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VHC : Virus de I'Hépatite C

VHCcc : Virus de I'hépatite C produit en culture cellulaire
VHCpp : Pseudoparticule du VHC

VHCtcp : VHC trans-complémenté

VIH : Virus de 'lmmunodéficience Humaine

VLDL : Very Low Density Lipoproteins

VLP : Virus-like particle

W

WNV : West Nile Virus
Wt : Wild-type

Y

YFV : Yellow Fever Virus

Z

ZIKV : Zika virus
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Résumé

L’hépatite C est une maladie affectant aujourd’hui 170 millions d’individus dans
le monde. Cette maladie est causée par le virus de 1'hépatite C (VHC). Les nouveaux
traitements récemment mis sur le marché, visant a soigner l'hépatite C, sont tres
onéreux et donc inaccessibles pour les pays du Sud. De plus, 'utilisation de ces nouvelles
molécules engendre I'apparition de mutation de résistance virale responsable de I"échec
des traitements pour 5 a 10% des patients. La découverte de nouveaux antiviraux est
donc toujours indispensable. Les plantes utilisées en médecine traditionnelle depuis des
siecles sont une source de composés bio-actifs trés intéressante. L’utilisation de ces
plantes ou de composés naturels en complément des molécules utilisées en thérapie
classique, permettrait de réduire significativement le colit de ces traitements et de les
rendre accessibles a davantage de patients.

L’epigallocatéchine-3-gallate (EGCG) et la delphinidine sont des molécules
naturelles issues respectivement du thé vert et des fruits rouges. Ces deux molécules
inhibent I'étape d’entrée du VHC dans les cellules hépatocytaires. Nous avons montré
que I'EGCG et la delphinidine inhibent cette étape virale dans les hépatocytes en
déformant les particules et bloquant ainsi leur attachement a la surface cellulaire. Nous
nous sommes ensuite intéressés au processus engendrant cette déformation qui est
probablement lié a I'agrégation des glycoprotéines d’enveloppe virale.

Nous avons procédé au criblage d’extraits bruts de plantes extrémophiles
tunisiennes et mis en évidence que l'extrait brut de rhizome de Juncus maritimus
inhibait I’étape de réplication du VHC. Le J. maritimus est une plante fortement présente
dans les sols arides en Tunisie mais également sur les cotes francaises. En collaboration
avec le laboratoire de Pharmacognosie de Lille et grace a un fractionnement bioguidé, le
principe actif a pu étre isolé. Il s’agit du déhydrojuncusol qui inhibe la réplication virale
avec une concentration effective médiane de 1,31 uM. De plus, nous avons montré que le
déhydrojuncusol pouvait inhiber la réplication de virus présentant des mutations de
résistance aux traitements actuels ciblant la protéine virale NS5A. Nous avons cherché a
identifier la cible virale du déhydrojuncusol et il semblerait que ce soit également la
protéine NS5A.

Les résultats obtenus dans cette these confortent I'hypothese que des molécules
naturelles pourraient étre utilisées dans le traitement de I'hépatite C.
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Abstract

Hepatitis C is a liver disease affecting 170 million people worldwide. This disease
is caused by hepatitis C virus (HCV). New treatments, recently marketed, against HCV
are very expensive and not really accessible for most-infected patients especially in low-
income countries. Moreover, the use of these new molecules generates the emergence of
HCV resistant variants responsible for treatment failure for 5 to 10% of the patients.
Therefore, the discovery of new antiviral molecules is always needed. Since centuries,
plants are used in traditional medicine. They are a very attractive source of bio-active
compounds. Plant extracts or natural molecules used in combination with actual
therapy, could significantly reduce the cost of these new treatments and render them
accessible to more patients.

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and delphinidin are natural molecules derived
respectively from green tea and red berries. These two molecules inhibit HCV entry into
hepatocyte cells. We have shown that this inhibition is due to a deformation of viral
particles by the molecules inducing a blockade of virus attachment to the cell surface.
We further investigated the process leading to this deformation, and conclude that it
might be related to aggregation of viral envelope glycoproteins.

We screened extracts of extremophile plants from Tunisia and showed that the
crude extract of Juncus maritimus rhizome inhibited HCV replication step. J. maritimus is
a plant present in arid soils in Tunisia but also in French coasts. In collaboration with the
Pharmacognosy laboratory of Lille and thanks to a bioguided fractionation, the active
compound present in this plant could be isolated. It was identified as dehydrojuncusol,
which inhibits viral replication with a half maximal effective concentration of 1.31 pM.
We have also shown that dehydrojuncusol is able to inhibit replication of viruses with
resistance mutations to current treatments targeting the viral protein NS5A. We have
also tried to identify the viral target of dehydrojuncusol, and it seems that the target
might also be the NS5A protein.

The results obtained in this thesis confirm the hypothesis that natural molecules
could be used in the treatment of hepatitis C.
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INTRODUCTION Découverte et identification du virus de I'hépatite C

L. Le virus de I'hépatite C

1.1 Découverte et identification du virus de I'hépatite C

Au cours des années 1960-1970, deux premiers types d’hépatites ont été mis en
évidence cliniquement. Il s’agit de ’hépatite infectieuse qui sera nommée par la suite
« hépatite A» et de I'hépatite sérique nommée «hépatite B». Les premieéres

caractéristiques de ces deux types d’hépatites sont répertoriées ci-dessous :

Hépatite infectieuse Hépatite sérique
Période d’incubation Courte: 1 a 3 semaines Longue : 1 a 3 mois
Transmission Fécale-orale Parentérale et sexuelle
Degré de contagion Elevé Faible
Sévérité de la maladie Aigiie parfois fatale Aigiie (limité) parfois
sévere
Evolution Pas de chronicité ni de cirrhose Chronique et cirrhose

Tableau 1: Caractérisation clinique des deux premiers types d’hépatites
Description détaillée de I'hépatite infectieuse et de 'hépatite sérique en fonction de la
période d’incubation, du type de transmission, du degré de contagion, de la sévérité et
de I’évolution de la maladie (D’apres (Krugman et al., 1967)).

C’est en 1964 que I'équipe de Baruch Blumberg met en évidence dans le sérum
d’'un aborigene Australien un nouvel antigene appelé dans un premier temps « antigene
Australia », et plus tard «antigene Hbs» (Blumberg et al, 1965). Cet antigéne est
associé, en 1968, a 'hépatite sérique aussi appelée hépatite post-transfusionelle (Prince,
1968). Par la suite, des tests de détection systématiques de I'agent infectieux Hbs sont
mis en place, permettant d’éliminer lors des transfusions sanguines les poches de sang
contaminées. Ces premiers tests sérologiques permettent alors de différencier I'agent
infectieux responsable de I'hépatite B de I'agent responsable de 1'hépatite A (Gocke,
1972; Bamber et al.,, 1981). Cependant apres la mise en place de ces tests, le nombre
d’'individus développant les symptomes d’une hépatite apres transfusion sanguine ne
diminue que de 60%. Les chercheurs pensent alors que les cas résiduels d’hépatites
observés sont dus a l'efficacité partielle des tests détectant I'antigéne Hbs (Alter et al.,

1972).
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En 1970, Dane et ces collaborateurs ont mis en évidence que I'agent infectieux
responsable des hépatite B était un virus, logiquement nommé le virus de I'hépatite B
(VHB) (Dane et al,, 1970). En 1975 sont publiés les premiers résultats de vaccination
contre le VHB en utilisant 'antigene Hbs présent dans le plasma d’individus porteur
chronique de I'hépatite B (Maupas et al., 1976). Un vaccin, composé de I'antigene Hbs et
obtenu par génie génétique est administré dans le monde entier en 1986. C’est le seul
autorisé en France actuellement (Launay and Floret, 2015). En 1976, le virus de
I’hépatite A (VHA) est formellement caractérisé dans les selles de patients souffrant
d’hépatite aigiie, et donc identifié comme étant I'agent responsable des hépatites
infectieuses (Skidmore and Tadros, 1976). Les essais cliniques pour un vaccin inactivé
contre I'hépatite A sont publiés en 1993 (Jilg, 1993). Ce vaccin est disponible pour la
premiere fois entre 1995 et 1996 aux Etats Unis (Matheny and Kingery, 2012). Les
enfants se trouvant dans les zones a risques sont les premiers vaccinés en 1996, puis en

1999 le vaccin est distribué partout dans le monde (The history of vaccine. 2011).

L’ensemble de ces découvertes a montré que les transmissions d’hépatites virales
post-transfusionnelles résiduelles n’étaient dues ni au VHA ni au VHB, mais qu’elles
étaient dues a un autre virus. L’agent responsable de ces hépatites fut nommé dans un
premier temps « virus non-A non-B» (NANB) (Feinstone et al.,, 1975; McCaul et al,,

1982; Dienstag et al., 1983).

Les premieres caractéristiques du virus NANB furent mises en évidence:

e La particule a un diametre compris entre 40 et 60 nm.

e Levirus est enveloppé

e [l estsensible a la chaleur et a I'inactivation par le chloroforme

e Latransmission parentérale est majoritaire

e Latransmission sexuelle ou materno-fcetale est rare

e Laphase d’infection est asymptomatique

e Plusieurs cas d’hépatites séveres pouvant aller de I'hépatite chronique a la
cirrhose et parfois jusqu’au carcinome hépatocellulaire ont été observés

e 75% des infections par le virus NANB entrainent une infection persistante

e Levirus NANB est plus fréquemment observé en Occident
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Figure 1: Phylogénie des Flaviviridae L’analyse phylogénétique des différents virus
présents dans la famille des Flaviviridae repose sur la comparaison de séquence
conservée codant pour I'’ARN polymérase ARN dépendante (RdRp : RNA-dependent RNA
polymerase) . (International Commitee on Toxonomy of Viruses ICTV).

Apolipoprotéine

Enveloppe

Protéine core
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Figure 2: Représentation schématique du VHC. Les particules virales sont composées
d’'une nucléocapside contenant I’ARN viral encerclée par une enveloppe lipidique
dérivée de I'hote dans laquelle sont enchassées les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2.
Les apolipoprotéines associées aux particules virales sont représentées en bleu.
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Le virus NANB a été identifié et caractérisé en 1989 (Choo et al.,, 1989) et a été nommé
virus de I'hépatite C (VHC). Le séquencage du génome du VHC a permis de rapidement

classer ce virus dans la famille des Flaviviridae.

1.2 Le VHC

Le VHC appartient a la famille des Flaviviridae (Figure 1), qui est divisé en 4
genres: (1) tout d’abord le genre Flavivirus composé entre autre du virus de
I'encéphalite japonaise, du virus du West Nile, du virus de la dengue, du virus Zika et du
virus de la fievre jaune; (2) le genre Pestivirus comprenant, entre autres, le virus de la
diarrhée virale bovine (BVDV) et le virus de la fievre porcine; (3) le genre Pegivirus
comprenant le virus GB de type C renommé le virus HPg et le virus GB de type A
renommé SPg (Scheel et al., 2015). Le dernier genre (4) Hepacivirus est constitué entre
autres du VHC et du virus GBV de type B.

Les virus regroupés dans la famille des Flaviviridae ont une organisation
génomique similaire. Ce sont des virus ayant un diameétre compris entre 40 et 60 nm
recouvert par une enveloppe lipidique. Leur génome est un ARN simple brin de polarité
positive compris entre 9 a 13 Kilobase (Kb) protégé par une capside. L’ARN génomique
est traduit dans le cytoplasme des hépatocytes en une polyprotéine servant de
précurseur aux protéines structurales et non structurales nécessaires a la formation de
nouveaux virions (International Commitee on Toxonomy of Viruses ICTV).

Le VHC infecte exclusivement 'Homme, et de maniére prédominante les cellules
du foie. On retrouve dans le monde 7 génotypes différents du VHC, numérotés de 1 a 7,
ainsi que de 67 sous-types (Smith et al., 2014). Le VHC (Figure 2) est un virus enveloppé
d'un diameétre moyen de 60 nm (Catanese et al, 2013; Piver et al, 2016). Une
nucléocapside protege le génome viral. Cette nucléocapside est elle-méme enveloppée
par une bicouche lipidique dans laquelle sont enchassées les glycoprotéines virales
d’enveloppe E1 et E2. L’enveloppe virale est également recouverte de maniere
asymétrique par des apolipoprotéines. La densité des particules virales est un élément
essentiel qui influence leur infectiosité: elle peut varier entre 1,03 et 1,20 g/cm?3
(Pumeechockchai et al.,, 2002). En effet, les particules virales sont plus infectieuses
quand leur densité est faible (Vieyres et al., 2010). La variation de densité des particules

virales est due a leur association aux lipoprotéines durant leur sécrétion via la voie de
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biosynthése des lipoprotéines de tres faible densité (VLDL: « Very Low Density
Lipoprotein »). Dans ces conditions, on peut alors parler de lipoviroparticules (Nielsen et
al., 2006 ; Catanese et al., 2013). Il est également proposé dans la littérature que deux
types de virions pourraient coexister chez les individus infectés: en effet, il a été
observé en microscopie électronique que les lipoprotéines peuvent s’organiser soit de
maniere asymétrique autour de la particule virale sous forme d’association
périphérique, soit associées sous forme d’inclusion dans la bicouche lipidique
(Lindenbach et al,, 2013). Récemment, une stratégie basée sur I'immunocapture directe
de particules virales visualisé en microscopie électronique a transmission a été
développée. Cette nouvelle stratégie ouvre de nouvelles possibilités d’appronfondir
notre connaissance sur l'organisation morphologique précise des particules virales

(Piver etal,, 2016).

1.3 La polyprotéine du VHC

Le génome du VHC est constitué d’'un ARN simple brin de polarité positive ayant
une taille d’environ 9,6 Kb. Cet ARN simple brin est composé d’une région 5’ non
traduite (UTR : Untranslated Transcribed Region) incluant le site de fixation des
ribosomes appelé IRES (IRES : Internal Ribosome Entry Site) (Brown et al., 1992), d'un
seul cadre ouvert de lecture (ORF : Open Reading Frame) codant pour une polyprotéine

d’environ 3000 aa et d’'une région 3'UTR.

I.3.a Larégion 5’ non codante

La région 5’ non codante ou 5’UTR (Figure 3A) a une longueur d’environ 341
nucléotides (nt). Cette région est conservée a 90% entre les différents génotypes
notamment les structures secondaires et tertiaires (Bukh et al., 1992; Brown et al., 1992;
Bukh et al., 2012). Cette région est impliquée dans la réplication et la traduction de
I’ARN viral (Friebe et al, 2001). La région 5'UTR est constituée de 4 domaines, le
domaine I ayant une longueur de 40 nt et les domaines II a IV constituant le site de
fixation des ribosomes. Les éléments indispensables a l'initiation de la traduction sont

recrutés au niveau de I'[RES. Ce domaine permet aussi de réguler la traduction de I'ORF
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en absence de coiffe (Tsukiyama-Kohara et al.,, 1992). Les domaines II et III sont plus
complexes que le domaine IV (Honda et al., 1999). La base du domaine III est hautement
conservée et trés importante pour le recrutement et la fixation de la sous unité
ribosomale 40S sur I’ARN (Wang et al., 1995). Alors que la tige-boucle du domaine IV
n'est pas requise pour la fixation des ribosomes. La stabilit¢é de ce domaine est

négativement corrélée a I'efficacité de traduction de I’ARN viral (Honda et al,, 1996).

1.3.b Larégion 3’ non codante

La région 3’ non codante ou 3'UTR (Figure 3B) est importante lors de la
réplication virale car elle fixe le complexe de polymérisation comprenant I’ARN
polymérase ARN dépendante (RdRp: RNA-dependent RNA polymerase). L'interaction
directe de la région 3'UTR avec la machinerie traductionnelle facilite efficacement la
traduction (Shi et al,, 2016). Cette région varie entre 200 et 235 nt et contient trois
régions différentes (Figure 3). Tout d’abord une petite région variable qui suit
immédiatement le codon de terminaison de la polyprotéine d’une longueur variant entre
27 et 70 nt (Kolykhalov et al., 1997a). La région 3’'UTR ne contient pas de queue poly A
mais est suivie d'une région poly (U/UC) ayant une longueur d’environ 80 nt régulant la
réplication. Enfin une derniére région conservée de 98 nt, nommé 3’X, termine la région
3’ UTR de 'ARN du VHC. La petite région variable, la région poly (U/UC) et la région 3'X

permettent d’amplifier de maniére significative la traduction virale (Song et al., 2006).

L.3.c Clivage de la polyprotéine

L’ARN viral est traduit en une polyprotéine unique. Le clivage de cette
polyprotéine virale a lieu au niveau du réticulum endoplasmique (RE) et est réalisé a
'aide du recrutement de multiples protéines cellulaires. Ce clivage permet la libération
et la maturation de dix protéines virales (Figure 4). Les protéines virales peuvent étre
classées en deux groupes: d'une part les protéines structurales nécessaires a la
formation des nouveaux virions, correspondant a la protéine core, aux glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 et a la protéine P7, et, d’autre part, les protéines non structurales
impliquées dans la réplication du virus incluant la protéase NS2, le complexe NS3-4A

ayant une activité protéasique et ARN hélicase/NTPase, et les protéines NS4B, NS5A et
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A/ B/
Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés. Les parametres
nécessaires sont manquants ou erronés.Les parametres nécessaires sont
manquants ou erronés.

Figure 3: Représentation des régions 5’UTR et 3’'UTR de I’ARN viral du VHC. A
Région 5’ UTR du VHC ou sont schématisés et annotés les domaines [ a [V. B Région
3’'UTR ou sont annotés la région 3'X et poly (U/UC).

NS5B correspondant a la RdRp. Cependant certaines protéines nécessaires a la
réplication peuvent également étre impliquées dans d’autres étapes du cycle viral,

comme NS5A qui intervient lors de 'assemblage des virions.
Les différentes protéines structurales et non structurales sont clivées a partir de

la polyprotéine selon un ordre bien précis (Pietschmann et al., 2001). Via une premiere

signal peptidase, les protéines structurales et le polypeptide P7 sont clivés a partir de la
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polyprotéine au niveau du RE, puis maturés. Il en résulte la libération des protéines
core, E1, E2 et P7. L’autoprotéase NS2-NS3, possédant une activité protéase a cystéine,
permet ensuite le clivage de la jonction entre NS2-NS3. Puis la protéase virale a sérine
NS3-4A permet la libération de la protéine NS3. Cette derniere protéase virale clive la
polyprotéine au niveau de la jonction entre NS5A et NS5B produisant alors une protéine
intermédiaire NS4A-4B-5A. Le clivage entre NS4A et NS4B permet la production d'un
précurseur assez stable NS4B-NS5A. Enfin, la coupure entre NS4B et NS5A a lieu (Herod
et al, 2012). La protéine core est ensuite retrouvée a proximité des gouttelettes
lipidiques, les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont ancrées dans la membrane du
RE tandis que les protéines non structurales, a 'exception de NS2, forment le complexe

de réplication au niveau de la membrane du RE (Suzuki et al., 2007).

1.3.d Les protéines structurales

Les protéines structurales du VHC regroupent la protéine core et les

glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2.

I.3.d.i Core

La premiére protéine structurale codée par I'ORF du VHC est la protéine de
capside appelée aussi protéine core. Cette protéine forme la nucléocapside du VHC
nécessaire a la protection du génome viral (Figure 5). Cette protéine est libérée de son
précurseur par deux protéases cellulaires. Un premier signal peptidase cellulaire clive la
jonction core-E1 permettant de libérer une forme immature de la protéine core (191
acides aminés (aa) et 23 KDa) dans la lumiére du RE. Le second peptide signal (SPP) est
A/
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# Processus protéolytique
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Figure 4: Clivage de la polyprotéine du VHC. A/ Représentation de '’ARN viral avec la
polyprotéine encadrée par les régions 3’ et 5’ UTR. Les fleches noires pointent les
endroits ou la polyprotéine est clivée. Les protéines core-E1-E2 et P7 sont clivées a
partir de la polyprotéine par une premiére protéase cellulaire. Puis l'autoprotéase
NS2/NS3 clive la jonction entre NS2-NS3. Puis la protéase a sérine clive le reste de la
polyprotéine. En violet sont représentées les protéines non-structurales du VHC
nécessaires a la réplication. B/ Structure schématique des différentes protéines
structurales et non structurales ancrées dans la membrane du RE (d’apres
Bartenschlager et al., 2013)
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clivé par une autre protéase cellulaire, permettant de libérer une forme mature de la
protéine (177 aa et de 21 KDa) (McLauchlan et al., 2002; Oehler et al., 2012; Okamoto et
al,, 2008; Péne et al., 2009; Santolini et al., 1994). Seule la protéine core mature permet

de produire des particules virales infectieuses (Targett-Adams et al., 2008).

La protéine core mature est une protéine dimérique membranaire, stabilisée par
un pont disulfure entre les cystéines 128. Cette protéine, composée de deux domaines
distincts, est essentiellement formée d’hélice a (50%) (Boulant et al., 2005; Kushima et
al, 2010). Le domaine 1 est situé en N-terminal (aa 1 a 117). Ce domaine a la structure
flexible contient une forte proportion de résidus basiques, le rendant principalement
hydrophobe. Ce domaine est essentiel pour la liaison de la protéine core a I’ARN viral et
permet également de réguler la traduction des autres protéines virales (Boni et al,
2005; Lourenco et al., 2008; Shimoike et al., 2006). Le domaine 2, situé en C-terminal,
(aa 118-177) est constitué d'un domaine central hydrophobe connecté a deux hélices
amphipathiques (Boulant et al.,, 2005). Il contribue a l'interaction de la protéine core

avec les lipides, les gouttelettes lipidiques et la membrane du RE (Boulant, 2006).

