solides et spécifiques et d’autres approches sont prometteuses. Cependant, une limitation freine toujours 

l’application de cette stratégie : le problème de la pénétration des molécules dans les cellules. 
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En rapport avec le VHC, il est toutefois nécessaire aujourd’hui d’anticiper l’avenir. En effet, si l’expérience des 

traitements à base d’antiviraux contre le VIH ou le VHB a montré que ces molécules étaient efficaces, elle montre 

également que ces traitements ne sont pas suffisants pour éliminer le virus (même si les problématiques sont 

différentes entre le VHC, VIH ou le VHB) et surtout entraînent l’apparition de mutants qui seront un nouveau défi à 

relever dans le futur. Une approche alternative est donc nécessaire et l’approche antisens à base de molécules 

robustes de type PNA fait partie des options envisageables en dépit des difficultés rencontrées aujourd’hui. Gageons 

que l’enjeu de santé publique que représente le VHC mais également le VIH, le VHB ou les cancers permettra de 

réaliser des avancées significatives dans le domaine. Le développement spectaculaire des recherches sur les siRNA et 

les applications qui devraient suivre pousse à l’optimisme. La découverte d’une méthode facilitant la pénétration des 

molécules dans les cellules pourrait « changer la donne ». 
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TITRE : Développement de nouvelles approches antivirales du virus de l’hépatite C basées sur l’utilisation 

d’interférons alpha variants et d’antisens de type Peptide Nucleic Acids. 

RESUMÉ : L’infection par le virus de l’hépatite C (VHC) demeure une cause majeure de cirrhose et de carcinome 

hépatocellulaire. Compte tenu d’une efficacité encore insuffisante des thérapies actuelles (55% de succès en 

moyenne), le développement de nouvelles stratégies antivirales reste une priorité. Dans ce contexte, nos travaux ont 

porté sur l’évaluation de nouveaux variants de l’interféron alpha dans un modèle de réplicon VHC. Nous avons pu 

identifier un variant, GEA007.1 qui présente une activité anti-VHC supérieure à celle de l’IFN alpha-2b utilisé en 

clinique associé à une plus grande efficacité de transduction du signal. Nous avons également évalué une approche 

antisens avec des molécules de type Peptide Nucleic Acids (PNA) et montré qu’elle permettait d’inhiber la traduction 

in vitro du VHC par blocage de la région interne d’entrée du ribosome (IRES), de manière plus efficace et spécifique 

qu’une approche antisens avec des molécules de premières générations. Une telle stratégie se justifie par la 

conservation de la cible qui pourrait se révéler utile avec l’utilisation prochaine des anti-protéases et anti-

polymérases du VHC et le risque inhérent d’apparition de résistances au traitement. L’ensemble de ces résultats 

montre que l’amélioration de la bithérapie actuelle est possible et que de nouvelles approches thérapeutiques 

fonctionnent. 

_______________________________________________________________________________________ 

TITLE : Development of new antiviral approaches of hepatitis C virus based on interferon-alpha variants and Peptide 

Nucleic Acids antisense. 

ABSTRACT : Infection by hepatitis C virus (HCV) remains a major cause of cirrhosis and hepatocellular carcinoma. 

Current treatments are successful in about 55% of the cases. Development of new antiviral strategies thus remains a 

priority. In this global context, we have evaluated new interferon-alpha variants in a subgenomic HCV replicon 

system. We could identified a variant, GEA007.1 which exhibits a more potent inhibitory activity towards HCV 

compared to currently used IFN alpha-2b associated with an higher signal transduction efficacy. We have also 

evaluated an antisense approach with Peptide Nucleic Acids (PNA) molecules and showed its efficacy to inhibit HCV 

in vitro translation by blocking the internal ribosome entry site (IRES), in a much specific and efficient way compared 

with first generation antisense molecules. Such a strategy is justified by the high degree of conservation of the target 

which could be useful with the future use of anti HCV protease and anti HCV polymerase and the risk that resistance 

against treatment may appear. Taken together, our results suggest that improving actual combination therapy is 

possible and that new therapeutical approaches work. 
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