Il a été montré que la protéine core interagissait avec les protéines non
structurales NS2 et NS3-4A du VHC (Coller et al, 2009; Counihan et al., 2011).
L’association de la protéine core avec les gouttelettes lipidiques et son interaction avec
la protéine NS5A a un role central lors de 'assemblage de la nucléocapside (Miyanari et
al., 2007). La protéine NS5A associée aux gouttelettes lipidiques, permet de transférer
I’ARN viral au niveau de la protéine core qui va s’y lier (Cristofari et al., 2004; Santolini
et al.,, 1994). L’association de core aux gouttelettes lipidiques est également essentielle
pour le recrutement des autres protéines virales lors de l'assemblage des virions
(Popescu et al,, 2014). En effet, cette protéine interfere avec I'expression de différents
genes cellulaires mais aussi avec le métabolisme des lipides (Shrivastava et al., 1998 ;

Alsaleh et al,, 2010 ; Afzal et al., 2014).

1.3.d.ii La protéine F

Un décalage du cadre de lecture (-2/+1) peut se produire lors de la traduction de

la protéine core au niveau des 11 premiers résidus, générant une protéine ARF (ARF :
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Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.

Figure 5: Représentation schématique de la protéine core. Le domaine 1 (aa 1 a
122) est nécessaire pour la liaison a 'ARN tandis que le domaine 2, (aa 122 a 174) est
nécessaire pour l'association de la protéine core a la membrane et aux gouttelettes
lipidiques (d’apres (Kao et al., 2016))

Alternative Reading Frame Protein) (Fishman et al, 2009; Walewski et al.,, 2001). La
taille de cette protéine varie entre 8 et 14 KDa (Eng et al, 2009). ARF est située au
niveau des membranes périnucléaires du RE et est tres instable, comme le montre sa

demi-vie d’environ 10 min (Roussel et al., 2003).
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Des anticorps anti-ARF ont été détectés chez les patients infectés par le VHC
(Karamitros et al, 2012; Xu et al., 2001). Dans les cellules en culture et chez le
chimpanzé, la protéine ARF n’est pas indispensable a la réplication du VHC. Les
différents roles de cette protéine sont complexes et partiellement compris. Certaines des
activités de cette protéine sont redondantes avec celles de la protéine core (Kotta-
Loizou et al., 2013). L’insertion de mutations silencieuses dans ARF puis I'inoculation du
virus mutant chez le chimpanzé ont permis de montrer d’'une part, une réduction de la
production de virion, et d’autre part, 'apparition de pathologies hépatiques (McMullan

etal., 2007).

L.3.d.iii Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 ont un role central a différentes étapes
du cycle viral du VHC, incluant I'étape de liaison du virus aux facteurs cellulaires
d’entrée, la fusion entre 'enveloppe virale avec la membrane endosomale, et I'étape

d’assemblage des particules virales.

E1 (35 KDa) et E2 (70 KDa) sont des protéines transmembranaires de type I
composées d’'un grand ectodomaine en N-terminal (160 et 360 aa respectivement pour
E1 et E2) et d’'un domaine C-terminal plus court (environ 30 aa). Les ectodomaines de
E1 et E2 sont fortement glycosylés et dirigés vers la lumiére du RE (Rouillé et al., 2006).
Les deux domaines transmembranaires (TMD) sont principalement hydrophobes et sont
séparés par un petit fragment polaire composé de résidus chargés (Cocquerel et al.,
2000). Les TMDs de ces deux protéines ont deux fonctions, ils permettent d'une part
d’ancrer les protéines dans la membrane du RE et d’autre part ils sont essentiels a

I’hétérodimérisation des protéines.

Le processus de maturation de E1 et E2 est complexe. Le précurseur des
glycoprotéines d’enveloppe est d’abord clivé par une peptidase cellulaire dans la
lumiere du RE (Penin et al., 2004). Les TMDs forment une structure en épingle a cheveux
avant que la séquence signal de E1 et E2 ne soit clivée. Apreés le clivage du peptide signal,
la protéine est réorientée vers le cytosol, formant ainsi un passage transmembranaire

(Cocquerel et al., 2002). Durant leurs syntheses, les ectodomaines de E1 et E2 sont
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transloqués dans la lumiére du RE et les TMDs sont insérés dans la membrane du RE.
Puis E1 et E2 sont fortement modifiées post-traductionnellement avec l'ajout de N-
glycosylation, O-glycosylation et de ponts disulfure. Les ponts disulfure permettent a E1
et E2 de former des complexes covalents stables lors de l'assemblage des virions
(Vieyres et al., 2010; 2014), alors que les formes intracellulaires in vitro de E1 et E2
forment des complexes non covalents (Voisset and Dubuisson, 2004). Les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 contiennent respectivement 6 et 11 sites de N- glycosylation. Les
N-glycosylation sont impliquées dans I'assemblage des particules virales et ont un role
important lors de l'infection du VHC. Certaines N-glycosylations (E2N1, E2N2, E2N4,
E2N6, et E2ZN11) sur E2 participent également a 'échappement immunitaire du VHC en
réduisant la sensibilité des particules virales aux anticorps neutralisant (Helle et al,,
2010). La présence de ponts disulfure entre les glycoprotéines d’enveloppe suggere que
I'interaction protéine-protéine a un réle important lors du bourgeonnement des
particules virales. En effet, la maturation et le repliement du complexe E1-E2 sont
dépendants d’'un processus impliquant les protéines chaperonnes, principalement la
calnexine (Dubuisson and Rice, 1996), et de la formation de ponts disulfure aussi bien

que des glycosylations (Moradpour and Penin, 2013; Wahid et al., 2013).

Les genes codant pour les glycoprotéines sont particulierement variables et
plusieurs régions a hypervariabilité génétique (HVR) ont été identifiées pour EZ2,
pouvant différer jusqu’a 80% selon les génotypes (Figure 6). La glycoprotéine
d’enveloppe E2 contient 3 régions hypervariables, les régions HVR1, HVR2 et une région
variable intergénotypique (igVR). La région HVR1, comprenant 27 aa, se trouve dans
une région immunodominante. Elle permet notamment de lier le récepteur Scavenger de
classe B de type I (SR-BI) (Callens et al, 2005). La délétion de cette région réduit
l'infectiosité des particules virales (Prentoe et al., 2011). Malgré la haute variabilité de
cette région, des résidus basiques chargés sont présents a des positions fixes,
permettant de conserver les propriétés intrinséques de cette région (Penin et al., 2001).
Cette région est donc une cible intéressante pour la mise au point d’anticorps
neutralisants.

La région HVR2 (aa 91-97) montre 100% de diversité entre les différents
génotypes du VHC. Le domaine igVR (aa 187-197) varie de maniere importante entre les

génotypes. Ces deux régions sont moins bien caractérisées que HVR1, cependant il a pu
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étre mis en évidence qu’elles étaient impliquées dans la formation des hétérodimeres et
qu’elles intervennaient aussi lors de la liaison de E2 aux différents récepteurs d’entrée
(Albecka et al., 2011, McCaffrey et al., 2011). Les régions hypervariables HVR1, HVR2 et
igVR ont un role essentiel lors de I’échappement du virus au systéme immunitaire. Ces
régions sont également essentielles pour l'intégrité structurelle et la fonction des

glycoprotéines d’enveloppe du VHC (McCaffrey et al., 2011).

Deux modeles de cristallisation ont été réalisés cette derniere décennie. Ils ont
permis entre autre de déterminer si E2 était une protéine de fusion ou non. En effet le
mécanisme de fusion virale est déterminant lors de l'infection du VHC. Dans un premier
temps, il avait été émis comme hypothese que E2 était la protéine de fusion du VHC.
Partant de ce postulat, le premier modele de cristallographie a été réalisé. Ce modele
repose sur le fait que les structures secondaires et tertiaires des protéines d’enveloppe
sont supposées étre similaires a celles des autres protéines de la famille des Flaviviridae.
Ceci permet de suggérer que les protéines E1 et E2 appartiendraient aux protéines de
fusion de classe II. Le modele de cristallisation de E2 publié par Thomas Krey et ses
collaborateurs en 2010 (Krey et al., 2010) comprend trois grands domaines. Tout
d’abord un domaine 1 (D1) contenant 8 feuillets 3 qui s’étendent de la partie N-
terminale jusqu’a la région hypervariable 1 (HVR1) qui comprend la majorité des
déterminants interagissant avec CD81. Le domaine 2 (D2), incluant HVR2, et la partie la
plus conservée de la glycoprotéine : une hélice de fusion (aa 119-137). Le domaine D1
estrelié au domaine 3 (D3) par une région variable intergénotypique. D3 inclus la région
interagissant avec CD81 tout en étant connecté au TMD. La structure conformationnelle
de cette protéine change en fonction de ses interactions spécifiques avec différents

partenaires biologiques (Krey et al., 2010).

472



INTRODUCTION La polyprotéine du VHC

Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.

Figure 6: Représentation des différentes régions hypervariables de E2. Les trois
régions hypervariables HVR1, HVR2 et igVR sont représentées ci-dessus (D’apres (Khan
etal, 2014))

Cependant ce modele s’est avéré par la suite inexact. En effet, la structure
tridimensionnelle de I'ectodomaine de E2 a été déterminée par deux autres équipes:
Kong et ses collaborateurs en 2013 et Khan et ses collaborateurs en 2014 (Khan et al,,
2014; Kong et al., 2013). Ces derniers modeéles mettent en avant que E2 n’est pas une
protéine de fusion de classe II car cette protéine présente une structure compacte

globulaire et se replie de facon similaire a I'lgG. Le cceur de E2 est principalement
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constitué de brins [ et d'une boucle formée de deux petites hélices a. Les brins sont
disposés en deux feuillets perpendiculaires (A et B) qui sont maintenus ensemble par un
coeur hydrophobe et de nombreux feuillets 3. Ce modele permet de suggérer que E2
n’est pas une protéine de fusion, mais que soit E1 seule soit E1 en interaction avec E2
pourraient catalyser le processus de fusion (Khan et al, 2014; Kong et al, 2013)

nécessaire a l'infection du VHC.

I.3.e Les protéines non structurales

Les protéines non structurales comprennent P7, NS2, NS3, NS4A, NS5A et la RdRp
NS5B. La protéine NS3 va tout d’abord s’associer avec la protéine NS2 pour former
I'autoprotéase NS2/NS3. Dans un second temps NS3 va s’associer a la protéine NS4A
pour former la protéase NS3/4A. Ces deux autoprotéases permettent la libération et la

maturation de '’ensemble des protéines non-structurales.

1.3.e.i La protéine P7

La protéine P7 est une protéine membranaire de 63 aa majoritairement
hydrophobe. Cette protéine est constituée de deux hélices a transmembranaires,
connectées entre elles par un fragment hydrophile chargé positivement. Ses domaines N
et C terminaux sont orientés vers la lumiere du RE (Carrere-Kremer et al., 2002). Cette
protéine, s’associant en hexameres ou heptameres, forme des canaux a cations facilitant
la production virale. Ces propriétés sont importantes lors des étapes de maturation
intracellulaire des virions (essentielles a leur sécrétion) et permettent d’associer cette
protéine a la famille des viroporines (Chandler et al., 2012; Clarke et al., 2006; Luik et al.,
2009). Cette protéine peut également étre associée aux protéines d’enveloppe et a NS2,
permettant ainsi de participer a la coordination de I'assemblage des particules virales
(Madan and Bartenschlager, 2015). La protéine P7 n’est pas requise pour la réplication
de 'ARN in vitro mais est essentielle pour 'assemblage et la sécrétion des particules
infectieuses (Steinmann and Pietschmann, 2010). Cependant, le role précis de la

protéine P7 lors de la sécrétion des virions n’est pas encore élucidé.
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1.3.e.ii NS2

La protéine NS2 (23Kda et 217 aa) est majoritairement hydrophobe. Les résidus
ayant une activité catalytique se situent en C-terminal dans une triade formée par les aa
suivant: I'histidine 143, la glycine 163 et la cystéine 184. Alors qu’en N-terminal est
présent le domaine membranaire constitué de trois fragments transmembranaires
(Jirasko et al., 2008, 2010). La structure cristallographique de NS2 montre un dimere
composé de deux sites actifs (Lorenz et al., 2006; Assenberg et al., 2009).

L’association de NS2 avec le domaine N-terminal de NS3, permet la formation de
I'autoprotéase NS2/NS3. Le clivage de la polyprotéine entre NS2/NS3 est réalisé par la
protéase a cystéine codée par NS2. La protéase NS2 est indispensable pour la réplication
de ’ARN et le clivage NS2/NS3 est essentiel pour la libération de la fonctionnalité de la
protéine NS3, permettant aussi la réplication de ’ARN viral (Jirasko et al., 2008; Schregel
et al.,, 2009). NS2 a un rdle central dans 'assemblage des particules infectieuses du VHC,
indépendamment de son activité protéasique. Cette protéine favorise également un
réseau complexe d’interaction entre les protéines structurales et non structurales,
aboutissant a 'assemblage des nouveaux virons (Jirasko et al., 2010; Popescu et al,,

2011; Selby et al.,, 1994).

1.3.e.iii Le complexe NS3-4A

Le complexe NS3-4A est un complexe non covalent constitué de la protéine NS3
et du cofacteur NS4A (Figure 7).

NS3 est une protéine multifonctionnelle de 70 KDa ayant une activité sérine
protéase en N-terminal (entre les aa 1 et 180) et une activité NTPase/ARN hélicase en C-
terminal. Ces deux activités enzymatiques ont été bien définies (Aydin et al, 2013;
McGivern et al., 2015; Morikawa et al., 2011; Yao et al.,, 1999). L’activité NTPase/ARN
hélicase permet d’éliminer la formation de structures secondaires temporaires de '’ARN
(Murray et al, 2008). Le site catalytique de NS3-4A forme une triade avec les aa
suivants : I'histidine 57, 'acide aspartique 81 et la sérine 139 (Meeprasert et al., 2014;
Moradpour and Penin, 2013). L’activité NS3 hélicase est essentielle pour la réplication

de ’ARN et est impliquée dans I'assemblage des virions.
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Le polypeptide NS4A (54 aa et 6 KDa) est le cofacteur de NS3 (Schregel et al,,
2009). La protéine NS3 ne possede pas de fragment transmembranaire, cependant la
portion N-terminale de NS4A, principalement hydrophobe (de 'aa 1 a 21), forme une
hélice o transmembranaire requise pour I'association intégrale du complexe NS3-NS4A
a la membrane du RE (Brass et al,, 2008). La partie C-terminale de NS4A est chargée
négativement et interagit avec d’autres composés contribuant également directement a
la réplication de ’ARN et a 'assemblage des nouveaux virions (Lindenbach et al., 2007;

Kohlway et al., 2014).

De facon intéressante, le complexe NS3-4A est localisé non seulement au niveau
des membranes du RE, a proximité du complexe de réplication, mais il est aussi associé
de facon minoritaire a la membrane des mitochondries (Horner et al., 2011; Wélk et al,,
2000). La protéine NS3-4A a un role essentiel car elle permet le clivage et la libération
des protéines non-structurales de la polyprotéine. Cette protéine interagit aussi avec des
protéines cruciales nécessaires a la mise en place d’'une réponse immunitaire innée chez
I’h6te comme le TLR3 adaptateur de TRIF (qui est immunomodulateur des facteurs de
croissance). Ceci montre que NS3-4A est essentiel non seulement lors de la réplication

mais aussi lors de la persistance et de la pathogénese du VHC (Li et al., 2005).

I.3.e.iv NS4B

NS4B est une protéine hydrophobe (261 aa, 27 KDa) (Figure 8), intégrée dans la
membrane du RE (Gouttenoire et al, 2010). Cette protéine est formée de plusieurs
domaines. Tout d’abord un premier domaine en N-terminal (de 'aa 1 a 69), suivi d’'un
domaine central formé de 4 passages transmembranaires (de I'aa 70 a 190) puis d'un
domaine C-terminal (de 'aa 191 a 261). La région N-terminale comprend deux hélices a
amphipathiques, nommées AH1 (aa 3 a 35) et AH2 (aa 42 a 66) (Lundin et al., 2003). La

NS3 NS4A

Sérine protéase Hélicase

1 H57 D81 5139 181 631 B85
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Figure 7: Représentation schématique des protéines NS3-4A. Annotation du
domaine sérine protéase (aa 1 a 181) et du domaine ARN hélicase (181 a 631) de NS3.
Les sites actifs de la sérine protéase sont représentés par des traits annotés H57, D81 et
S139. Le cofacteur NS4A est représenté allant de 'aa 631 a 685.
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Figure 8: Représentation schématique de la protéine NS4B. La protéine NS4B est
formée de 3 domaines: (1) un domaine en N-terminal, (2) une partie centrale (3) et un
domaine en C-terminal. Le domaine N-terminal est constitué de deux hélices a
amphipathiques (AH1 et AH2). La partie centrale est constituée de 4 passages
transmembranaires, tandis que la portion C-terminale est composée de deux hélices a
amphipathiques (H1 et H2).

Domaine 1 Domaine 2 Domaine 3
LCS 1 LCS 2
1 36 213 250 342 356 447
Ancrage ala
membrane

Figure 9: Représentation schématique de la phosphoprotéine NS5A NS5A est
composée de 3 domaines: le domaine 1 (aa 36 a 213), le domaine 2 (250 a 342) et le
domaine 3 (356 a 447). Les deux séquences LCS sont également représentées (D’apres
(Kumthip and Maneekarn, 2015).

partie N-terminale de NS4B peut se retrouver réduite par la co-expression d’autres

protéines non structurales, particulierement de NS5A (Gouttenoire et al., 2009 ; Lundin
et al., 2006). Ces observations montrent que la topologie membranaire de la partie N-
terminale de NS4B peut étre dynamique et modulée par l'interaction protéine-protéine

dans le complexe de réplication (Gouttenoire et al., 2009b). La partie C-terminale de
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NS4B est hautement conservée avec une premiére hélice a amphipathique (H1 aa 201-
213), et une seconde hélice a amphipathique (H2 aa 229-253) associée a la membrane
(Gouttenoire et al., 2009b; Palomares-Jerez et al., 2012). L’association a la membrane de
la protéine est assurée non seulement par les portions transmembranaires situées dans
la partie centrale, mais aussi par des déterminants associés a la membrane en N et C

terminal (possible palmitoylation, AH2, H2) (Yu et al., 2006).

NS4B induit la formation d'un réseau membranaire complexe appelé
« membranous web». Le « membranous web» est défini comme une altération
spécifique des membranes du RE, localement confinées en vésicules permettant
I'ancrage du complexe de réplication (Egger et al., 2002; Gosert et al., 2003). NS4B lie
également I’ARN viral (Einav et al, 2008), et est impliquée dans l'assemblage et la
sécrétion des particules virales (Jones et al., 2009). Les différentes fonctionnalités de
NS4B peuvent étre dues aux différentes topologies que peut prendre cette protéine,
mais également a l'interaction de cette protéine avec les autres protéines aussi bien
cellulaires que virales. De fagon similaire aux autres protéines non structurales, des
formes oligomeres de NS4B ont été rapportées, dont des trimeres (Yu et al,, 2006). Ces
oligomérisations sont importantes car leur absence perturbe la formation des
« membranous web » et la réplication de 'ARN viral (Gouttenoire et al., 2010). Obtenir
une structure cristallographique de NS4B permettrait d’avoir une idée plus précise des

multiples fonctions de cette protéine.

L.3.e.v NS5A

NS5A est une phosphoprotéine (447 aa, 56 KDa) (Figure 9) constituée d’'une
hélice a amphipathique transmembranaire située en N-terminal (Penin et al., 2004) et
de trois domaines. Le domaine 1 (aa 36-213), interagissant avec les gouttelettes
lipidiques (Miyanari et al, 2007), et le domaine 2 (aa 250-342) contribuent a la
réplication de ’ARN. Le domaine 3 (aa 356-447), essentiel a I'assemblage viral, interagit
avec la protéine core (Appel et al., 2008; Tellinghuisen et al., 2008a; Masaki et al., 2008).
Ces différents domaines sont séparés par deux séquences dites de faible complexité
(LCS : « Low Complexity Sequences ») (Tellinghuisen et al., 2004). La protéine NS5A se

trouve soit sous forme phosphorylée de facon basale (56 KDa) soit sous forme hyper

48



INTRODUCTION La polyprotéine du VHC

phosphorylée (58 KDa) sur certaines sérines présentes dans le domaine LCS1 (Evans et
al., 2004). La phosphorylation de NS5A entraine la modulation de la réplication du VHC,
probablement par l'intermédiaire de la régulation des interactions avec les facteurs
spécifiques impliqués dans I'assemblage (Neddermann et al., 2004; Tellinghuisen et al.,

2008b).

NS5A est associée a la membrane du RE et joue un role important lors de la
réplication de 'ARN et la formation des particules virales. Cette protéine est associée a
une monocouche de phospholipides lui permettant d’'interagir avec la protéine core au
niveau des gouttelettes lipidiques (Tellinghuisen et al., 2005). Il est suggéré que NS5A
forme de multiples dimeres plus particulierement avec le domaine 1 (Hwang et al,
2010). Tandis que les domaines D2 (Liang et al., 2007) et D3 (Hanoulle et al.,, 2009a) ne
participent pas a la formation des dimeéres. Les dimeres de NS5A sont nécessaires a la
formation d’un passage au niveau de la membrane du RE en faisant glisser 'ARN sur la
membrane du RE et ainsi permettant la coordination des différents acteurs de la
réplication (Moradpour et al, 2005). La conformation en dimere est stabilisée par
I'interaction spécifique avec des protéines de I'hote ou virales avec lesquelles la protéine

NS5A interagit (Hanoulle et al., 2009b).

I.3.e.vi NS5B

La premiere étape de la réplication du VHC consiste a synthétiser de ’ARN simple
brin de polarité négative complémentaire au génome, puis, dans un second temps, de
I’ARN simple brin de polarité positive a partir de ’ARN simple brin de polarité négative.
Ceci est effectué a I'aide de la RdARp NS5B (Figure 10). Cette enzyme virale est composée
de 591 aa et fait 68 kDa (Behrens et al.,, 1996; Lesburg et al, 1999; Lohmann et al,,
1997). Le domaine catalytique de NS5B est formé d'un domaine N-terminal (530 aa), et
de trois sous-domaines couramment retrouvés chez les polymérases RdRp. Ces trois
sous-domaines sont représentés sous forme imagée par une main droite composée « des
doigts », de «la paume » et « d'un pouce » (Figure 10). Cette analogie est basée sur la
description initiale de la structure de ’ADN polymérase Klenow (Ollis et al., 1985).

Deux acides aspartiques (Asp 220 et Asp 318) situés dans la « paume » forment

un complexe catalytique responsable de la réaction de polymérisation. La matrice d’ARN
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simple brin ou double brin passe dans la rainure entre «les doigts » et «le pouce »
menant directement au site actif et permettant ainsi la réaction de polymérisation.
L’acces aux NTPs se fait via un tunnel commencant en périphérie et s’étendant jusqu’au

site actif situé dans « la paume ».

L’intégralité du fragment C-terminal (21aa) de NS5B est associée a la membrane :
cette liaison résulte de l'orientation du domaine catalytique vers le cytosol (Schmidt-
Mende et al., 2001). L’ancrage de NS5B n’est pas nécessaire a I'activité polymérase in
vitro mais est indispensable a la réplication de I’ARN dans les cellules (Moradpour et al.,
2004). Le modele moléculaire de NS5B, associé a la membrane, suggere que la liaison de
la protéine a I’ARN a lieu a l'interface avec la membrane. Cette forme inactive de la RdRp
peut étre activée par un changement conformationnel permettant de relier le domaine
catalytique et le segment transmembranaire en C-terminal. Ce changement libere le
passage permettant a I’ARN d’accéder au site catalytique le faisant pivoter pres de la

membrane (Penin et al,, 2004).

FPouce Doigts

Figure 10: Schématisation de la protéine NS5B sous forme de « main droite ». En
bleu foncé et jaune sont représentés le pouce, en vert et violet les doigts, et en rouge la
paume (D’apres (Ferron et al., 2005)).

1.4 Le cvcle viral du VHC

Le cycle d’infection et de propagation du VHC (Figure 11) se découpe en trois

grandes étapes. Une premiere étape d’entrée au cours de laquelle le virus pénétre dans
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les cellules hépatocytaires, suivie de 1'étape de réplication et enfin de 1'étape

d’assemblage et de sécrétion des nouveaux virions.

1.4.a Entrée du VHC dans les cellules hépatocytaires

Apres l'infection d'un individu par le VHC, les particules virales sont transportées
par le sang jusqu’aux hépatocytes. Une premiére capture des particules virales a lieu par
I'intermédiaire de facteurs d’attachement présents a la surface cellulaire. Ces facteurs
d’attachement sont les lectines DC-SIGN (« Dendritic cell specific intercellular adhesion
molecule-3- grabbing nonintegrin ») et L-SIGN (« liver/lymph node-specific intracellular
adhesion molecule-3-grabbing non-integrin »), des protéoglycanes de type héparane

sulfate (HSPG), et le récepteur des lipoprotéines de faible densité (LDL-r).

I.4.a.i Les facteurs d’attachement

L.4.a.i.1 Les lectines de type C

Les protéines DC-SIGN et L-SIGN sont des protéines membranaires de type II
appartenant a la famille des lectines C. Ces deux protéines ne sont pas exprimées a la
surface des hépatocytes. La protéine DC-SIGN est exprimée a la surface des macrophages
spécifiques du foie, des cellules de Kupffer, ainsi qu'a la surface des cellules
endothéliales sinusoidales hépatiques. La protéine L-SIGN est quant a elle uniquement
exprimée a la surface des cellules endothéliales sinusoidales du foie (Pohlmann et al,,
2003). Certains motifs moléculaires viraux de la glycoprotéine d’enveloppe E2 sont
reconnus par ces lectines, il s’agit des oligosaccharides de mannose des glycoprotéines.
Les particules virales circulantes chez les patients se lient a ces deux protéines (Cormier
et al.,, 2004; Gardner et al., 2003; Lozach et al., 2003, 2004). Ce sont les premiers facteurs
qui capturent les particules virales dans le sang, permettant le rapprochement du VHC

des hépatocytes (Cormier et al., 2004; Feng et al., 2004).
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Les particules virales captées par les lectines DC-SIGN et L-SIGN se retrouvent
alors a proximité des hépatocytes ou d’autres facteurs d’attachements plus spécifiques

vont pouvoir les capturer.

L4.a.i.2 Les HSPG

Les glycosaminoglycanes (GAGs) font partie d'une large famille de
polysaccharides exprimés a la surface de la plupart des cellules de mammifere. Les GAGs
sont définis comme étant des chaines polysaccharidiques non ramifiées composées
d’'une répétition de disaccharides. Les GAGs de type héparane sulfate sont composés
d’'un méme disaccharide modifié par épimérisation ou sulfatation. Les HSPG font partie
des glycosaminoglycanes les plus fréquemment retrouvés. Les HSPG sont présents a la
surface des hépatocytes, et leurs parties glycosidiques interagissant avec E2 permettent
'attachement non spécifique du VHC a ce facteur. L'interaction entre le VHC et les GAGs
est faible, mais la quantité d’'HSPG présente a la surface cellulaire en fait un point
d’ancrage majeur (Koutsoudakis et al.,, 2006). Les déterminants impliqués dans cette
interaction n’ont pas été caractérisés, mais il a pu étre montré, via la délétion de la
région hypervariable 1 (HVR1) de E2, que cette région est nécessaire pour la liaison du
virus a ce facteur. Il a aussi été remarqué que la protéine E2 soluble ne peut plus se lier
au HSPG lorsqu’il y a une compétition avec I'héparine (Barth et al., 2003, 2006). Or, de
facon contradictoire, 'attachement de particules rétrovirales pseudotypées du VHC
(VHCpp) au HSPG n’est pas inhibé par 'héparine. Ceci suggere que l'attachement du
virus au HSPG est indépendant du complexe formé par les glycoprotéines d‘enveloppe
E1 et E2 (Callens etal., 2005).

Les syndécanes sont des protéoglycanes de types héparane sulfate
majoritairement retrouvés a la surface hépatocytaire (Jiang et al., 2013; Shi et al., 2013).
L’apolipoprotéine E (apo E), présente a la surface des particules virales, a la particularité
de pouvoir lier les syndécanes et plus spécifiquement celui de type 1 (Jiang et al., 2012;
Xu et al., 2015). Les HSPG agissent comme des facteurs d’attachement non spécifiques
du VHC: ils permettent le rapprochement spatial du VHC vers les facteurs spécifiques

nécessaires a I'entrée virale dans les cellules hépatocytaires.
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1.4.a.i.3 Le récepteur aux lipoprotéines de faible densité
(« Low density lipoprotein » (LDL))

Le récepteur aux LDLs (LDL-r) est exprimé dans une large variété de tissus,
cependant sa fonction de capture des lipoprotéines de faible densité dans le sang est
spécifique des hépatocytes (Nahmias et al., 2006; Rigotti et al, 2003; Burlone et al,,
2009). Ce récepteur est une protéine de 839 aa, constituée de 7 récepteurs adjacents de
type A en N-terminal, d’'une région riche en sérine thréonine, d’'un domaine
transmembranaire et de 50 résidus situés dans le cytoplasme en C-terminal (Beglova
and Blacklow, 2005). Les particules virales circulantes, provenant de patients, peuvent
lier le LDL-r alors que la glycoprotéine d’enveloppe E2 soluble et les VHCpp non (Molina
et al., 2007; Triyatni et al., 2002). L’'infection de particules virales produites en culture
cellulaire (VHCcc) peut étre également limitée par la compétition avec des VLDL et des
anticorps anti-apoE (Owen et al.,, 2009). Ces différentes observations montrent que
'association des particules virales a I'apoE est importante lors de I'attachement du VHC
au LDL-r. Cependant, la liaison des particules virales au LDL-r résulterait en une

internalisation virale non productive (Albecka et al.,, 2012).

La premiere étape de capture des particules virales par les facteurs
d’attachement non spécifiques est tres importante. En effet, elle permet par la suite au
VHC de se lier aux facteurs spécifiques nécessaires a I'’entrée virale. Ces facteurs d’entrée
spécifiques sont SR-BI, la tétraspanine CD81 (« Cluster of différentiation 81 »), la claudine
1 (CLDN1) et I'occludine (OCLN).

L.4.a.i.4 SR-BI

SR-BI est préférentiellement exprimé dans les cellules du foie. C’est une
glycoprotéine de 509 aa ayant deux domaines cytoplasmiques, deux domaines
transmembranaires et une large boucle extracellulaire avec 9 sites potentiels de N-
glycosylation (Acton et al., 1994). SR-BI est impliqué dans le métabolisme des lipides et
lie de multiples ligands de la classe des lipoprotéines comme les VLDL, LDL et HDL
(« High Density Lipoprotein ») (Voisset et al, 2005). Ce récepteur a la capacité de

modifier la composition lipidique des membranes cellulaires. Cette fonctionnalité
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permet a SR-BI d’avoir un rdle important dans I'apport de cholestérol au foie. La
modification de 'organisation membranaire facilite la présence de CD81 a proximité de
SR-B], et par conséquent favorise l'infection par le VHC (Kapadia et al., 2007).

SR-BI interagit avec la protéine E2 soluble (Bartosch et al., 2003; Scarselli et al.,
2002) et plus particulierement la région HVR1 (Dao Thi et al., 2011). Cependant, il a été
démontré que l'inhibition de l'infection n’est pas compleéte lors de la délétion de la
région HVR1, suggérant que la liaison des particules virales a ce récepteur n’est pas
spécifique du complexe E1E2 (Bankwitz et al,, 2014; Catanese et al., 2010). De facon
intéressante, des cinétiques d’inhibition avec des anticorps anti-SR-BI et anti-CD81 ont

montré que SR-BI peut agir simultanément avec CD81 (Zeisel et al.,, 2007).

SR-BI interagit avec la protéine d’enveloppe E2 et facilite ainsi I'interaction du
VHC avec la tetraspanine CD81 grace a la modification de la composition lipidique de la
membrane plasmique des cellules hépatocytaires. Ce facteur d’entrée permet de passer

de I’étape de capture a I’étape d’entrée virale.

I.4.a.i.5 La tetraspanine CD81

La tetraspanine CD81 (Cormier et al, 2004b) est une protéine présente a la
surface cellulaire exprimée dans une grande variété de cellules. C'est une protéine
transmembranaire appartenant aux glycoprotéines membranaires de type III. CD81 est
formée de deux boucles extracellulaires et d’'une petite boucle intracellulaire. L’'une des
deux boucles extracellulaires, la plus longue (LEL : « long extracellular loop ») contient
des éléments structuraux communs a la famille des tetraspanines. Ces éléments
structuraux sont les ponts disulfures situés entre 4 résidus cystéines, formant une
structure de sous-boucle contenant une région hyper variable commune entre les
différents membres de la famille (Pileri et al.,, 1998). L’association des lipoprotéines au
VHC masque le site d’interaction de E2 avec CD81, démontrant ainsi la nécessité d'un
réarrangement de la membrane lipidique permettant 1'accessibilité de E2 a CD81. Les
domaines de E2 interagissant avec CD81 ont été précisément décrits (Flint et al., 1999;
Lavie et al., 2014). Lorsqu’on utilise des anticorps anti-CD81, I'infection par des VHCpp,
VHCcc et des particules virales provenant de patients sont inhibées. Une interaction

directe entre les VHCpp et CD81 a été démontrée, alors que cela n’a pas été observée
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avec les VHCcc (Kapadia et al., 2007). Ces différentes études révelent que la liaison de
CD81 a E2 peut étre modulée par E1. La délétion du domaine HVR1 sur la protéine E2
soluble augmente sa liaison a CD81, démontrant ainsi que ces deux glycoprotéines
d’enveloppe ont une action complémentaire lors de I’'entrée du virus (Roccasecca et al.,
2003). Le tropisme du VHC pour les cellules hépatocytaires est spécifique de CD81 : en
effet, les cellules de foie murin n’ayant pas a leur surface CD81 ne peuvent pas étre
infectées par le VHC. Des souris humanisées par génie génétique exprimant CD81
humaine sont permissives au VHC (Bitzegeio et al., 2010). La liaison du VHC a CD81
induit de multiples signaux dans la cellule, notamment la relocalisation du complexe
virus-CD81 vers le pole apical des hépatocytes ou les particules virales seront
internalisées (Mee et al., 2008). CD81 a également un role dans la modulation de la
réponse immunitaire adaptative par son interaction avec les lymphocytes B et T. Ceci
peut conduire a la persistance virale, a des pathologies du foie et 'activation polyclonale
des lymphocytes B. Ces phénomeénes sont couramment observés chez les patients

atteints d’hépatite C chronique (Machida et al., 2005).

Deux protéines des jonctions serrées, CLDN1 (Evans et al., 2007) et OCLN (Ploss
et al., 2009) ont été identifiées comme étant deux autres facteurs nécessaires a l'entrée
des particules virales dans les cellules hépatocytaires. Mais d’autres facteurs, mis en
évidence plus récemment, sont aussi nécessaires a I'entrée virale comme le récepteur
EGF (Epidermal Growth Factor), le récepteur de cholestérol Niemann-Pick C1-like 1
(NPC1L1) et le récepteur a la transferrine (TfR).

1.4.a.i.6 Le récepteur EGF

Le facteur EGFR est une glycoprotéine transmembranaire appartenant a la
famille des tyrosines kinase. Cette protéine de surface cellulaire lie une hormone de
croissance. De facon endogene, la liaison du ligand a son récepteur induit la dimérisation
du récepteur et son autophosphorylation ce qui permet a la cellule de proliférer (Gene
ID: 1956). Différentes voies de signalisation cellulaire lors de l'infection par le VHC ont
été mentionnées comme étant indépendantes de la phosphorylation de EGFR (Brazzoli
et al,, 2008). C’est le cas de la voie MAPK qui active une GTPase membranaire se liant a

CD81 et interagissant avec la voie PI3K/Akt (Liu et al., 2012). Par conséquence, il a été
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suggéré que ce facteur pouvait avoir un réle important lors de 'entrée du VHC. Il a été
montré en 2012 (Diao et al., 2012) que la liaison du VHC a CD81 entrainait 'activation
du facteur EGFR par phosphorylation. Ceci conduit a l'activation d'une GTPase
spécifique qui va promouvoir la migration latérale du complexe CD81-virus jusqu’au
facteur CLDN1. Il a été montré que ce récepteur permettait la formation du complexe

CD81-CLDN1 important lors de I'entrée du VHC (Lupberger et al., 2011).

L.4.a.i.7 CLDN1

La protéine CLDN1 est exprimée de fagon prédominante dans les cellules du foie
formant un réseau de jonctions serrées (Furuse and Tsukita, 2006).

Cette molécule est composée de 211 aa (22,7 Kda) comprenant deux boucles
extracellulaires, 4 segments transmembranaires et 3 domaines intracellulaires avec des
fragments hautement conservés dans la premiere boucle extracellulaire impliqués dans
I'entrée du VHC (Hewitt et al., 2006). CLDN1 a un réle important lors de I’étape post-
attachement du virus a la surface cellulaire aprés la liaison a SR-BI et CD81. La
localisation de CLDN1 est aussi essentielle a I'infection par le VHC, démontrant ainsi
I'importance du phénomene de migration des particules virales au niveau des jonctions
serrées lors de I'étape d’entrée (Dorner et al.,, 2011). Mais il a également été montré que
CLDN1 était aussi présent en dehors des jonctions serrées, et que la fréquence
d’association CD81-CLDN1 en dehors des jonctions serrées n’affectait pas le taux
d’infection (Harris et al.,, 2008). En effet, il a été montré par microscopie que le VHC
interagissait avec CLDN1 a la membrane basolatérale des cellules hépatocytaires (Coller
et al.,, 2009). Lors de l'endocytose, les particules virales sont internalisées avec le
complexe CD81 et CLDN1 (Evans et al,, 2007). L’hétérodimere E1E2 interagit a la surface
cellulaire avec CLDN1 (Douam et al,, 2014). Deux autres membres de la famille des
claudines ont été identifiés comme intervenant lors de I'entrée du virus : CLDN6 et
CLDNO. De la méme maniere que CLDN1, ces protéines sont exprimées dans les cellules

de foie (Zheng et al., 2007).

1.4.a.i.8 OCLN
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OCLN est une protéine proche structuralement des claudines, également
impliquée dans I’entrée et I'initiation de I'infection par le VHC (Lui et al., 2010; Ciesek et
al,,2011). C’est une protéine de 60 KDa, composée de 4 régions transmembranaires et de
deux boucles extracellulaires. Elle interagit directement avec E2 du VHC, facilitant ainsi
I'entrée virale au niveau des jonctions serrées. Une inhibition de OCLN entraine une
diminution de l'entrée du VHC. Les protéines CD81 et OCLN présentes a la surface
cellulaire permettent de lier spécifiquement le VHC conférant le tropisme de ce virus

pour les cellules du foie (Benedicto et al., 2008, 2009).

I.4.a.i.9 Autres facteurs d’entrée

En 2012, le récepteur NPC1L1 a été identifié comme un nouveau facteur d’entrée
du VHC (Sainz et al,, 2012). Il a été montré que le «silencing » ou le blocage par des
anticorps de ce facteur d’entrée inhibait l'infection du VHC. L'ézétimibe, qui empéche
'absorption du cholestérol, est capable d’'inhiber efficacement I'infection du VHC in vitro.
De maniere trés intéressante cette équipe a montré que l'inhibition de ce facteur
d’entrée empéchait I'infection du VHC juste en amont de I'étape de fusion. Ceci suggere
qu'il est possible que la fusion virale dépende de la composition en cholestérol de la

membrane (Sainz et al.,, 2012 ; Felmlee et al,, 2013).

Les TfR 1 et 2 sont des protéines transmembranaires exprimées dans le foie. Ces
protéines captent le fer présent dans le sang pour le transférer au compartiment
intracellulaire. Lors d’une infection par le VHC, il est observé chez les patients une
surcharge en fer due a une altération de I'’expression du récepteur TfR1, entrainant une
dérégulation de 'homéostasie du fer. Le récepteur TfR1 agit simultanément avec les
protéines de jonctions serrées comme un récepteur de «clusterisation» et

d’internalisation du virus (Martin and Uprichard, 2013).

En résumé, dans un premier temps, les particules virales circulantes dans le sang
des patients sont captées au niveau des résidus glycosidiques des glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 par les lectines DC-SIGN et L-SIGN. Cette capture permet aux
particules virales d’étre spatialement rapprochées des cellules hépatocytaires. A la

surface des cellules les GAGs et le LDL-r facilitent I'attachement initial des particules
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virales par une interaction avec les lipoprotéines associées aux virions. La liaison du
VHC au LDL-r entraine une internalisation non productive des virus. Les particules
virales se lient ensuite aux récepteurs d’entrée SR-BI et CD81. L’interaction avec SR-BI
peut étre directe, via E2, ou indirecte via les lipoprotéines. L’attachement des particules
virales au récepteur CD81 est ensuite spécifique. Puis CLDN1 interagit avec les
particules virales. Les particules virales peuvent également migrer latéralement
jusqu’aux jonctions serrées ou elles pourront interagir avec I'OCLN. L’entrée du virus est
contrdlée par la présence de différents facteurs d’entrée, mais aussi par I'absence de

facteur inhibiteur. Le VHC est ensuite internalisé dans les cellules hépatocytaires.

L.4.b Internalisation, endocytose et fusion

Apres I'étape d’attachement aux facteurs d’entrée, le VHC est internalisé dans les
cellules hépatocytaires par un mécanisme d’endocytose dépendant de la clathrine.
Durant ce processus, les particules virales induisent un bourgeonnement vers l'intérieur
de la membrane plasmique (Blanchard et al, 2006). Ce phénomene se déroule en
association avec le complexe CD81-CLDN1 et OCLN. Ces différentes protéines sont
ensuite internalisées en méme temps que les particules virales (Bartosch et al., 2003;
Farquhar et al, 2011, 2012).

Puis, les particules virales suivent la voie des endosomes précoces. Cependant,
d’autres voies alternatives peuvent étre utilisées (Matsuda et al., 2014). Dans les cellules
Huh-7, les virions sont transportés rapidement aux endosomes via la protéine Rab5a le
long des filaments d’actine, ou la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane
endosomale a lieu (Coller et al., 2009; Stone et al., 2007). L'usage de la bafilomycine A1
affecte I'acidification du compartiment endosomal. Cette molécule bloque I'infection du
VHC, mettant en avant que la libération de I’ARN viral, lors du processus de fusion des
membranes, est pH-dépendant (pH optimal 5,5) (Meertens et al.,, 2006). L’'interaction
entre E2 et CD81 semble aussi primordiale lors de la fusion entre la membrane
endosomale et 'enveloppe virale (Sharma et al.,, 2011). Cependant, comme mentionné
précédemment, la protéine E2 n’est pas une protéine de fusion (Khan et al., 2014; Kong
et al, 2013). Ceci laisse suggérer que soit la protéine E1 soit le complexe E1E2 est
important lors du processus de fusion. A l'issue de ce processus d’endocytose, le

matériel génétique viral est libéré dans le cytoplasme de la cellule, permettant ainsi la
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traduction de la polyprotéine et la mise en place du processus de réarrangement
membranaire nécessaire a la réplication. Cependant, le processus de fusion et le réle
exact des glycoprotéines d’enveloppe dans ce mécanisme restent peu compris. La
structure cristallographique complete de E1 et de E2 permettrait une meilleure

compréhension de cette étape lors du processus d’entrée du virus.

I.4.c Traduction

A la suite du processus de fusion et de décapsidation du virus, la libération du
génome viral dans le cytoplasme de la cellule a lieu. L’ARN viral sert alors directement
de matrice a la traduction de la polyprotéine virale. La traduction de ’ARN viral a I'aide
de facteurs cellulaires est initiée a proximité du RE. Cette proximité permet lors de la
traduction du peptide signal d’adresser la polyprotéine directement dans ce
compartiment. Puis les protéases virales et cellulaires permettent la libération et la
maturation des 10 protéines virales : core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et
NS5B (Moradpour and Penin, 2013). Les différentes protéines structurales et non
structurales sont clivées a partir de la polyprotéine selon un ordre bien précis (voir
.3.c). Certaines des protéines non-structurales vont intervenir dans la formation du

complexe de réplication nécessaire a la formation des nouveaux virions.

1.4.d Réplication

Apres leur traduction, les protéines virales sont associées a des membranes
dérivées du RE. La réplication du génome du VHC induit un réarrangement massif des
membranes intracellulaires appelé « membranous web » induit par NS4B (Egger et al,,
2002). Les protéines nécessaires a la réplication du VHC forment alors un complexe de
réplication au sein du « membranous web » ou est présent I'’ARN viral et 'ARN
nouvellement synthétisé (Brass et al., 2009). Ce réseau membranaire a initialement été
décrit dans les cellules U-2 OS exprimant la polyprotéine du VHC: cela a permis de
démontrer que la réplication virale ne dépend pas de la réplication active de I’ARN mais
uniquement de l'expression des protéines non-structurales (Egger et al, 2002). Des

analyses utilisant des techniques de microscopie électronique 3D ont permis la
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reconstruction de ces « membranous web », montrant I'apparition de vésicules ayant
des doubles membranes (DMVs : double membranes vesicles) avec un diamétre moyen de
150 nm (Ferraris et al., 2010; Romero-Brey et al., 2012). Les protéines NS3, NS4A, NS5A
et NS5B suffisent pour former un complexe de réplication efficace, comme cela a été
montré avec les unités indépendantes de réplication : les réplicons (Lohmann, 1999).
NS4B intervient en modulant I'état de phosphorylation de NS5A régulant ainsi les
niveaux de réplication (Lindenbach et al.,, 2007). La protéine NS5A interagit également
avec les autres protéines virales du complexe de réplication et avec '’ARN viral (Huang
et al,, 2005). La RdRp (NS5B) est 'enzyme permettant de synthétiser les nouveaux brins
d’ARN. L’ARN nouvellement synthétisé est traduit pour produire les nouvelles protéines
virales. Ce nouveau brin d’ARN sert également de matrice a la réplication de '’ARN viral
et permet progressivement l'assemblage de nouveaux virions. Les gouttelettes
lipidiques sont des organelles qui ont une fonction de stockage d’ester de chlolesteryl et
de triglycérides, qui sont entourées par une monocouche de phospholipides hébergeant
de nombreuses protéines. De fagon intéressante, les gouttelettes lipidiques sont
retrouvées a proximité des « membranous web », car elles ont un réle central lors de la
coordination de la synthese de I'’ARN et dans la morphogénése des virions. Des ARN
doubles brins ont également été trouvés au niveau des gouttelettes lipidiques, suggérant

un réle de ces derniers lors de la réplication. (Miyanari et al., 2007).

1.4.d.i Régulation de la réplication par les protéines cellulaires

Les protéines cellulaires peuvent tout d’abord réguler I'étape de traduction, ayant
un impact sur la réplication. Par exemple la protéine PTB (PTB : « polypyrimidine tract-
binding protein ») va interagir avec la région 3’'UTR de I’ARN viral, régulant ainsi la
traduction de la polyprotéine et agissant indirectement sur I'étape de réplication (Chang
and Luo, 2006). De maniere complémentaire, la phosphoprotéine La («La
autoantigen ») interagit avec les parties 5’ et 3’ UTR, régulant elle aussi la traduction
virale (Ali and Siddiqui, 1997; Domitrovich et al., 2005; Spangberg et al., 1999).

Différentes protéines cellulaires ont aussi été décrites comme influencant
directement la réplication. C’est le cas de la protéine hVAP-A (Evans et al., 2004), qui
régule positivement la réplication du VHC en interagissant avec la forme

hyperphosphorylée de la protéine NS5A. La protéine cyclophiline A interagit également
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avec NS5A, entrainant un changement dans sa conformation contribuant a
I'amplification de la réplication des ARN viraux ainsi qu’a 'assemblage des particules
virales (Kaul et al, 2009; Madan et al,, 2014). La « Protein kinase C-related kinase 2 »
(PRK2) influence l'activité de la RdRp NS5B en la phosphorylant, améliorant ainsi de
facon considérable la réplication (Kim et al.,, 2004). Le facteur GBF1 (« Golgi-specific
brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor 1 ») est impliqué quant a lui,
dans l'activité des complexes de réplication formés au niveau des « membranous web »
(Goueslain et al., 2010; Farhat et al., 2013 et 2016). Le micro ARN miR122 est également
essentiel a la réplication du VHC. C’est un microARN exprimé spécifiquement dans le
foie, liant 'ARN viral et permettant ainsi de le surexprimer (Jopling et al.,, 2005). La
phosphatidyl-inositol-4 kinase-III est nécessaire au maintient de l'intégrité et au bon
fonctionnement du complexe de réplication (Reiss et al,, 2011), la protéine ARF-GAP1 lie
la protéine NS5A (Li et al., 2014), les protéines VAP-A (vesicle-associated membrane
protein-associated protein A) et VAP-B sont aussi nécessaires a la régulation positive de

la réplication (Paul et al., 2013).

L.4.e Assemblage et propagation du VHC

La morphogénese des particules virales requiert simultanément 'accumulation
spatiale et temporelle des protéines structurales et de 'ARN génomique (Lindenbach,
2013). Lorsque la nucléocapside virale contenant I’ARN est formée, celle-ci est
enveloppée dans une membrane provenant du RE. Puis les particules virales sont
sécrétées hors des cellules par exocytose via la voie de biosynthese des VLDL.
L’assemblage, le bourgeonnement et la libération des virions sont difficiles a détecter
dans les cellules infectées, suggérant que ce processus est rapide.

Un des composants majeurs du VHC est la protéine core qui interagit avec I’ARN
génomique pour former la nucléocapside. La protéine core sous forme de dimere est
transférée a proximité des gouttelettes lipidiques présentes dans le cytosol (Barba et al,,
1997; Boulant et al., 2005). L'interaction de la protéine core avec les gouttelettes
lipidiques est essentielle au recrutement des autres composants viraux nécessaires a
I'assemblage des virions (Miyanari et al.,, 2007). Cette liaison peut étre influencée par

différentes protéines cellulaires, comme le diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1)

61



INTRODUCTION Le cycle viral du VHC

(Herker et al., 2010), la phospholipase A2 cytosolique régulée par une MAPK (PLA2G4)
ainsi que son produit, 'acide arachidonique (Menzel et al., 2012).

L’autre composant majeur des particules virales est le complexe formé par les
glycoprotéines d’enveloppe E1E2. Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 forment un
complexe d’hétérodimeres non covalent retenu dans la membrane du RE (Dubuisson et
al, 1994). Ce complexe de glycoprotéines a besoin de migrer a proximité des
gouttelettes lipidiques pour s’assembler (Miyanari et al., 2007). Il a été montré que NS2
interagissait avec E1, E2 et P7, et que ces interactions sont essentielles a la migration du
complexe E1E2 sur le site d’assemblage des nouveaux virions (Jirasko et al., 2010;
Popescu et al, 2011). La présence de ponts disulfures entre les glycoprotéines
d’enveloppe et la surface des particules virales suggere que les interactions latérales
protéine-protéine ont un role dans le bourgeonnement des particules virales (Vieyres et
al,, 2010).

Les protéines p7, NS2 et les autres protéines non structurales sont aussi
nécessaires au processus d’assemblage. Parmi ces protéines, NS5A a un role
prédominant lors de la transition entre la réplication et I'assemblage (Lindenbach,
2013). Le domaine C-terminal de cette protéine interagit avec les gouttelettes lipidiques
liées a la protéine core (Miyanari et al, 2007) et plus spécifiquement permet la
phosphorylation d’'un résidu sérine, essentielle a la régulation de I'assemblage viral
(Tellinghuisen et al., 2008a).

La sécrétion des virions est étroitement liée a la voie de biogénese des VLDL
(Gastaminza et al., 2008) et par conséquent les virions se retrouvent associés a apoE,
apoB, apoA1l, apoC1, apoC2 et apoC3 (Bartenschlager et al., 2011; Catanese et al., 2013).
Le complexe de transport endosomal (ESCRT : « endosomal-sorting complex required for
transport ») a aussi un role lors du bourgeonnement des particules virales. Le complexe
ESCRT est une machinerie cellulaire impliquée dans le bourgeonnement des vésicules
provenant du cytoplasme et dans la formation des corps multivésiculaires.
Durant la sécrétion des particules virales, les glycanes sont associés aux glycoprotéines

d’enveloppe (Vieyres et al., 2010).

I.4.f Transmission cellule-cellule
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La transmission du virus a de nouvelles cellules hépatocytaires se fait selon deux
voies distinctes : (1) la voie d’entrée des particules virales décrite précédemment et (2)
la voie de transmission cellule-cellule (Chang et al., 2003b). Le mode de transmission
cellule-cellule est une des alternatives trouvées par le virus pour échapper aux anticorps
neutralisants. C’est aussi le mode d’infection utilisé préférentiellement par les virus
résistants aux thérapies utilisant des molécules ciblant directement le virus (DAA:
« Direct antiviral Agent ») (Xiao et al., 2014). Les protéines SR-BI, CLDN1 et OCLN sont
importantes lors de la transmission du virus entre hépatocytes (Timpe et al., 2007). En
revanche, le role de CD81 lors de la transmission du virus selon le mode cellule-cellule

est controversé (Brimacombe et al.,, 2011; Timpe et al., 2007).
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Figure 11: Cycle viral du VHC. Le VHC initie son infection dans les hépatocytes par une
étape d’attachement a des facteurs non spécifiques présent a la surface cellulaire. Les
GAG et le LDL-r ont un role majeur lors de cette étape d’entrée du virus. Les particules
virales peuvent alors interagir avec certains des facteurs d’entrée spécifiques. Le VHC
entre en contact en premier avec SR-BI qui facilite I'association de la protéine
d’enveloppe virale E2 avec CD81. CD81 et la protéine de jonction serrée CLDN1 forment
un complexe essentiel a I'entrée du VHC qui est régulé par le récepteur au facteur de
croissance épithéliale (EGFR: Epidermal Growth Factor). Puis le VHC interagit avec
I'occludine, qui est aussi une protéine des jonctions serrées. Le TfR, la tetraspanine
CD63, et le transporteur de cholestérol Niemann-Pick C1-Like1l (NPC1L1) ont également
un roéle lors de I'entrée du VHC dans les hépatocytes. Cependant, leur mécanisme
d’action n’a pas encore été élucidé. La régulation de I'entrée du VHC dépend de la
diffusion au sein de la membrane de CD81 (schématisé par une fleche rouge). Le virus
est ensuite internalisé par endocytose avec le complexe CD81/CLDN1 et EGFR.
L’endocytose est favorisée par les propriétés de transfert lipidique de SR-BI. Apres
fusion de I'’enveloppe virale a faible pH avec la membrane endosomale, le génome viral
est relargué dans le cytosol. Les facteurs cellulaires nécessaires a la traduction de la
polyprotéine unique sont recrutés, puis cette dernieére est clivée afin d’obtenir les
protéines virales matures nécessaires a la réplication de ’ARN viral. Parallelement,
I’ARN viral est répliqué afin de former de nouveaux virions. Les nouveaux virions sont
assemblés dans les compartiments du RE puis sont libérés par la voie de biogéneése des
VLDL. Ce processus est réalisé a proximité des gouttelettes lipidiques (LD). Les virions
sont relargués et peuvent infecter de nouvelles cellules soit par le milieu extérieur, soit
selon un mode de transmission de cellule a cellule (D’apres Fénéant et al.,, 2014).
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I.5 Modeles d’études

Etudier et approfondir notre compréhension du cycle infectieux du VHC a été
indispensable afin de lutter efficacement contre ce virus. Pour cela, différents systémes
d’études ont été mis en place. En 1997, le développement de clones moléculaires
infectieux provenant de chimpanzés a représenté une avancée importante, malgré le fait
que ces particules ne puissent pas étre produites en culture cellulaire (Kolykhalov et al.,
1997b). Par la suite, différents systémes in vitro utilisables en culture cellulaire ont été
développés : la protéine E2 soluble, le réplicon subgénomique, les VHCpp, le VHCcc, et
les systemes de cellules permissives au VHC. Les modeles in vivo permettent d’étudier
les interactions hote-pathogéne ainsi que les défenses mises en place par le systéme

immunitaire lors d’une infection.

I.5.a Systéme in vitro

I.5a.i La protéine E2 soluble

Le premier outil utilisé pour identifier les récepteurs avec lesquels interagit le
VHC lors de I'entrée dans les cellules est la glycoprotéine d’enveloppe E2 soluble (E2s).
E2s est dépourvue de fragment transmembranaire, via une délétion a I'aa 661 (Michalak
et al,, 1997), permettant ainsi d’obtenir une forme soluble de la protéine en culture
cellulaire. L'identification des facteurs d’entrée comme la tetraspanine CD81 (Pileri et
al,, 1998) et le récepteur SR-BI (Scarselli et al., 2002), a été réalisée a I'aide de E2s dans
des lignées d’hépatocarcinomes humains. E2s a son propre repliement qui permet
d’interagir avec les facteurs d’entrée (CD81) sur les cellules hépatocytaires. REcemment,
la structure de I'ectodomaine de E2 en complexe avec deux Fabs a été résolue, révélant
une forme globulaire ayant un repliement similaire aux IgG et présentant des régions
flexibles (Khan et al., 2014). De facon intéressante, la région centrale de E2 ne contient
pas de peptide de fusion et ne subit pas d'importants réarrangements conformationnels.
Il a aussi été montré que des anticorps anti-E2 provenant de patients sont suffisants
pour bloquer I'entrée des VHCcc (Whidby et al., 2009).

Afin de trouver de nouvelles molécules inhibitrices contre les protéines virales

NS3, NS5A et NS5B des criblages sont réalisés a partir de réplicons exprimant
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individuellement ces protéines (Kataoka et al., 2016 ; Yang et al., 2017). Des vecteurs
d’expressions contenant spécifiquement le domaine protéasique de NS3 ainsi que son
cofacteur NS4A peuvent étre également étre utilisés (Berdichevsky et al., 2003 ; Pessoa

etal., 2016).

L.5.a.ii Le réplicon subgénomique

Le développement des réplicons subgénomiques et génomiques permet d’étudier
spécifiquement I’étape de réplication du VHC en s’affranchissant de I'étape d’entrée
(Figure 12).

Le développement de la premieére unité réplicative sub-génomique a été initié en
1999 dans des cellules humaines. Ce systeme dérive d’'une construction bi-cistronique,
ayant d’'une part un gene de résistance a un antibiotique exprimé a partir de I'IRES du
VHC, et d’autre part, les genes codant pour les protéines non structurales, NS3/4A,
NS4B, NS5A et NS5B, et la région 3’ non codante du VHC exprimés a partir de I'IRES du
virus de l'encephalomyocardite (EMCV: « Encephalomyocarditis Virus ») (Lohmann,
1999). Des réplicons mono-cistroniques ont également été mis au point. Ces réplicons
sont sous le contréle uniquement de I'IRES du VHC. Les réplicons génomiques
contiennent quant a eux tout le génome viral, mais ne sont pas capables de produire des
particules virales infectieuses (Pietschmann et al., 2002).

Par la suite, plusieurs mutations adaptatives ont été insérées dans le réplicon,
permettant d’obtenir des systémes avec une grande capacité réplicative. Ces mutations
ont été insérées dans NS3, NS4B et NS5A. Différents systemes de réplicons ont été
obtenus avec différents génotypes du VHC, ce qui a permis en partie le développement

des DAAs (King et al., 2002).
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Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.

Figure 12: Réplicon bi-cistronique et réplicon mono-cistronique Le réplicon bi-
cistronique possede un gene rapporteur placé sous le contréle de I'IRES du VHC, tandis
que les genes codant pour les protéines non structurales sont sous le contrdle de I'IRES
du EMCV. Le réplicon mono-cistronique est entierement sous le contréle de I'IRES du
VHC. Le gene rapporteur utilisé ici est la néomycine (Kao et al., 2012).

I.5.a.iv Les VHCpp
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L’étude de 'entrée du VHC repose en grande partie sur les particules rétrovirales
pseudotypées avec les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC (VHCpp) (Bartosch
et al., 2003) (Figure 14). Les VHCpp offrent la possibilité d’étudier I'étape d’entrée du
virus en s’affranchissant des autres étapes du cycle viral. Les VHCpp sont produites par
co-transfection de trois plasmides dans des cellules de reins 293T (HEK-293T): (1) un
plasmide exprimant les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC, (2) un plasmide
exprimant les protéines Gal-Pol d’un rétrovirus, le virus de la leucémie murine (MLV :
Murine Leukemia Virus) permettant de coder les protéines de capside nécessaires aux
VHCpp et (3) un plasmide exprimant le génome rétroviral contenant le gene rapporteur
de la luciférase ou de la GFP flanqué de séquence LTRs (LTR : « long terminal repeat »).
Ces dernieres séquences sont nécessaires a ’encapsidation et I'incorporation du génome
viral des VHCpp. Ces particules expriment en surface les glycoprotéines d’enveloppe E1
et E2, ce qui permet un cycle d’infection unique dans des lignées hépatocytaires en
culture cellulaire. Le gene rapporteur permet de quantifier le niveau d’infection des
VHCpp apres infection de cellules Huh-7 par exemple. Ce systeme permet d’étudier le
role des glycoprotéines E1 et E2, tous génotypes confondus, lors de I'entrée du virus, et
également d’identifier des facteurs interagissant avec ces glycoprotéines d’enveloppe
(Zeisel et al., 2013). Il est cependant important de noter que les VHCpp ne sont pas
associées aux lipoprotéines car elles sont produites dans des cellules de rein qui ne les
synthétisent pas. La morphologie du virion et le mécanisme d’entrée sont donc

différents de ceux des VHCcc (Bonnafous et al., 2010).
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Figure 13: Modéle cellulaire VHCpp Les VHCpp sont obtenues par co-transfection de
trois vecteurs dans les cellules HEK-293T : (1) un vecteur contenant le mini-génome
codant le gene de la luciférase ; (2) un vecteur permettant l'expression des
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC et (3) un vecteur permettant 'expression
des protéines de capside gag et pol du MLV permettant I'encapsidation, la transcription
inverse et l'intégration du mini-génome. Les particules pseudotypées produites dans le
surnageant des cellules HEK-293T servent a réinfecter, par un cycle unique d’infection,
les cellules Huh-7. Le caractere infectieux des VHCpp est contrélé par I'’émission du gene
de la luciférase dans les cellules hépatocytaires Huh-7.
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1.5.a.iii Le systéme VHCcc

Dans un premier temps, isoler des souches virales provenant de patients infectés
par le VHC s’est avéré difficile. Ce n’est qu'en 2005 que le virus de génotype 2a d’'un
patient Japonais, souffrant d'une hépatite fulminante, a pu étre isolé et mis en culture
cellulaire. Cette souche virale nommée JFH1 (JFH1 : « Japanese Fulminant Hepatitis ») a
permis d’avoir des taux d’infection élevés de VHC en culture cellulaire (VHCcc) dans des
cellules Huh-7 (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005)(Figure 13). Ce modele de
culture cellulaire est aussi infectieux dans les hépatocytes primaires humains ainsi que
dans les modeles animaux. Il a permis I'étude du cycle viral complet du VHC et en
particulier un approfondissement des connaissances sur les étapes d’assemblage, de
sécrétion et de propagation cellule-cellule du VHC qui étaient peu connues (Mancone et
al, 2011). Des mutations d’adaptation ont été introduites dans le génome JFH1 (par
exemple C- NS2) afin d’obtenir du virus se répliquant et se propageant de maniere plus
efficace en culture cellulaire (Lindenbach et al., 2005; Lohmann et al, 2003). Des
souches chimeériques ont également été générées afin de pouvoir travailler avec
I'ensemble des génotypes du VHC. Ces souches ont été obtenues en utilisant les
protéines non-structurales, la région 3’'UTR de la souche JFH1 et les protéines
structurales d’'un génotype donné (Gottwein et al, 2011; Scheel et al, 2011). Des
génomes rapporteurs, fusionnés avec des protéines virales (par exemple NS5A), ont été
créés: ils permettent de mesurer la dynamique de réplication du virus. Des génes
rapporteurs ont également été insérés dans le génotype viral afin de pouvoir quantifier
le virus. On peut également quantifier le virus en réalisant des titres infectieux. Une
alternative aux VHCcc est le VHC trans-complémenté (VHCtcp). Ce systéme est basé sur
la transfection d'une part d’un réplicon et d’autre part d'un virus helper ou d’'un systéme
contenant uniquement les génes codant les protéines nécessaires a 'assemblage des
particules virales. Ce systeme permet d’effectuer par les VHCtcp un seul cycle d'infection
de la méme maniere que les VHCpp (Steinmann et al., 2008). Il permet de délivrer les
protéines structurales du VHC sans risque, c’est donc un modele intéressant pour I'étude

et le développement de souches vaccinales.
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Figure 14 : Modele de culture VHCcc. Le vecteur permettant I'expression de ’ADNc
provenant de la souche virale JFH-1 est transcrit in vitro. Le transcrit est ensuite
électroporé dans des cellules Huh-7. Les particules virales VHCcc sont produites de la
méme maniere que le VHC. Les particules virales sont récupérées dans le surnageant et
servent a réinfecter des cellules Huh-7.
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I.5.a.v Le systeme de cellule permissive au VHC

La mise au point de systémes cellulaires permettant d’étudier I'infection du VHC
représente un grand défi depuis la découverte du virus. Plus le systéme cellulaire utilisé
est proche de la réalité, plus il est possible d’étudier I'implication de I'hote dans
I'infection, la clairance virale et la persistance de I'infection. Les cellules naturellement
permissives au VHC sont les hépatocytes primaires humains, les cellules Huh-7 et leurs
dérivés (Blight et al.,, 2002). Le cycle viral du VHC est donc préférentiellement étudié
dans ces types cellulaires. D’autres systemes cellulaires permissifs ont aussi été mis au

point.

L.5.a.v.1 Hépatocytes primaires humains

Les hépatocytes primaires humains sont les cellules les plus appropriées pour
étudier l'infection du VHC. Cependant, la faible disponibilité de ces cellules provenant de
biopsie de patients, les colits relativement élevés, la perte de différenciation et la survie
difficile en culture cellulaire rendent leur utilisation difficile. De plus, les hépatocytes
primaires humains provenant de patients différents présentent une forte variabilité

génétique ainsi qu'une forte hétérogénéité dans les taux d’infection virale.

I.5.a.v.2 Huh7 et dérivés

L’hétérogénéité des cellules hépatocytaires est utilisée pour sélectionner des
clones cellulaires permettant des hauts niveaux de réplication du virus, comme c’est le
cas pour les cellules Huh7.5 (Blight et al., 2002). En effet, ces cellules ont une perte de
fonction due a une mutation faux sens rendant la voie de signalisation RIG-I défectueuse.
Cette voie est essentielle afin d’avoir une réponse immunitaire efficace. Cette lignée
cellulaire a donc des taux élevés de production virale (Sumpter et al., 2005). Le fait que
ces lignées cellulaires ne soient pas polarisées est une limitation a leur utilisation. En
effet, I'absence de polarisation ne permet pas de reproduire la compartimentation des
récepteurs du VHC ou encore I'aspect unidirectionnel de la sécrétion des virions. De

plus, certains aspects de 'entrée du virus, de 'assemblage et de l'interaction avec les
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lipoprotéines ou encore de la propagation cellule-cellule ne peuvent pas étre reproduits
en cellules Huh7.5 (Steinmann and Pietschmann, 2013). En revanche, les cellules HepG2
sont polarisées en culture cellulaire, et elles expriment a leur surface la tétraspanine
CD81 et miR122. En conséquence, elles sont permissives au VHC et la réplication virale
peut avoir lieu. Cependant ces cellules sont peu utilisées car leurs taux d’infection est

faible (Flint et al., 2006; Mee et al., 2008).

I.5.a.v.3 Cellules foetales de foie humain

Les cellules feetales de foie humain peuvent étre utilisées également pour I'étude
du VHC. Cependant ces cellules sont moins permissives que les cellules provenant
d’hépatocarcinomes humain, et leurs taux d’infection varient en fonction des donneurs

(Lazaro et al,, 2007).

L.5.a.v.4 Microsomes d’hépatocytes humain

Les microsomes d’hépatocytes humains sont des ilots d’hépatocytes primaires
humains (MPCC: « micropatterned co-cultures ») ayant une quantité importante de
collagéne, additionnée de fibroblastes. Les hépatocytes primaires humains de ce
systéme de culture sont polarisés et permissifs au VHC, mais l'efficacité d’infection est
faible a cause de la réponse immunitaire innée antivirale des patients. Cependant,
l'utilisation de MPCCs avec une stratégie d’inhibition de I'interféron (I'lFN) permettant
de médier la réponse antivirale, améliore la physiologie et la survie des cellules et ainsi

augmente l'infection du VHC (Ploss et al., 2010).

I.5.a.v.5 Autres cellules

Les lignées cellulaires dérivant d’autres organes peuvent étre également rendues
permissives au VHC comme c’est le cas pour les cellules HEK-293T (HEK: « human
embryonic kidney ») dérivant du rein (Ali et al, 2004), ou encore des cellules HeLa
provenant d’'une métastase d'une patiente soufrant d'un cancer du col de I'utérus (Zhu et

al,, 2003). Les cellules HEK-293T ont été modifiées afin d’exprimer les facteurs d’entrée
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CD81, CLDN1, OCLN indispensables pour l'infection du VHC (Da costa 2012). En
revanche, 'expression de OCLN semble étre suffisante pour les cellules HeLa (Zhu et al.,
2003 ; Kohaar et al, 2010). Des cellules souches pluripotentes et des cellules
embryonnaires humaines peuvent étre également infectées par le VHCcc, offrant
I'opportunité d’étudier la contribution génétique de I'hote dans la pathogénese du VHC
(Roelandt et al.,, 2012; Schwartz et al., 2012). Cependant dans ces différents types
cellulaires, le taux d’expression et de réplication du VHC est souvent plus faible que dans
les lignées hépatocytaires, notamment a cause de 'absence de miR122 (Bartenschlager
et al, 2011). Des lignées modifiées exprimant miR-122 ont été mises au point. Ainsi,
I'expression de ce microARN dans les lignées HEK-293T (Chang et al,,2008) et HepG2

(Narbus et al,, 2011) permet d’avoir une réplication virale plus importante.

I.5.b Les modeéles in vivo

L.5.b.i Chimpanzé

Le modele chimpanzé (Pan troglodytes) a permis l'identification du VHC en 1989
(Choo et al.,, 1989, Weiner et al.,, 1990). Les chimpanzés ont plus de 98% d’identité
génétique avec 'homme. Ils sont donc naturellement permissifs aux infections par le
VHC provenant de sera de patients ou produit en culture cellulaire. Le virus utilise les
mémes facteurs d’entrée que ceux découverts chez I'homme pour infecter les
hépatocytes. Chez le chimpanzé, la virémie observée est persistante et la phase aigué
d’'infection est limitée De plus, les chimpanzés ne développent ni fibrose ni cirrhose
(Bukh et al,, 2001). Cependant ce modele a permis I'étude de la réponse immunitaire
mise en place lors d'une infection par le virus (Bigger et al.,, 2001) ainsi que I'évaluation
de vaccins candidats (Mikkelsen et al., 2011), I'étude de la réponse immunitaire apres
vaccination (Bukh et al., 2001) et des tests de nouvelles thérapies antivirales (Olsen et
al, 2011; Bukh et al.,, 2004). Toutefois depuis 2013, pour des raisons éthiques, les études

expérimentales sur les chimpanzés ne sont plus autorisées en France.

L.5.b.ii Tupaia
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Les toupayes (Tupaia belangeri) peuvent aussi étre infectés par le VHC (Xie et al,,
1998). Le VHC utilise des récepteurs orthologues aux récepteurs humains (CD81, SR-BI,
CLDN1 et OCLN) pour infecter les hépatocytes de toupaye. Cependant les infections par
le VHC dans cette espece ne permettent que des virémies transitoires correspondant a la
phase aigué chez 'homme (Xu et al., 2007). Alors que des résultats encourageant sont
observés, l'incapacité a reproduire la phase chronique d’infection du VHC, la forte
diversité génétique et les conditions de captivités de ces animaux limitent I'étude du

VHC sur ce modéle.

L.5.b.iii Souris génétiquement humanisées

I.5.b.iii. 1 Etude de I’entrée du VHC

Les souris sont génétiquement résistantes aux infections par le VHC car les
étapes d’entrée et de réplication du virus sont tres limitées. La seconde boucle
extracellulaire de CD81 et de OCLN ont été identifiées comme étant responsables de la
restriction du tropisme entre especes du VHC (Brazzoli et al., 2008; Ploss et al., 2009).
Les souris humanisées vont exprimer les protéines humaines CD81 et OCLN, soit par
délivrance d’'un gene provenant d’adénovirus soit par expression transgénique. Ces
souris peuvent alors étre infectées par le VHC, mais le cycle viral est restreint a I’étape
d’entrée. En effet, dans ce modele, il n’y a pas d’accumulation d’ARN viral indiquant que
I'étape de réplication est limitée (Dorner et al., 2011). Ce modele peut étre utilisé pour

évaluer un candidat vaccin et pour la mise au point d’anticorps neutralisants.

1.5.b.iii. 2 Etude du cvcle complet VHC

En combinant I'expression de facteurs d’entrée humains, CD81 et OCLN, avec un
blocage de la réponse immunitaire de la souris, il est possible d’avoir un cycle viral
complet. Le blocage de la réponse immunitaire se fait par l'utilisation de souris STAT1-/-
entrainant une faible expression des lymphocytes T régulateurs et une diminution de
I'expression de I'[FN a et {3, ceci étant responsable de la diminution de I'efficacité de la

réponse immunitaire (Dorner et al., 2013). La diminution de la réponse immunitaire
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rend alors les souris plus sensibles a I'infection par le VHC.

L.5.b.iv Souris xénotransplantées avec un foie humain.

Deux grands types de souris xénotransplantées existent: les souris ayant
uniquement un foie humain et les souris ayant un foie humain mais ayant également un

systéme immunitaire humain.

L’humanisation directe des souris par transplantation d’'un foie humain offre un
modele tres attractif pour I'étude des interactions du VHC avec des hépatocytes
primaires humain in vivo. De fagon physiologique, le foie est un organe quiescent et la
prolifération des hépatocytes est un signal de régénération. Donc pour pouvoir réaliser
ces souris chimériques, il est nécessaire qu’elles soient immunodéprimées afin de
faciliter le maintient de la greffe (Boermans et al, 1992). Les souris les plus
communément utilisées sont les souris SCID (SCID: «Severe Combined
ImmunoDeficiency ») immunodéprimées (Pearson et al., 2008) génétiquement modifiées.
Afin de pouvoir remplacer le foie de la souris par un foie humain, il est nécessaire dans
un premier temps d’'induire la mort des cellules hépatiques de souris. La technique la
plus utilisée est l'expression d'un gene transgénique, l'urokinase (appelée aussi
activateur du plasminogeéne). L'urokinase a comme substrat la forme active de la
plasmine qui est le plasminogene. L’activation de la plasmine active une cascade
protéolytique entrainant la dégradation des cellules hépatiques murines. Dans ces
conditions, une xénogreffe de cellules hépatiques humaines est alors possible,
provoquant la reconstitution d’'un foie humain permissif au VHC chez la souris (Mercer
et al,, 2001). Différents modeéles de souris ayant des foies humanisés ont été décrits
(Dandri, 2001; Mercer et al, 2001; Rhim et al, 1995). Ces souris chimériques ont
contribué de facon significative a une meilleure compréhension du cycle infectieux du
VHC (Akazawa et al,, 2013). Elles ont aussi permis I’étude d’anticorps neutralisants, la
validation de certains récepteurs d’entrée virale (Lupberger et al, 2011; Sainz et al,,
2012, Meuleman et al,, 2012; Vercauteren et al.,, 2014; Desombere et al., 2016; Fauvelle
et al,, 2016; Prentoe et al., 2016), et I'’étude de molécules ciblant différentes étapes du

cycle viral comme par exemple la griffithsin (Meuleman et al,, 2011).
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Les souris AFC8 ont un foie et un systéme immunitaire humain. Afin de
reconstituer le systéme immunitaire humain, des cellules souches hématopoiétiques
sont injectées a des souris dépourvues de tout systeme immunitaire. Cependant, ce
modele permet I'étude du systéme immunitaire uniquement pendant la phase aigué
d’infection. Le renouvellement des cellules immunitaires humaines sur le long terme
doit étre mis au point. Ces modeles facilitent 'étude du systeme immunitaire humain

aux différents stades de la maladie (Bility et al, 2014; Wilson et al, 2014).

Ces différents modeles d’études in vivo et in vitro ont été indispensables pour la
compréhension et I'approfondissement des différentes étapes du cycle viral du VHC. IIs
ont permis de mieux comprendre l'interaction hote-pathogene lors de l'infection ainsi
que la mise en place et le déroulement de la réponse immunitaire, d’évaluer différents
candidats vaccins et également d’évaluer des molécules ciblant les différentes étapes du
cycle viral. Le grand défi actuel est la mise en place de cellules polarisées en culture
cellulaire. En effet, la polarisation cellulaire des hépatocytes a roéle crucial lors de

I'infection du VHC.

1.6 Epidémiologie

1.6. a Prévalence et distribution géographique

La prévalence et le nombre d’individus infectés par le VHC ont augmenté entre
1990 et 2005 de 2,3%, passant de 122 millions a 185 millions d’individus. La prévalence
de I'hépatite C est supérieure a 3,5% dans I'Est et le centre de |'Asie, en Afrique du Nord
et en Afrique centrale et de I'Est. En revanche, dans le Sud et le Sud-Est de I'Asie,
I’Afrique subsaharienne, la cordillere des Andes, '’Amérique centrale et du Sud, les
Caraibes, I'Océanie, I’Australie, 'Europe centrale de I'Est et de I'Ouest la prévalence est
modérée : entre 1,5 et 3,5%. Tandis qu’en Asie du Pacifique, en Amérique tropicale, et en
Amérique du Nord la prévalence est faible, inférieure a 1,5% (Mohd Hanafiah et al,,

2013).

Chaque année, dans le monde, 54000 déceés sont dus aux conséquences d'une

infection par le VHC. Malheureusement, parallelement, entre trois et quatre millions de
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personnes sont nouvellement infectées. Aujourd’hui on estime que 170 millions de

personnes sont chroniquement infectées (Perz et al., 2006; Thrift et al., 2017).

Prévalence
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Figure 15: Diversité génétique du VHC et variabilité des prévalences dans les
continents (D'apres Hajarizadeh et al., 2013)
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Figure 16: Répartition des différents génotypes et sous-types du VHC (D’apres
Bukh 2016)

1.6. b Hétérogénéité génétique et évolution moléculaire

Le VHC a la caractéristique d’étre d'une grande hétérogénéité génétique (Figure
15). En effet, sept génotypes majoritaires sont connus (de 1 a 7) mais également
plusieurs sous-types au sein de chaque génotype (Smith et al., 2014). La variabilité
nucléotidique entre les différents génotypes du VHC est d’environ 30% alors que la
variabilité entre les sous-types est de 15%. Les génotypes du VHC sont caractérisés par
une distribution géographique différente (Figure 16). En effet, les génotypes 1, 2 et 3
sont présents partout dans le monde. En revanche en Afrique de 1'Ouest sont présents
uniquement les génotypes 1 et 2 alors que sur le sous continent indien n’est présent que
le génotype 3. Les génotypes 4 et 5 sont principalement retrouvés en Afrique et le
génotype 4 est fortement présent en Egypte (Frank et al., 2000) et en Afrique centrale.
Le génotype 6 est principalement retrouvé en Asie (Lavanchy, 2011). La distribution

génétique du VHC peut s’expliquer en partie par le fait que le génotype 2 est d'une lignée
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génétique plus ancienne que les génotypes 3, 5 et 6, alors que les génotypes 1 et 4 ont
émergé plus récemment.

Cette grande diversité génétique est due a une évolution moléculaire du génome
viral du VHC incluant différents mécanismes tels que l'insertion de mutation, la dérive

génétique ou encore les recombinaisons.

1.6.b. 1 Insertion de mutation

L’insertion de mutations dans le génome par la RdRp, qui ne possede pas de
fonction exonucléase comme les ADN polymérases, est le premier élément contribuant a
la haute variabilité génétique du VHC (Ribeiro et al,, 2012). La probabilité d’erreur par
nucléotide de la RdRp est comprise entre 10+ et 10-5. Cependant, le nombre élevé de
virions présents chez les individus chroniquement infectés (environ 1012) explique en
grande partie la présence de quasi-especes virales. La variabilité en aa entre les
différents génotypes du VHC a un role important lors de l'infection. Par exemple, elle
affecte 'efficacité de la protéase NS3/4A. Les différences fonctionnelles observées entre

les différents variants du VHC peuvent affecter la réplication virale (Franco et al., 2007).

1.6. b. ii Dérive génétique

La dérive génétique correspond a une fluctuation dans la fréquence des différents
variants d’'une population virale (Kaito et al.,, 1994) ; c’est un phénomeéne impossible a
prévoir. Ce mécanisme majeur de I'évolution est d’autant plus important lorsque la
population virale est petite. Ceci peut également expliquer la grande hétérogénéité des
variants trouvés chez les patients ayant une infection chronique par le VHC, en
comparaison au nombre beaucoup plus faible de variants chez les patients étant dans la

phase aigtie de l'infection (Allain et al., 2000).

1.6. b. iii Recombinaison

La recombinaison génétique est un autre mécanisme participant a I'hétérogénéité

génétique du VHC. La recombinaison génétique consiste en un réarrangement
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génomique durant l’élongation de I'ARN. La RdRp permute les protéines virales
provenant du virus donneur et du virus accepteur, permettant ainsi I'apparition d’un
ARN viral provenant de deux virus « parents » (Worobey and Holmes, 1999). Pour que
ce phénomene ait lieu, il faut que deux virus infectent la méme cellule (Gonzalez-

Candelas et al., 2011) : cet événement est considéré comme rare (Shi et al., 2012).

I.6. c Mode de transmission

La source d'infection du VHC est essentiellement sanguine. Actuellement en
France, le risque d’étre infecté par le VHC lors de transfusion sanguine est tres faible.
Dans les pays ou les conditions sanitaires ne sont pas aussi réglementées que dans les
pays développés, certaines personnes ont été infectées lors de la reéalisation de
tatouages, de piercings, d’acupuncture ou d’actes médicaux avec du matériel non stérile
(Hajarizadeh et al., 2013).

Aujourd’hui, le risque d’étre infecté par le VHC au sein de la communauté
toxicomane est élevé, plus particulierement chez les personnes utilisant des injections
de drogues par voie intraveineuse. Les consommateurs de cocaine se transmettent
également le virus par l'intermédiaire des pailles partagées utilisées pour I'inhalation de
la drogue (Nelson et al.,, 2011). Cependant aujourd’hui, la prise en charge et le suivi des
toxicomanes, notamment par la mise a disposition de matériel stérile, permet de
diminuer les contaminations. La transmission sexuelle du VHC a également été observée
pour les personnes ayant des activités hétérosexuelles et homosexuelles avec de
multiples partenaires (Bruggmann et al., 2014; Hajarizadeh et al., 2013; Jin et al., 2016).
Des cas de transmission mere a enfant ont aussi été observés lors des naissances par des
meres porteuses du VHC dans 4 a 7% des cas (Roberts and Yeung, 2002).

La majorité des patients toxicomanes sont chroniquement infectés depuis

plusieurs années et continuent d’étre exposés a de nouvelles infections par le VHC.

1. 7 Description de I’hépatite C

Dans un grand nombre de cas, linfection par le VHC chez les patients est

diagnostiquée tardivement, notamment lors de l'apparition des formes séveres de la
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maladie. L’hépatite C est une maladie qui évolue lentement, pouvant s’étendre sur 20 a
30 ans (Figure 17). Lors d’'une exposition au VHC, la premiere phase d’infection est
asymptomatique, et est suivie d’'une phase aigué. Dans 70% des cas, la phase aigué
évolue a un stade chronique. L’évolution lente de la maladie entraine une inflammation
persistante du foie, responsable des dérégulations des fonctions de cet organe. Ces
dérégulations engendrent I'apparition de fibrose, de cirrhose du foie et d’insuffisance
hépatique (Bataller and Brenner, 2005). Dans les cas les plus graves, I'hépatite

chronique peut dégénérer en hépatocarcinome (Tong et al., 1995; Wiese et al., 2000).

L.7.a Hépatite aigué

Dans 80% des cas, 'hépatite C aigué est asymptomatique et par conséquent ce
stade d’infection est rarement diagnostiqué. Chronologiquement, on parle d’hépatite
aigué apres une infection datant de plus de 7 semaines mais avec une persistance de
I’ARN viral de moins 6 mois (Thimme et al., 2001). A ce stade, une augmentation des
transaminases hépatiques (ALAT: Alanine Amino Transférase et ASAT: Aspartate

Amino Transférase) (Cox et al., 2005) est observée avec un taux 10 fois supérieur au
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Figure 17: Evolution d’'une hépatite C causée par le VHC

83



INTRODUCTION L’hépatite C

seuil normal. Apres 10 a 12 semaines d’infection, les symptomes classiquement
observés lors d’hépatite virale apparaissent : des jaunisses chez un tiers des patients,
des urines foncées, une anorexie, une aversion a fumer pour les fumeurs, et un inconfort
abdominal (Alric et al., 1997; Grebely et al.,, 2014). Des microlésions peuvent étre

également observées sur le foie des patients (Haydon et al., 1998).

Il est remarqué que 15 a 40% des patients ayant une hépatite aigué guérissent
spontanément : mais le temps de clairance du VHC n’est pas connu. Différents facteurs
génétiques et environnementaux peuvent influencer la guérison d'une hépatite aigué : la
réponse immunitaire de I'hote, le mode d’acquisition du virus, la sévérité de ’hépatite
aigué, I'apparition de jaunisse, I'immunosuppression du patient (di a un traitement avec
des corticostéroides par exemple), ou encore des co-infections avec le virus de

I'immunodéficience humaine (VIH).

Il y a un risque de réinfection apres la clairance spontanée du VHC, malgré la
présence d’anticorps. De hauts taux de réinfection ont été observés pour les hommes
VIH positifs ayant des pratiques homosexuelles (van de Laar et al., 2010 ; Bailony et al,,
2013 ; Antonello et al., 2016). Chez ces patients, lors de la détection des anticorps anti-
VHC, un criblage est réalisé afin de confirmer la réinfection par le VHC (Taylor et al,,

2014).

Apres plus de 6 mois de persistance de ’ARN viral dans le sang, la maladie est

définie comme chronique (Desmet et al., 1994).

L.7. b Hépatite chronique

L’hépatite chronique est un syndrome clinique et pathologique caractérisé par
différents degrés de nécrose et d'inflammation hépatocellulaire. L'infection évolue
lentement, entralnant une inflammation persistante du foie. Cette inflammation
provoque des lésions du foie caractérisées par des foyers de nécrose parenchymateux.
La sévérité de I'hépatite chronique peut étre affectée par plusieurs facteurs: I'age, le

genre, I'ethnicité et le développement de jaunisse pendant la phase aigué.
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Les hépatites chroniques apparaissent peu chez les individus jeunes. En effet, il a
été démontré qu'uniquement 30% des individus de moins de 20 ans vont voir leur
hépatite aigué progresser a un stade chronique, alors que c’est le cas chez 76% des
individus de plus de 20 ans (Alter et al, 1999). De maniére intéressante, le taux
d’hépatite chronique apparait plus faible chez les femmes, notamment chez les jeunes
femmes. En Irlande, parmi les femmes de 17 ans auxquelles ont a administré de
I'immunoglobuline D contaminée, 55% d’entres elles ont développé une hépatite
chronique (Kenny-Walsh, 1999). Dans les mémes conditions, en Allemagne, 55% des
femmes de 20 ans ont développé une chronicité (Wiese et al., 2000). Ces taux sont a
comparer avec ceux de la population générale ou I'on observe dans 70% des cas le
développement d’'une hépatite chronique. Des différences dans les taux d’hépatite
chronique, la réponse aux traitements et le développement de complications des
individus exposés au VHC sont aussi observées en fonction des ethnies. Pour des raisons
encore inconnues, les Africains et les Américains ont des taux d’hépatite chronique plus
élevés que les Caucasiens et les Latino-américains (Seeff, 2001; Villano et al., 1999). De
maniere surprenante, le taux d’hépatite C chronique est plus faible chez les patients
ayant développé une jaunisse durant leur phase d’hépatite aigué. En effet, chez 142
patients toxicomanes infectés par le VHC, ceux qui présentent une clairance virale ont eu
les symptomes d’une jaunisse durant la phase aigué de ’hépatite (Villano et al., 1999).
Cette caractéristique a également été observée chez les femmes enceintes a qui I'on a
injecté de I'immunoglobuline D contaminée par le VHC avant 1990. Uniquement 43%
des femmes ayant eu une jaunisse développent une hépatite chronique contre 60% des
femmes qui n'ont pas eu de jaunisse durant la phase aigué. Il a été émis comme
hypothése que la jaunisse pouvait étre liée a une réponse immunitaire plus robuste

(Griiner et al., 2000).

I.7.c Fibrose

La fibrose du foie se caractérise par un excédent de protéine de la matrice
extracellulaire a proximité de 1'organe. Ceci est le reflet d'une réaction inflammatoire
persistante (Hernandez-Gea and Friedman, 2011). Le développement d’une fibrose lors

d’une hépatite C est multifactoriel (Datz et al., 1999; Yi et al., 2004).
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La consommation d’alcool est l'un des principaux facteurs influengant la
progression de la fibrose lorsqu’on est infecté par le VHC (Poynard et al., 1997; Wiley et
al, 1998). Une personne qui consomme beaucoup d’alcool a un risque élevé de
développer une cirrhose en comparaison avec une personne qui ne consomme pas ou
peu d’alcool. Les effets néfastes de 'alcool sont observés a partir d'une consommation
de 30g /jour pour les hommes et de 20g /jour pour les femmes (Consensus managment
Hepatitis C 2002). Le stade de fibrose est également significativement plus élevé pour
les individus qui sont infectés apres leurs 40 ans, que pour ceux infectés plus tot
(Poynard et al., 1997). Un autre facteur influencant le développement de la fibrose est la
présence de co-infections par le VIH et le VHB. Les individus toxicomanes et hémophiles
sont particulierement touchés par les co-infections (Benitez et al., 2015). En général, les
individus VIH positif ont de faibles taux de lymphocytes T CD4, ce qui accélere la fibrose
du foie (Di Martino, 2001; Mendes-Correa et al.,, 2005; Bhagani 2009).

.7.d Cirrhose et carcinome hépatocellulaire

La progression de la cirrhose est cliniquement silencieuse et parfois détectée
tardivement chez certains patients, notamment lors de l'apparition de complications
telles que des hépatocarcinomes. Chez les patients souffrant d’hépatite chronique, le
développement d’une cirrhose est observé dans 10 a 15% des cas (Fattovich et al,,
1997). Lorsque le stade cirrhotique est atteint, I’évolution de la maladie ne peut plus
étre prédit. La cirrhose peut étre stagnante pendant plusieurs années puis évoluer
progressivement dans 1 a 5% des cas vers un hépatocarcinome (Hu and Tong, 1999)
(Saito et al., 1990), entrainant une décompensation hépatique dans 3 a 6% des cas.
Apres I'épisode de décompensation, le déceés du patient au cours de 'année est observé
dans 15 a 20% des cas. Le temps d’évolution depuis I'infection par le VHC jusqu’au stade

cirrhotique est multifactoriel et est propre a chaque patient.

L’immunosuppression est associée avec les formes les plus agressives de maladie
du foie. Les patients déficients en immunoglobuline ou ayant une déficience immunitaire
cellulaire ont des taux de progression de la cirrhose plus importants que les patients

immunocompétents (Benhamou et al., 1999; Berenguer et al., 2000; Bjoro et al., 1994).
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L’insulino-résistance est également associée a une détérioration du foie ainsi qu’a une

faible réponse aux traitements (D’Souza et al., 2005).

.7.d Manifestations extra-hépatiques

Une infection chronique du VHC peut entrainer des manifestations cliniques
extra-hépatiques. Ces manifestations incluent de nombreux systémes organiques,
rénaux, dermatologiques, hématologiques et rhumatologiques. La plus commune des
manifestations extra-hépatiques est la cryoglobulinémie. Les protéines nommées
cryoglobulines sont retrouvées dans le sang des patients et peuvent précipiter a des
températures inférieures a 37°C. Ces protéines sont trouvées chez 50% des patients
ayant une infection chronique du VHC (El-Serag et al., 2002). Ce symptéme peut étre dii
a une activation chronique du systéme immunitaire et a l'utilisation d’IFN lors des
traitements. Il est aussi parfois observé des syndromes lymphoprolifératifs, des fibroses

pulmonaires, ou encore de I'ostéosclérose (Chen and Li, 2006).

1.8 Diagnostic VHC

L’objectif du diagnostic viral est d’identifier les personnes infectées par le VHC
pour ensuite les traiter. Ce diagnostic permet également de limiter la progression de la
maladie et la propagation du virus. La plupart des patients infectés par le VHC
présentent une premiere phase d’infection asymptomatique. Le diagnostic s’effectue le
plus souvent lorsque les patients souffrent des symptomes d’hépatite virale
classiquement décrits, lors de la palpation du foie au cours d’une visite médicale, lors du
dosage des transaminases hépatiques dans le sang, ou encore lors d’'une biopsie du foie.
Différentes méthodes ont été mises en place pour diagnostiquer les infections par le

VHC.

Plusieurs méthodes de diagnostic direct et indirect du VHC sont disponibles aujourd’hui.
Parmi les tests indirects, le test sérologique ELISA (ELISA: « Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay ») est le plus communément utilisé et est peu coliteux. Il permet de

détecter des anticorps anti-VHC dirigés contre les régions conservées des protéines
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core, NS3, NS4A et les régions NS5A, dans le sérum des patients. La sensibilité des tests
ELISA de troisiéme génération est de 98,9% et leur spécificité est de 100% pour les
patients atteints d’hépatite chronique (Colin et al., 2001). Cependant, les anticorps sont
détectables a partir de 40 jours apres l'infection avec ces tests ELISA. Avec les outils de
4ieme génération, la détection des anticorps peut avoir lieu plus tét. Ce test ELISA ne peut
pas étre réalisé sur les enfants de moins de 18 mois, car il y a un risque de réaction
croisée avec les anticorps maternels (Mack et al., 2012). Des tests rapides de détection
d’anticorps peuvent également étre mis en place, « OraQuick HCV Rapid Antibody » (Ora
Sure Technologies, Bethlehem, PA). Ce test a une grande sensibilité et une bonne
spécificité (Shivkumar et al,, 2012). Il peut étre utilisé sur toutes les personnes de plus
de 15 ans susceptibles d’étre infectées par le VHC (Lee et al., 2011). Il permet de
détecter des anticorps anti-VHC dirigés contre la protéine core dans le sang total, le
plasma, le sérum ou le fluide oral.

Les tests directs vont détecter et quantifier les différents composants de la
particule virale. L’ARN viral va étre rétrotranscrit en ADNc puis amplifié et quantifié par
RT-PCR (RT-PCR: « Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction »). La réalisation
d’un test ELISA permettant de détecter les antigénes de la protéine core corrélé avec la
quantification de ’ARN viral par RT-PCR permet de détecter spécifiquement le VHC
(Moscato et al., 2011; Albertoni et al.,, 2014).

La détermination du génotype viral du patient est un critére essentiel pour la
détermination de la thérapie antivirale administrée par la suite. Pour identifier le
génotype d’'un patient il est possible de séquencer le génome viral en ciblant une région
donnée. L’amplification par PCR du génome viral peut étre réalisée en utilisant un

couple d’amorces spécifiques des différents génotypes (Chevaliez and Pawlotsky, 2012).

1.9 Mise en place d'un traitement

Apres confirmation que I'hépatite C du patient a atteint un stade chronique, des
tests physiques pour évaluer I'état du foie et les manifestations extrahépatiques sont
réalisés. Les tests de routine sont effectués en laboratoire pour déterminer le stade
d’avancement de la maladie: en effet le niveau de fibrose du foie va déterminer le
traitement a suivre. L’évaluation des facteurs de risques de co-infections et de

comorbidités VHC est également réalisée. Apres 4 semaines et 12 semaines de
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traitement, le niveau d’ARN viral chez les patients est quantifié afin d’évaluer 'efficacité
du traitement et éventuellement de compléter la thérapie. Les patients ayant une fibrose
ou une cirrhose a un stade avancé sont sous surveillance endoscopique afin de détecter
I'apparition de carcinome hépatocellulaire.

Le réle des traitements contre le VHC est d’essayer d’éradiquer le virus de I'hote.
La réponse virologique soutenue (SVR : « sustained viral response ») est définie lorsque
I'on ne détecte plus d’ARN dans le sang du patient aprés 12 semaines de traitement ou a
la fin du traitement. L’apparition de la SVR permet de prévenir le développement de
cirrhose ainsi que d’autres complications. Chez les patients ayant une cirrhose, la SVR
permet alors de réduire le risque de décompensation cirrhotique et de carcinome
hépatocellulaire, ainsi que le déces (Asselah 2011; Naggie, 2012; Naggie and Muir,
2016).

25 ans apres la découverte du VHC des molécules antivirales ciblant directement
le VHC ont été mises sur le marché, pouvant guérir pres de 90% des patients quel que
soit le génotype du virus. Afin d’arriver a ce résultat, 25 ans de recherche ont été

nécessaires.

1.9.a Mise en place d’'une bithérapie

1.9.a.i IFN-a

A I'époque de la découverte du virus NANB, les patients infectés par le VHB
étaient traités avec de I'[FN. Cette molécule permet de renforcer la réponse immunitaire
de I'hdte lors de l'infection virale et stimule les cellules impliquées dans la réponse
immunitaire innée et adaptative. L'IFN se trouvait donc étre un candidat intéressant
pour lutter contre ce virus, méme si cette molécule n’est pas spécifique du virus. En
1986, des études pilotes utilisant cette molécule en mono-thérapie ont été mises en
place pour lutter contre le virus NANB (Hoofnagle et al, 1986). Des résultats
impressionnants ont été observés, notamment par une diminution des transaminases
dans le sérum des patients et un retour a la normale apres 16 semaines de traitement.

Plus tard, il a été mis en évidence que la diminution des transaminases est liée a une
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diminution des ARN viraux présents chez les patients (Shindo et al.,, 1991). Les essais
cliniques préconisaient 24 semaines de traitements avec I'IFN. Puis en 1989, apres
I'identification du VHC, I'I[FN-a a été administré aux patients ayant des niveaux de
transaminases élevés dans le sang. Cependant l'efficacité de ce traitement était faible,
entre 15 et 20%, (Poynard et al, 1995) et des effets secondaires tres importants
apparaissaient rapidement, tels que dépression, fatigue, céphalées, convulsions et
vertiges (Gomez-Rubio et al., 1990). Dans ces conditions, les temps de traitements avec
I'IFN-a ont été adaptés a chaque génotype viral dans I'objectif d’avoir une diminution de

la charge virale efficace et plus spécifique.

1.9.a.ii IFN-«a et ribavirine

Dans ce contexte, au cours des années 1990, une équipe suédoise et une équipe
italienne ont I'idée de combiner a I'I[FN-a de la ribavirine, administrée de facon orale
aupres de 10 patients. La principale hypothése est que cette molécule agirait comme un
analogue de la guanosine, inhibant ainsi la réplication virale (Pawlotsky et al., 2004; Feld
et al,, 2005). Les effets spectaculaires observés simultanément par ces deux équipes
(Schalm et al., 1997; Schvarcz et al., 1995) permettent de commencer les premiers essais
cliniques a plus grande échelle combinant IFN-a et ribavirine chez les patients atteints
d’hépatite C chronique.

Au cours de plusieurs études cliniques, uniquement les patients non-répondeurs
a I'l[FN-a seul regoivent soit I'lFN-a seul soit I'I[FN-a combiné avec la ribavirine pendant
24 semaines. 40% des patients inclus dans ces études acquierent une SVR lorsqu’on leur
administre la combinaison IFN-a et ribavirine (Gitnick, 1998)(Brillanti et al., 1994;
Gitnick, 1998). Cette combinaison, IFN-« et ribavirine, est administrée a partir de 1999

lors des traitements de base de I'hépatite C chronique (Ahmed and Keeffe, 1999).

Lors du traitement combinant I'[FN-a et la ribavirine, deux phases de diminution
virale dues a I'l[FN-a sont observées. La premiere phase, rapide, est dose-dépendante et

est le reflet direct du blocage de la réplication du VHC. La seconde phase, plus lente,
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résulte de la clairance des cellules infectées dans un contexte de blocage de la
production de VHC. La ribavirine n’a pas d’effet lors de la premiére phase de déclin mais
accélere significativement la seconde phase, expliquant les importants taux de guérisons
des patients traités avec cette bithérapie (Neumann et al., 1998). L’'optimisation de
I'action de I'I[FN-a lors de la premiere phase peut étre intéressante notamment pour
essayer de diminuer sa vitesse d’élimination.

L’'IFN-a est combiné a une molécule de PEG-IFN-a permettant de diminuer
significativement sa vitesse de dégradation. Dans ce contexte deux molécules de PEG-
INF-a ont été développées : (1) PEG-IFN-a2a lié a une molécule de PEG de 40KD et (2) le
PEG-IFN-a2b lié a une molécule de 12 KD (McHutchison et al., 1998). La demi-vie de ces
deux molécules est alors respectivement de 75h et 30h. Ces deux PEG-IFN-a permettent
d’avoir plusieurs stratégies de traitement, dépendantes du génotype viral du patient. Les
patients infectés par le génotype viral 1 du VHC auront 48 semaines de traitement et
seront traités avec le PEG-IFN-a2b, tandis que pour les patients infectés par les
génotypes 2 et 3, le temps de traitement est de 24 semaines avec le PEG-IFN-a2a. Dans
la majorité des cas, 'addition de PEG-IFN-a et de ribavirine permet d’augmenter la SVR
des patients de 42 a 46% pour les patients infectés par le génotype 1 et entre 76 et 82%
pour les patients infectés par les génotypes 2 et 3 (Herrmann, 2003; Zeuzem et al., 2000,

2001).

L’étape suivante, dans la prise en charge des patients, est de chercher a
caractériser le plus spécifiquement possible la réponse virologique des patients en
fonctions des traitements administrés. Ceci ayant pour but de tendre vers des

traitements spécifiques en fonction des patients et de limiter ainsi les effets secondaires.

1.9.b Les molécules ciblant directement le VHC

Parallelement a la découverte du VHC, de nombreux outils ont été développés en
culture cellulaire permettant I'approfondissement des connaissance sur le cycle viral,
comme le réplicon subgénomique, les VHCpp et les VHCcc (voir L.5). Ces différents
systémes ont permis l'identification de nombreux inhibiteurs du VHC appelés antiviraux
a action directe (« Direct acting antivirals », DAAs) (Figure 18). Le cycle viral peut étre

ciblé par les DAAs a de multiples étapes, mais I'étape de réplication est la plus
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intéressante : par conséquent de nombreuses molécules ciblant directement le virus lors
de cette étape ont été développées. Ces DAAs comprennent des inhibiteurs de la
protéase virale NS3-4A, des inhibiteurs de NS5A et également des analogues
nucléotidiques (ou non) de la RdRp Ces molécules different par leurs activités contre le
VHC mais aussi par leur barriere de résistance. Le développement de molécules
inhibitrices du VHC ayant pour cible la cellule hote a également été entrepris.
Cependant, de multiples agents trés prometteurs ont di étre abandonnés a cause de leur
grande toxicité et de I'observation de complications fatales chez un petit nombre de

patients (Figure 19).

L.9.b.i Inhibiteurs de la protéase NS3-4A

Les inhibiteurs de la protéase NS3-4A lient le site catalytique de l'enzyme et

bloquent le processus post-traductionnel de la polyprotéine virale.

Le premier inhibiteur de la protéase NS3-4A a avoir été testé chez les patients est
le ciluprévir (BILN 2061). Cette molécule est un peptidomimétique, se liant de maniere
non covalente au site actif de la protéase (Lamarre et al., 2003). Le ciluprevir, administré
en monothérapie, provoquait une diminution rapide des ARN viraux dans le sérum des
patients infectés par le génotype 1. Cependant le développement de cette molécule a dii

étre arrété a la suite de cas de cardiotoxicité.

La premiere génération d’inhibiteurs de la protéase NS3-4A a avoir été
commercialisés en Mai 2011 sont le telaprevir par Merck, (Jacobson et al.,, 2011) et le
boceprevir, par Vertex Pharmaceuticals, (Poordad et al., 2011). Ces deux molécules
appartiennent au groupe des a-ketonamide. Le telaprevir inhibe de maniere covalente et
irréversible la protéase NS3-4A (Zeuzem et al, 2001) tandis que le boceprevir est un
peptidomimétique qui inhibe la protéase NS3-4A par un complexe covalent mais
réversible (Poordad et al., 2011). Le telaprevir ou le boceprevir ont été administrés aux
patients infectés par le génotype 1 du VHC en combinaison avec le PEG-IFNa et la
ribavirine de 2011 a 2013 (Bacon et al,, 2011). Cette premiere génération d’inhibiteur
de NS3-4A a permis des avancées significatives dans les traitements améliorant la SVR

de 60 a 75%. Cependant, des effets secondaires importants ont été observés chez les
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patients, comme des d’anémies, des éruptions cutanées ainsi que des symptémes gastro-
intestinaux. De plus, 'apparition de virus résistants lors de ces traitements et la
disponibilité des nouveaux DAAs ont entrainé I’élimination de ces deux molécules des

thérapies actuelles (Naggie, 2012)(Hézode et al.,, 2013).

La seconde vague des inhibiteurs de la protéase NS3-4A, a une activité
pangénotypique, une barriere de résistance modérée et est mieux tolérée par les
patients (Jacobson et al., 2014). Ces propriétés permettent de diminuer la durée des
traitements passant alors de 48 semaines a 24 ou 12 semaines. Certaines molécules sont
déja commercialisées comme par exemple le simeprevir et le paritaprevir, tandis que
d’autres molécules sont en phase d’essais clinique II et Il comme l'asunaprévir, le
danoprevir et le vaniprevir. Une seconde génération d’inhibiteur de la protéase NS3-4A
a été développée dont le grazoprevir, et ces inhibiteurs ont une haute barriere de

résistance.

Le simeprevir (Raboisson et al, 2008), commercialisé par Janssen
Pharmaceuticals fin 2013, est un inhibiteur pangénotypique de la protéase NS3/4A.
Cette molécule est administrée en combinaison avec soit le PEG-IFNa/ribavirine ou soit
un inhibiteur de NS5B, le sofosbuvir, chez les patients infectés par le génotype 1 du VHC
(1b>1a) et est en cours d’essai chez les patients infectés par le génotype 4 (Degré et al.,
2017). Cette molécule est bien tolérée chez les patients et leur SVR peut augmenter
jusqu'a 80% (Rosenquist et al., 2014). Cependant l'efficacité du traitement est moins
élevée chez les patients infectés par le génotype la ayant le polymorphisme (Q80K)
dans NS3 qu’avec le génotype 1b (Ouwerkerk-Mahadevan et al., 2016; Sanford, 2015).

Le paritaprevir (Pilot-Matias et al., 2015) est administré couramment en
combinaison avec un inhibiteur de NS5A, 'ombitasvir, un inhibiteur de NS5B, le
dasabuvir et le ritonavir qui est un inhibiteur des cytochromes P450 3A4. Ces quatre
molécules font partie d'une combinaison « Viekira pak » commercialisée par AbbVie qui
a été approuvée en décembre 2014. Cette combinaison est efficace contre les génotypes
1, 2, 3,4 et 6 du VHC (Sulkowski et al., 2015b; Menon et al., 2015).

Le grazoprevir (Summa et al., 2012) est un inhibiteur de seconde génération de la
protéase NS3/4A développé par Merck. Cette molécule est active contre tous les

génotypes du VHC et a une barriére de résistance élevée. Le grazoprévir est administré

93



INTRODUCTION Traitements

en combinaison avec un inhibiteur de NS5A, l'elbasvir, contre les génotypes 1 et 4 du
VHC (Boyd etal., 2017) et une SVR de 90% est observé pour le génotype 1 (Summa et al.,
2012).

Parmi la seconde vague d’inhibiteurs de protéase NS3-4A de premiere
génération, 'asunaprevir et le vaniprevir sont toutes les deux en phase d’essais clinique
III (Koklu et al.,, 2017, Kumada et al., 2016). D’autres molécules sont en phase clinique
d’évaluation, comme le le danoprevir (Deutsch and Papatheodoridis, 2010), ou le GS-
9256 (Zeuzem etal., 2012).

L’asunaprevir (Pasquinelli et al., 2012; Scola et al, 2014) est développé par
Bristol-Myers Squib. Cette molécule est active contre les génotypes 1, 2, 3, 4, 5 et 6 du
VHC. Au cours des essais cliniques, 'asunaprévir est administré en combinaison avec le
daclatasvir dans le cas d’hépatite C chronique. Cette combinaison permet d'obtenir des
SVR élevées chez les patients ayant développé une cirrhose du foie (Hagiwara et al.,
2016).

Le vaniprevir (Liverton et al, 2010), commercialisée par Merck fin 2014 est
administré chez les patients ayant un génotype viral de type 1. Cette molécule augmente
de maniere significative la SVR chez les patients en combinaison avec I'IFNa. Mais
'objectif des nouvelles thérapies en Europe est de s’affranchir de I'lFNq, et des effets
secondaires associés. Par conséquent cette molécule est peu utilisée et uniquement

commercialisée au Japon (Lawitz et al., 2013).

1.9.b.ii Inhibiteur de NS5A

Les inhibiteurs de la protéine NS5A lie le domaine 1 de la protéine causant une
déformation structurale interférant avec les fonctions de la protéine et inhibant ainsi la
réplication virale et I'assemblage des virions (Gao et al.,, 2010; Guedj et al., 2013). Ces
inhibiteurs de premiere génération de NS5A sont le daclatasvir, le ledipasvir, et
I'ombitasvir. Ces molécules ont une barriere de résistance modérée et sont

principalement actives contre le génotype 1.

Le daclatasvir (Wang et al., 2012) est commercialisé par Bristol Myers Squib.
Cette molécules est principallement active contre le génotype 1 VHC (Fridell et al,

2011). Le daclatasvir est bien supporté par les patients, les effets secondaires les plus
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communément observés étant des maux de téte et de la fatigue (Rey et al, 2016). Le
daclatasvir est toujours administré en combinaison avec soit un inhibiteur de NS5B: le
sofosbuvir (Sulkowski et al 2014) ou soit un inhibiteur de la protéase NS3-4A:
I'asunaprevir (Lee et al., 2013).

Le ledipasvir (Link et al., 2014) a été commercialisée par Gilead Sciences en
octobre 2014. Cette molécule réduit I'activité antivirale du VHC de génotype 1. Elle est
administrée en combinaison avec le sofosbuvir, permettant alors d’atteindre des taux de
SVR entre 93 et 99% apres 12 semaines de thérapies.

L’ombitasvir (Krishnan et al.,, 2015) fait partie du Viekira pak. Cette molécule
pangénotypique inhibe tres fortement le VHC avec des concentrations de I'ordre du
picomolaire. Son activité en monothérapie a été démontrée comme réduisant les taux
d’infection de 3,1 logio (Krishnan et al., 2015).

Le velpatasvir (Cheng et al, 2013) est un inhibiteur de NS5A de seconde
génération. Cette molécule est administrée en combinaison avec le sofosbuvir pour le
traitement des adultes ayant une hépatite chronique tous génotypes confondus. Cette
combinaison a été approuvée par la FDA au Etats-Unis mais aussi par l'agence
européenne des médicaments en octobre 2016 (Nehra et al., 2017).

L’elbatasvir est également un inhibiteur de NS5A de seconde génération (Lawitz
et al.,, 2015) qui est administré en combinaison avec le grazoprevir. Cette molécule est
active contre les génotypes 1, 2, 3 et 4 du VHC. Cette combinaison administrée avec de la
ribavirine permet d’obtenir une SVR de 93% pour le VHC en mono-infection et de 98 %

lors de la co-infection avec le VIH (Sulkowski et al., 2015a; Alric et al., 2016).

L.9.b.iii Inhibiteur de la RdRp NS5B

Les inhibiteurs de la RdRp NS5B peuvent étre classés en deux catégories: les

inhibiteurs nucléosidiques et les inhibiteurs non-nucléosidiques.

Les inhibiteurs agissant comme des analogues nucléosidiques, s’incorporent dans
la chaine d’ARN et agissent comme des agents terminaux de la polymérisation. Ces
inhibiteurs sont actifs contre tous les génotypes de VHC car le centre actif de NS5B est
conservé d'un génotype a l'autre. De plus, ces inhibiteurs nucléosidiques ont une grande

barriere de résistance. La valopicitabine est le premier inhibiteur nucléosidique a avoir
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Telaprevir* Daclatasvir* Nucléotidique Non-
Boceprevir* Ledipasvir* Sofosbuvir* nucléotidique
Simeprevir* Ombitasvir* Dasabuvir*
Grazoprevir* Velpatasvir* Deleobuvir
Paritaprevir* Elbasvir* Beclabuvir
Faldaprevir Odalasvir Radalbuvir
Asunaprevir Ravidasvir

Vedroprevir Samatasvir

Sovaprevir Ruzasvir

Voxilaprevir Pibrentasvir

Deldeprevir

Glecaprevir

Figure 18: Inhibiteurs commercialisés agissant spécifiquement sur le VHC. La
structure cristallographique des protéines NS3/4A, NS5A, et NS5B sont encadrées.
*Molécules utilisées cliniquement pour traiter les patients
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été testé chez les patients (Toniutto et al., 2007) mais le développement clinique de cette
molécule a été arrété en raison de sa toxicité. En revanche, le sofosbuvir combine grande
efficacité, haute barriere de résistance et action pangénotypique. Cette molécule a été
identifiée comme pouvant servir d’intermédiaire pour les thérapies sans IFN (Gane et

al, 2013).

Le sofosbuvir (Lam et al.,, 2012) est la molécule centrale et indispensable des
traitements actuels qui a révolutionné la prise en charge thérapeutique des patients.
Cette molécule est un analogue nucléosidique commercialisé par Gilead Sciences début
2014. Le sofosbuvir est une pro-drogue utilisant le métabolisme intracellulaire du foie,
la phosphorylation, pour obtenir une forme pharmacologiquement active d’'un analogue
triphosphate de I'uridine. Ce dernier va étre incorporé au niveau de I’ARN nouvellement
synthétisé et va agir comme un agent terminal. L’activité de cette molécule est
pangénotypique, a une barriére de résistance élevée et des effets secondaires mineurs
chez les patients, de type maux de téte et malaises (Afdhal et al.,, 2014 ; Abraham et al,,
2014 ; Chahine et al.,, 2016 ; Lawitz et al., 2015b ; Kirby et al,, 2015).

Les inhibiteurs non nucléosidiques de NS5B constituent une classe de molécules
un peu plus hétérogene. Ces molécules inhibent I'activité de NS5B par liaison a différents
sites allostériques de I'enzyme entrainant un changement de conformation apres que le
complexe d’élongation soit établi (Bartenschlager et al., 2013). Au niveau de NS5B, il y a
4 sites potentiels de liaison pour des inhibiteurs non nucléosidiques tels que BI 207127
(Ramirez et al., 2014), le beclabuvir (Gentile et al., 2015) et le dasabuvir (Lawitz et al,,
2016). Les inhibiteurs non nucléosidiques utilisés contre NS5B ont une activité
antivirale modérée, principalement contre le génotype 1, et une faible barriere de
résistance. De plus ces inhibiteurs ne ciblent pas des régions conservées de NS5B (Lange

and Zeuzem, 2013).

1.9.b.iiii Molécules ciblant les glycoprotéines d’enveloppe

Beaucoup de petites molécules ciblant les glycoprotéines d’enveloppe du virus
ont montré une activité antivirale en culture cellulaire, comme 1'épigallocatéchine-3-

gallate (EGCG : epigallocatechin-3-gallate) (Calland et al., 2012), la delphinidine (Calland
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et al,, 2015), le composé 281816 (Al Olaby et al., 2014), la tetrahydroquinoline HCV-II1
(Bush et al., 2014), la ferroquine (Vausselin et al., 2013), le composé B5 (Vausselin et al.,
2016) et l'analogue nucléosidique aUY11 (Colpitts et al, 2013). Cependant, ces

molécules n'ont pas été développées dans le cadre d’essais cliniques dans le traitement

de I’hépatite C.
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Figure 19: Traitements dirigés contre le VHC approuvés ou en cours de

développement. (D’aprés (Tamori et al., 2016))

Figure 19: Traitements dirigés contre le VHC approuvés ou en cours de

développement. (D’apres (Tamori et al.,, 2016))

L.9.c. Agents antiviraux dirigés contre la cellule hote

Certains facteurs de I'hote impliqués dans l'infection du VHC peuvent étre
également la cible d’'une stratégie antivirale. Plusieurs de ces facteurs sont des enzymes,
des récepteurs ou des kinases, mais les lipides associés au virus peuvent aussi étre

ciblés.

La cyclophiline A (voir 1.4.d.i) est une enzyme cellulaire améliorant la réplication
du VHC (Kaul et al., 2009). L’alispovir (Paeshuyse et al., 2006) est un inhibiteur de la
cyclophiline disponible oralement et ayant une activité antivirale contre le VHC. Cette
molécule est active contre tous les génotypes viraux et a une haute barriere de
résistance (Flisiak et al., 2009). Elle est actuellement en phase III d’essai clinique contre

le génotype 1b du VHC (Cuypers et al., 2016)

Le micro-ARN miR122 (voir 1.4.d.i) spécifique du foie lie différents sites du VHC,
notamment dans sa région 5’UTR. Ce micro-ARN a un role essentiel lors de la réplication
(Lanford et al., 2010). Le miravirsen est un oligonucléotide antisens qui se fixe a I’ARN

viral, prévenant ainsi la liaison du micro-ARN sur la région 5’UTR du VHC. L’étude
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clinique en phase Il a montré que cette molécule permettait de réduire de 2,7 logio
UI/ml 'ARN viral présent dans le sérum des patients (Janssen et al., 2013; Lindow and

Kauppinen, 2012; Sendi et al.,, 2015).

D’autres molécules ciblant les facteurs cellulaires de I'hote impliqués dans
I'entrée, tels que I'elortinib ciblant 'EGFR (Lupberger et al., 2011) ont été développées.
L’elortinib bloque l'association CD81-CLDN1 essentielle pour l'infection. L’ezitimibe,
ciblant le récepteur NPC1L1 et empéchant le transfert de cholestérol (Sainz et al., 2012),
et le ITX5061, ciblant le récepteur SR-BI (Syder et al, 2011), sont en phase de

développement clinique.

Beaucoup de petites molécules ciblant les glycoprotéines d’enveloppe du virus
ont montré une activité antivirale en culture cellulaire, comme 1'épigallocatéchine-3-
gallate (EGCG : epigallocatechin-3-gallate) (Calland et al., 2012), la delphinidine (Calland
et al,, 2015), le composé 281816 (Al Olaby et al., 2014), la tetrahydroquinoline HCV-111
(Bush et al., 2014), la ferroquine (Vausselin et al., 2013), le composé B5 (Vausselin et al.,
2016) et 'analogue nucléosidique aUY11 (Colpitts et al., 2013).

Certains anticorps ont montré une inhibition de l'infection, comme I’anti-CD81
(Meuleman et al., 2008), I'anti-SRBI (Lacek et al., 2012), et I'anti-CLDN1 (Fofana et al,,
2010). D’autres composés étudiés vont plutot interagir avec la fluidité membranaire,
comme les phenothiazines (Chamoun-Emanuelli et al, 2013), les benzhyldryl-
piperazines (Chamoun-Emanuelli et al., 2014) et le curcumin (Anggakusuma et al,
2014). Enfin, des composés vont perturber le trafic endosomal de la cellule, comme

I'arbidol (Blaising et al., 2013a) et la silibinine (Blaising et al., 2013b).

L.9. d Traitement en fonction des génotypes viraux

Malgré le fait que certaines molécules soient actives contre plusieurs génotypes
du VHC, 'administration des molécules s’effectue en combinaison afin d’avoir la SVR la
plus élevée possible. L’efficacité des différents traitements administrés aux patients, en
fonction du stade de leur hépatite et de la durée du traitement est répertoriée dans le

tableau 2.
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1.9.e Facteurs influencant 'efficacité des traitements

I. 9. e. i Facteurs de I'hote

L. 9. e.i.1. Polymorphisme du gene IL28B

Plusieurs études ont montré que le polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP:

« Single Nucleotide Polymorphism ») sur le chromosome 19 au sein du gene IL28B,

codant pour I'lFN-A3, était lié a la clairance spontanée du virus chez les patients infectés

par le VHC (Balagopal et al., 2010; Ge et al., 2009; Thomas, 2010; Rembeck et al., 2015).

L’'IFN-A3, appartient a la famille des IFN-A, produits pour lutter contre les infections

virales, bactériennes et parasitaires. Ces IFN-A permettent d’'induire I'augmentation de

Génotype Traitement Ribavirine Echec d’'un Cirrhose Durée SVR
précédent (semaines)
traitement

laoulb Simeprevir +/- 12 94%
Sofosbuvir + 24 97%
laoulb Ledipasvir - +/- 12 97%
Sofosbuvir
+ 24 97%
+ + 12 97-
100%
+ + + 12 96%
laoulb Daclatasvir +/- 12 96-98%
Sofosbuvir +/- +/- + 24 1a76%
1b
100%
laoulb Elibasvir - +/- +/- 12 95%
Grazoprevir + +/- +/- 16 97-
100%
1a Paritaprevir + +/- 12 96-97%
Ritonavir + + 24 96%
Ombitasvir + + + 24 96%
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1b Dasabuvir - +/- - 12 97-
+/- +/- + 12 100%
2 Sofosbuvir + +/- +/- 12-16 93-94%
3 + + - 24 90-95%
- + 24 92%
+ +/- 24 62-87%
2 Daclatasvir +/- - +/- 24 92%
3 Sofosbuvir - - - 12 97%
+ + + 24 -
4 Paritavir + +/- - 12 100%
Ritonavir
ombitasvir
4 Elbasvir - - +/- 12 97%
Grazoprevir + + +/- 16 100%
4 Ledipasvir - +/- +/- 12 95%
5et6 Sofosbuvir - - +/- 12 95/96%
1a6 Sofosbuvir - - + /- 12 -
Velpatasvir + + + 24 -

Tableau 2 : Administration des différents traitements en fonction du génotype des

patients (d’apres (Zhang et al., 2016)).
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I'expression des lymphocytes T, essentiels pour une réponse immunitaire efficace. La
combinaison bi-allélique CC (K70R) est favorable a une clairance spontanée du virus
d’environ 82%, tandis que les combinaisons CT ou TT montrent une clairance spontanée
du virus de l'ordre de 32% (Ge et al, 2009). La distribution allélique CC chez les
individus varie géographiquement: on retrouve tres peu cette combinaison chez les
individus Africains et Européen, alors qu’elle est treés courante chez les individus
présents dans I'Est de ’Asie (Thomas, 2010). Ceci explique pourquoi l'efficacité des
traitements contre le VHC varie en fonction des ethnies.

Lors de lutilisation de nouveaux traitements, la détermination du
polymorphisme pour le gene IL28B est essentielle afin d’évaluer leur efficacité
potentielle pour chaque patient. En considérant les taux élevés de SVR obtenus avec les
nouvelles thérapies utilisant les DAAs mais aussi les colits engendrés, il pourrait étre
envisagé d’administrer uniquement la combinaison IFNa/ ribavirine pour les individus
ayant un polymorphisme favorable a une clairance spontanée du VHC, et d’utiliser pour

les autres individus les thérapies plus coliteuses.

L. 9. e. i. 2 Polymorphisme du géne inosine triphosphate
(IPTA) et anémies liés aux traitements par le ribavirine

L’anémie hémolytique est un effet secondaire couramment observé lors des
thérapies anti-VHC basées sur la ribavirine. C’est un phénomene réversible et dose
dépendant (Soriano et al., 2012). Le polymorphisme du gene IPTA protege de 'anémie
provoquée par la ribavirine chez les individus Européens et Américains (Fellay et al,,
2010). L’identification de ce polymorphisme chez les patients permettrait d’augmenter
les doses de ribavirine pour ceux ayant le polymorphisme et donc d’augmenter les

chances de clairance du virus.

L. 9. e. i. 3 Récepteurs des vitamines D

Certaines études montrent 'influence de la vitamine D sur les traitements contre
le VHC. De facon tres intéressante, ces études mettent en évidence la possibilité
d’additionner la vitamine D a la thérapie PEG-IFN-a2b/ribavirine, pour les patients de

génotype 1, 2 et 3, n’ayant jamais eu d’autres traitements. La vitamine D présente dans
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le sang est transportée jusqu’au foie par une protéine se liant spécifiquement avec elle.
Arrivée dans le foie, la vitamine D est hydroxylée en 25-hydroxy-vitamine D. Cette forme
permet de réduire les niveaux intra et extracellulaires de VHC (Gal-Tanamy et al., 2011;
Matsumura et al., 2012). Trois protéines (CYP2R1; GC et DHCR7) liant la vitamine D
présentent un SNP spécifique lié a des niveaux plus faibles de 25-hydroxy-vitamine D. Ce
SNP est retrouvé chez les patients ayant un hépatocarcinome (Lange et al, 2013).
Comprendre le role de la vitamine D pourrait donc permettre de prévenir certains

cancers liés au VHC.

L.9. e. ii Virus résistants aux DAAs

L’'une des caractéristiques du VHC est qu'il existe une multitude de variants
viraux, appelés quasi-espéces, présents chez les individus infectés. En d’autres termes, la
population virale est composée d’'une population majoritaire de type sauvage (wt:
« wild-type ») et d’'une population minoritaire de variants provenant de la réplication
virale au sein des individus favorables au maintien de l'infection (Bartenschlager et al.,
2013; Bukh et al., 1995; Duffy et al.,, 2008; Thompson and McHutchison, 2009). Ces
variants permettent également d’expliquer les différents génotypes et sous-types de
virus présents dans le monde. C’est donc contre une population virale hétérogéne que

les DAAs doivent étre efficaces.

Des variants résistants, au sein de l'individu, sont plus ou moins rapidement
sélectionnés et amplifiés lors des traitements utilisant les nouveaux DAAs décrits
précédemment. Ce phénomene correspond a la barriére de résistance des molécules. Si
les variants résistants sont obtenus rapidement, alors la molécule ou le traitement a une
faible barriéere de résistance. Les variants résistants apparaissent lors de I'utilisation des
DAAs sur des durées de traitement longues et sont en général associés a des mutations
spécifiques. L’apparition de ces variants résistants est un probléme majeur, car elle

empéche la guérison des personnes infectées.

Plusieurs méthodes de séquencage et d’identification de ces mutations peuvent

étre utilisées afin de les identifier, tels que les tests d’hybridation, les tests d’enzymes de
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DAA Barriére Variants résistants
de
résistance
Inhibiteurs de NS3/4A

Telaprevir Faible | V36A/M R155K/T/K  A156S/D/T/V

Boceprevir Faible V36A/M R155K/T/K  A156S/D/T/V

Simeprevir Modéré Q80R/K D168A/V/T/H
Vaniprévir | Modéré R155K/T/K  A156S/D/T/V D168A/V/T/H
Asunaprevir Modéré Q80R/K  R155K/T/K D168A/V/T/H
Paritaprevir | Modéré R155K/T/K D168A/V/T/H
Grazoprevir Haute R155K/T/K  A156S/D/T/V D168A/V/T/H

Inhibiteurs de NS5A
Daclatasvir Modéré L31F/M/V Y93C/H/N
Ledipasvir Modéré L31F/M/V Y93C/H/N
Ombitasvir Modéré M28T  Q30E/R Y93C/H/N
Velpatasvir | Modéré | M28T  Q30L/R L31M/V/P Y93H/N
Elbasvir Non
connu M28T Q30L/R Y93H/N
Inhibiteurs de NS5B
Sofosbuvir Haute S282T
Dasabuvir Modéré C316Y/N  S368T M414T/1/V  Y448C/H G554D/S S556G  D559G

Tableau 3 : Principales mutations de résistance apparaissant apres l'utilisation
des différents DAAs (D'apres (Tamori et al., 2016; Lontok et al., 2015)).
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restriction, le séquencage direct et la technique de derniere génération de séquencage

(NGS) (Sarrazin and Zeuzem, 2010)(Castelain et al., 2004).

Pour les différentes molécules utilisées contre le VHC, les profils de résistance
majoritaire ont été listés dans le tableau 3, de méme que le degré de résistance observé.
Enormément de mutations minoritaires sont également observées chez les patients. Ces
mutations de résistance sont responsables de la majorité des échecs thérapeutiques
chez les patients a 12 et 24 semaines. Dans ces cas 13, une stratégie thérapeutique

différente devra étre envisagée.

L.9. f Mise au point d’'un vaccin

Le meilleur moyen de lutter efficacement contre le VHC serait la mise en place
d’'une stratégie vaccinale. Deux types de vaccins peuvent étre envisagés, les vaccins
prophylactiques ou thérapeutiques, mais a ce jour aucun de ces deux types de vaccin
n’est disponible. La difficulté dans le développement d’'un vaccin contre le VHC est
principalement liée au grand nombre de génotypes et sous-type existants, ainsi que la

présence de quasi-espéces virales liées a un grand nombre de mutations.

Les vaccins prophylactiques ont pour objectif de développer chez les patients une
réponse immunitaire humorale efficace et de prévenir le stade chronique de la maladie.
Il est évident que le role des lymphocytes T CD8+ et T CD4+ est essentiel pour le
controle de l'infection primaire et secondaire du VHC (Thimme et al., 2002; Urbani et al.,
2006; Folgori et al., 2006). L'immunité naturelle basée sur la réponse des lymphocytes T
CD4+ et CD8+ est étudiée afin d’étre spécifiquement stimulée, tout comme l'induction
d’anticorps neutralisants pouvant renforcer I'efficacité de la réponse immunitaire.

La stratégie prophylactique vise essentiellement les glycoprotéines d’enveloppe
E1 et E2. Cette stratégie est basée sur I'observation de protéines recombinantes E1E2
induisant la production importante d’anticorps chez les chimpanzés, permettant ainsi de
les protéger partiellement de I'infection par le VHC (Choo et al.,, 1994; Meunier et al,,
2011). Un essai de phase clinique I a été réalisé sur 60 volontaires. Apres immunisation
avec différentes doses de protéines recombinantes E1E2 (Frey et al, 2010), une

induction intéressante des lymphocytes T CD4+ et CD8+ a été observée. La capacité de

106



INTRODUCTION Traitements

neutralisation des anticorps induite par le vaccin a été testée sur les VHCpp. Une
neutralisation est détectée pour un certain nombre de patients mais pas pour la totalité,
démontrant une neutralisation hétérogeéne pour les patients infectés avec les génotypes
1a, 1b et 2a du VHC (Stamataki et al., 2011). La protéine core additionnée a un adjuvant,
ISCOMATRIX, connu pour induire une augmentation des lymphocytes T CD4+ et CD8+, a
été testée en essai clinique de phase I sur 30 volontaires (Drane et al, 2009). Une
réponse humorale spécifique chez 23/24 volontaires a été observée, alors que la
réponse lymphocytes T CD8+ n’a été observée que chez 2/8 volontaires ayant recu de
fortes doses (Drane et al., 2009).

L’utilisation de protéine recombinante dans cette approche vaccinale
prophylactique présente quelques inconvénients comme le repliement incorrect des
protéines et le processus de production. Afin de pallier a ces problemes, Elmowalid et
ses collaborateurs ont développé des particules VLPs (VLPs: «virus-like particles »)
exprimant les protéines structurales du VHC comme un potentiel vaccin candidat
(Elmowalid et al., 2007). A l'issue de I'étude, la totalité des chimpanzés traités étaient
immunisés avec ces particules et développaient une réponse lymphocyte T CD4+ et
CD8+ spécifique. Sur les quatre chimpanzés traités, pendant 10 semaines, trois d’entres
eux avaient éliminé le virus. Aucun essai clinique chez 'homme n’a été mis en place avec
cette approche. D’autres concepts ont été développés utilisant des VLPS recombinantes
avec le VHB (Beaumont et al., 2013), recombinantes avec des VHCcc (Akazawa et al,,
2013) ou avec des particules rétrovirales exprimant les glycoprotéines d’enveloppe du

VHC (Garrone etal., 2011).

Les vaccins thérapeutiques reposent essentiellement sur 'expression d’'un ou
plusieurs antigénes viraux (Ip et al., 2012). Une des difficultés est d’'induire une réponse
immunitaire élevée chez les individus porteurs chroniques du VHC, comparable a celle
obtenue chez les individus sains au cours des essais cliniques (Barnes et al., 2012). En
effet, lors de différents essais aucune baisse significative de la virémie VHC n’a été
observée apres administration de ces vaccins thérapeutiques chez les patients
chroniquement infectés. Ceci est dii au fait que les lymphocytes T circulants, induits par

le vaccin, ne ciblent pas le virus.
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Deux concepts ont été étudiés en détails lors des essais cliniques de ces vaccins
thérapeutiques. Le premier concept est un peptide vaccin, IC41, contenant 4 peptides
synthétiques, provenant des protéines core, NS3 et NS4 et correspondant aux régions
conservées, pouvant interagir avec les lymphocytes T CD8+ et CD4+. Les essais cliniques
de phase I et de phase Il ont démontré que les patients tolerent bien ce vaccin, mais que
la réponse lymphocyte T est faible (Firbas et al., 2006; Klade et al., 2008; Schlaphoff et
al, 2007). Aucun changement n’est observé sur la charge virale des patients
chroniquement infectés (Klade et al., 2008). Le deuxiéme concept intéressant pour le
développement d'un vaccin thérapeutique, est le poxvirus recombinant TG4040. Ce
poxivirus exprime certaines protéines du VHC, NS3, NS4A et NS5B, contenant des
épitopes immunodominants (Habersetzer et al.,, 2011). L’étude chez des patients ayant
une hépatite chronique légére montre que le vaccin induit une faible réponse
immunitaire et n’a pas d’effet sur la charge virale (Habersetzer et al., 2011). Plusieurs
autres vaccins candidats contre les glycoprotéines d’enveloppe du VHC, contre la
protéine E1 (Leroux-Roels et al, 2004), 'ADN codant pour core-E1-E2 (Alvarez-
Lajonchere et al.,, 2009) et contre le complexe protéique E1 et E2 (Colombatto et al,,
2014) chez les individus chroniquement infectés (essais clinique de phase 1 et 1b) ont

été testés.
En conclusion, la corrélation entre les anticorps de I'hote produits en réponse au

VHC et la clairance virale suggérent que la présence d’anticorps neutralisants contre des

épitopes conservés est essentielle afin d’élaborer un vaccin efficace.
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11/ Composés naturels inhibant le VHC

Les molécules récemment mises sur le marché pour lutter contre le VHC,
notamment le sofosbuvir, sont tres onéreuses et ne sont pas accessibles financiérement
dans tous les pays. Le 25 Mai 2016, la Ministre de la Santé Marisol Touraine a déclaré un
acces universel aux nouveaux traitements contre le VHC pour les patients francais.
Toutefois dans les faits, ces traitements, en raison de leurs cofits, ne sont pas disponibles
en quantité suffisante pour traiter tous les patients. Dans ces conditions certains
patients restent prioritaires par rapport a d’autres, tels que les patients atteints de
fibrose, transplantés ou en attentes de greffe ainsi que les populations les plus
vulnérables. Par ailleurs, I'apparition de résistance dans le génome viral rend ces

traitements inefficaces pour 5 a 10% des patients.

Depuis des siecles, les plantes sont utilisées en médecine traditionnelle pour
soigner différentes maladies. Les pays présents sur les continents Asiatique, Africain et
ceux présents en Amérique latine ont recours encore aujourd’hui a des tradipraticiens
utilisant la médecine traditionnelle pour prévenir, diagnostiquer ou soigner certaines
maladies (Chin et al, 2006). D’apres I'OMS, en Afrique, actuellement 80% de la
population a recours a la médecine traditionnelle. Dans les pays industrialisés le terme
de « médecine complémentaire ou parallele» est davantage utilisé a la place de
« médecine traditionnelle ». Par exemple au Royaume-Uni, environ 28 millions d’euros
par an sont dépensés dans la médecine paralléle. Aux Etats-Unis également, les ménages
ont consacré 13 milliards d’euros a l'utilisation de produits naturels en médecine

traditionnelle et complémentaire en 2008 (WHO 2014).

Dans certains pays émergents ou en voie de développement, le seul traitement
disponible actuellement pour lutter contre I'hépatite C est la combinaison PEG-IFN-a et
ribavirine. C’est le cas au Cameroun, ou les habitants ont recours de maniere intense, par
tradition, a la médecine traditionnelle (Marzio et al., 2014). Les plantes utilisées depuis
plusieurs siécles pour lutter contre des problemes de santé liés au foie sont donc une
source potentiellement intéressante de molécules naturelles bioactives. Le processus
d’extraction et de production des molécules dites « naturelles » est plus simple et

entraine un colt plus faible que la production des molécules dites « synthétiques »
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issues de synthese chimique. Ces molécules naturelles utilisées en complément des
traitements actuels peuvent alors étre une alternative intéressante afin de diminuer le

colit des traitements et de les rendre plus accessibles.

Les extraits bruts de plantes plus spécifiquement d’écorces, feuilles, tiges, racines
et de fruits utilisées en médecine traditionnelle sont une source tres importante de
composés bioactifs (Ferrucci et al., 2010). C’est le cas de I'artémisinine qui a value le prix
Nobel de médecine a Youyou Tu en 2015. L’extrait brut de plante chinoise Artemisia
annua est utilisé depuis 2000 ans dans ce pays contre le paludisme. L’artémisinine,
extraite directement a partir de la plante par le laboratoire Sanofi, est utilisée dans des
médicaments antipaludisme depuis une dizaine d’années. Cependant, depuis juin 2016
tous les médicaments antipaludisme qui utilisent en monothérapie la molécule
artémisinine ont été retirés du marché car ils étaient responsables du développement de

résistance contre les traitements (OMS juin 2016).

De nombreux extraits de plantes utilisées en médecine traditionnelle ont été
testés contre le VHC. Certains de ces composés ont été répertorié dans une revue
« Natural compounds and Hepatitis C » qui sera publié prochainement (Séron et al.,
2017). Un exemple est celui de la plante Khaya grandifoliola (Meliaceae) utilisée en
médecine traditionnelle camerounaise et dont une activité intéressante contre le VHC a
été démontrée (Galani et al., 2016). Afin d’isoler et d’identifier les molécules actives de
cet extrait, un fractionnement bio-guidé a été effectué. Ce fractionnement consiste a
isoler, par l'utilisation de solvant de polarités différentes, I'’ensemble des molécules
actives d’un extrait brut. Il a ainsi pu étre mis en évidence 3 composés actifs contre le
VHC.

Les molécules antivirales actives contre le VHC et issues d’extraits de plantes
peuvent étre classées en différents groupes selon leur structure chimique : les composés
phénoliques, les terpenoides, les alcaloides et les porphyrines. Tous ces composés sont
des métabolites secondaires chez les plantes. Quelques exemples de molécules issues de
chacune de ces classes ayant une activité intéressante sur le VHC sont décrits dans la

Figure 20.
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Molécules naturelles issues de plantes inhibant le VHC
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Figure 20: Classes de composés naturels issues de plantes inhibant le VHC (D’apreés
(Séron et al,, 2017))
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I1.1 Les composés phénoliques

Les excellentes propriétés antioxydantes des composés phénoliques ont fait d’eux
un sujet de recherche trés populaire ces derniéres décennies, aussi bien pour leurs effets
contre les cancers, dans traitement de I'hypertension, sur le microbiote, sur I'obésité...
Les molécules issues de la classe des composés phénoliques ont également des effets
antiviraux contre de nombreux virus notamment le VHB, (Wu, 2016), le virus de
I'influenza (Bahramsoltani et al., 2016), le VIH (Andrae-Marobela et al., 2013) et aussi le

VHC. L’activité de certains de ces composés contre le VHC est présentée ci-dessous.

II.1.a Lignanes et flavolignanes

Les lignanes et les flavolignanes sont des composés importants participants a la

formation de la paroi cellulaire des végétaux.

La silymarine est un composé phénolique, appartenant a la classe des lignanes,
issue des Chardons-Marie (Silybum marianum, Asteraceae) (Ulschmid et al., 1952). Les
molécules constituant la silymarine sont la silibiline, la silychristine et la silydianine
(Figure 21) (Kroll et al., 2007; Althagafy et al., 2013).

La silymarine est connue comme ayant une activité hépatoprotectrice lors
d’hépatites virales B et C, (Polyak et al., 2013; Wei et al,, 2013; Adeyemo et al.,, 2013),
notamment lors dans les cas de fibroses du foie (Clichici et al., 2016; Fried et al 2012) et
de stéatoses alcooliques (Ni and Wang, 2016). Cette molécule inhibe I'infection du VHC
durant I'étape d’entrée, notamment lors de I'’endocytose et de la fusion (Ashfaq et al,,
2011 ; Blasing 2013). De fagon tres intéressante, la silymarine inhibe aussi la production
des virions et a un effet inhibiteur lors de la transmission cellule-cellule du
VHC (Wagoner 2010). La silibiline, quant a elle, inhibe 'action de la RdARp NS5B en
systéme réplicon (Wagoner 2011 ; Beinhart et al,, 2011 ; Ferencie et al., 2008 et 2013).
Cette molécule a aussi une action sur NS4B, mais des mutations de résistance sont
rapidement apparues lors de son utilisation sur le VHCcc en culture cellulaire (Esser-
Nobis et al,, 2013). L’efficacité de la silymarine in vitro varie en fonction des génotypes
du VHC. Cette molécule a déja été testée lors d’essais cliniques (Hawke et al., 2010).

Aucune activité anti-VHC n’a été montrée pour la silychristine et la silydianine.
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L’honokiol provenant de 1'écorce de Magnolia officinalis, plante utilisée en

médecine traditionnelle asiatique, inhibe I'entrée et la réplication du VHC (Lan 2012).

D’autres lignanes, le tétrahydrofurane et le secolignane, provenant d’'une plante
brésilienne, Maytenus ilicifolia, inhibent quant a eux uniquement la réplication du VHC et

agissent contre le mutant résistant au daclatasvir NS5A-Y93H (Jardim et al., 2015).

II.1.b Les tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes responsables des
différences au toucher et des différences de goiit qu’il y a entre elles. Ces molécules sont
retrouvées dans l'ensemble du regne végétal. Parmi cette classe de molécule,
I'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) et la delphinidine ont été particulierement étudiées

au cours de ce travail et seront décrits dans le paragraphe IL.5.

II.1.c Flavonoides

Les flavonoides sont des molécules tres présentes dans le régne végétal. Ces
molécules représentent la sous-classe des composés polyphénoliques la plus vaste. A ce
jour, plus de 6500 métabolites secondaires issus des flavonoides ont été caractérisés
dans différentes plantes (Harborne and Williams, 2000; Ververidis et al., 2007)

représentant ainsi 50% des composés phénoliques (Lobstein et al,, 2001).
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Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.

Figure 21: Structure chimique des trois molécules présentes dans la silymarine

(d’apres Kroll 2007) : la silibiline, la silychristine, la silydianine

Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.

Figure 22: Structure chimique de la quercétine

Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.

Figure 23: Structure chimique de la naringénine
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La quercétine est un flavanol appartenant a la famille des flavonoides (Figure 22).
Ce flavanol est retrouvé dans différents aliments tels que les oignons rouges, les
brocolis, et les pommes. Cette molécule a des propriétés inhibitrices du VHC: la
quercétine empéche le recrutement de la protéine cellulaire HSP70 au site IRES de 'ARN
viral, ce qui est indispensable pour l'initiation de la traduction (Gonzalez et al., 2009). Un
essai clinique de phase I réalisé avec des patients infectés par le VHC a montré qu’avec
des doses élevées de quercétine, la charge virale des patients diminuait (Lu et al., 2016).
La quercétine est I'un des composés actifs présent dans l'extrait brut de la plante
indonésienne Kalanchoe pinnata inhibant I'entrée du VHC (Kardonob et al.,, 2014). Ce
composé extrait cette fois-ci de 'embelie (Embelia ribes) inhibe aussi la protéase virale
NS3 (Bachmetov et al., 2012). L’activité de cette molécule extraite d’'une autre plante de
la méme famille, Embelia schimeri, a aussi été montrée. Un autre composé dérivé de la
quercétine, le quercetin-3-methyl, a été extrait de l'arbre a gentiane (Solanum
rantonnetii, Solanaceae) et est également tres actif contre le VHC (Rashed et al,, 2014).
La quercétine isolée et purifiée a partir de différentes plantes est un inhibiteur
potentiellement intéressant pour les thérapies anti-VHC a faible colit. Cette molécule a
également des effets antiviraux contre le virus de la dengue, un coronavirus murin
(MHV, murine hepatitis virus) et les rhinovirus (Chiow et al., 2016 ; Ganesan et al,,

2012).

La naringénine (Figure 23) est un composé appartenant également a la famille
des flavonoides et présent dans les pamplemousses (Citrus x paradisi, Rutaceae). Cette
molécule permet de diminuer les titres infectieux du VHC, la sécrétion de la protéine
core, et les niveaux d’ARN et d’apoB associés au virus (Nahmias et al, 2008). La
naringénine est également active sur I'assemblage des virions dans les hépatocytes

primaires humains (Khachatoorian et al., 2012; Goldwasser et al,, 2011).

I1.1.d Les diarylhéptanoides

Les diarylhéptanoides sont retrouvés principalement dans les dérivés de

curcuma. Ces molécules ont des propriétés anticancéreuses.
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La curcumine (Figure 24) appartient a la classe des diarylhéptanoides et est

présente dans les rhizomes de I'épice curcuma appartenant a la famille du gingembre
(Curcuma longa, Zingiberaceae). Cette molécule est responsable de la couleur jaune du
Curcuma. La curcumine inhibe de maniere pangénotypique l'entrée du virus
(Anggakusuma et al., 2014). Ce composé agit directement sur le virus, inhibant I'étape
de liaison et de fusion lors de I'entrée virale, mais altérant aussi la fluidité de I'enveloppe
virale. La curcumine est aussi active sur l'entrée des VHCcc dans les hépatocytes
primaires humains (Aras et al., 2014) et inhibe la transmission cellule-cellule des virions

et la réplication du VHC (Chen et al., 2012).

I1.2 Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures, principalement présents dans les végétaux
et conférant généralement une odeur particuliere a ces derniers. Ces molécules ont
également des vertus thérapeutiques, comme le limonéne, qui donne un parfum

différent entre les agrumes mais protége aussi 'organisme des brilures d’estomac.

I1.2.a Saponines

Les saponines sont des métabolites secondaires des plantes mais leurs rodles

précis ne sont pas encore bien compris.

La glycyrrhizine (Figure 25), le principe actif de la réglisse, a de multiples effets
contre le VHC. Ce composé a été utilisé pour le traitement de '’hépatite chronique au
Japon, car il permettait de réduire les taux de transaminases dans le sang (Ashfaq et al,,

2011; Matsumoto et al., 2013).

D’autres composés comme la saikosaponine (Lin et al., 2015) et la lamirodosine

(Zhang et al., 2009a) sont des terpenes ayant une activité anti-VHC.
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Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.

Figure 24: Structure chimique du curcumine

Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.

Figure 25: Structure chimique de la glycyrrhizine

Les parametres nécessaires sont manquants ou erronés.
Figure 26: Structure chimique des 4 catéchines les plus abondantes dans le thé

vert.

II.3 Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de molécules qui se présentent sous forme
d’hétérocycles azotés telles que la nicotine, la morphine et la caféine. Parmi les
alcaloides, la myribérine A (Huang et al, 2013), le quinolizine (Cao et al 2014), le
pseudane IX et le chalepine (Wahyuni et al., 2014) inhibent la réplication du VHC.

I1.4 Les porphyrines

Dans le regne végétal, les porphyrines sont responsables de la formation de la
chlorophylle, indispensable au déroulement de la photosyntheése. Deux molécules de
type porphyrines issues de la plante Morinda citrifolia (Ratnoglik et al., 2014) ont des

effets sur les étapes d’entrée et post-entrée du VHC.
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I1.5- Exemples de 'EGCG et de la delphinidine comme inhibiteurs du VHC

I.5.a. L’'EGCG

Quatre variétés de thé sont connues : le thé blanc, le thé vert, le thé oolong et le
thé noir. Le thé vert correspond seulement a 20% de la production totale de thé (Thakur
et al, 2012) dans le monde. Le thé vert est cependant I'une des boissons les plus
consommées dans le monde (Graham, 1992). Il est obtenu a partir de la fermentation de
feuilles de Camellia sinensis. Cette plante originaire de Chine est cultivée dans plus de 30
pays différents. En Chine, il est estimé que 120 ml de thé sont consommés par personne
chaque jour (McKay and Blumberg, 2002). Des données obtenues par chromatographie
montrent que les feuilles de thé vert sont composées de 26% de fibres, 15% de
protéines, 2 a 7% de lipides, 5% de vitamines et de minéraux, 1 a 2 % de pigment, et de
30 a 40% de polyphénols dont 80% de flavonoides. Cette composition peut varier en
fonction des conditions de croissance du thé, de sa localisation géographique, des

pratiques agricoles et de la plante elle-méme (variété, age et orientation des feuilles...)
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(Cabrera et al, 2006). Les tanins majoritaires présents dans le thé vert sont
I'épicatéchine, I'épigallocatéchine, I'épicatéchine-3-gallate et 'EGCG (Figure 26). L'EGCG
est considéré comme le tanin le plus abondant et le plus actif présent dans le thé vert. Il

représente environ 59% des tanins totaux.

Les infusions de thé correspondent a une extraction aqueuse chaude contenant
davantage de composés hydrosolubles que liposolubles. Une augmentation du temps et
de la température d’'infusion des feuilles de thé enrichit le breuvage en composants
hydrosolubles. L’extraction optimale des composés hydrosolubles est obtenue dans une
eau a 80°C durant 5 a 15 min (Komes et al., 2011). L’ECGC reste stable et est soluble

dans de I'’eau chauffée a tres haute température (Wang et al., 2008).

Le premier document montrant I'effet bénéfique du thé vert sur la santé humaine
a été publié en 1906 par Naught. Ce médecin de I'armée a montré que le thé pouvait tuer
les organismes responsables de la fievre typhoidique (Marchese et al., 2014). Puis l'effet
bénéfique du thé a été étudié pour la seconde fois en 1980, lors des premiers tests
antimicrobiens et antiviraux. Aujourd’hui, lorsque 'on cherche dans Pubmed « green
tea/EGCG », environ 4000 articles sont répertoriés, montrant l'intérét grandissant pour
cette molécule. Les effets bénéfiques du thé vert ou de 'EGCG sur la santé humaine sont
nombreux et incluent des effets anti-inflammatoires, anticarcinogénes, antimicrobiens,
antiviraux et antioxydants (Tran et al, 2010; Reygaert, 2014; Cabrera et al., 2006;
Chowdhury et al.,, 2016).

IL.5.a.i Propriétés pharmacocinétiques chez ’'homme

Les propriétés pharmacocinétiques de I'EGCG ont été étudiées chez les rongeurs
(Lee et al,, 2002). Quelques études ont permis également d’évaluer la biodisponibilité de
I'EGCG chez 'homme, montrant une tres faible absorption de 'EGCG (inférieure a 5%)
avec une absorption maximale apres 2h dans le tractus intestinal aprés une
administration per os (Miller et al., 2012; Williamson et al., 2011; Manach et al., 2005).
Les catéchines présentes dans le thé vert sont principalement absorbées dans l'intestin,
dans le jejunum et l'ileum, via une diffusion paracellulaire au niveau des cellules

épithéliales (Moore et al., 2009). Apres absorption, 'EGCG est retrouvé a 75% dans le
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plasma sous forme libre (Ullmann et al., 2003). Le volume de distribution de I'EGCG chez
le rat est de 0,15L/kg, mettant en avant une distribution faible (Chen et al., 1997).
Malgré cette distribution, 'EGCG est bien retrouvé dans différents tissus. En effet, cette
molécule a été retrouvée dans le feetus et le placenta de rates gestantes (Chu et al., 2006)
mais aussi dans le cerveau, ayant donc passé la barriere hémato-encéphalique (Lin et al.,
2007)(Scholey et al,, 2012). Le temps de demi-vie de 'EGCG est de 3h lorsque cette
molécule est associée a d’autres catéchines sous forme purifiée ou dans les infusions de
thé (Williamson et al, 2011 ; Manach et al.,, 2005; Radhakrishnan et al., 2016). Des
complexes peuvent étre utilisés afin d’augmenter la durée de vie et la biodisponibilité de
I'EGCG (Chung et al, 2014 ; Chow et al, 2003). L’'EGCG peut étre métabolisée par le
microbiote intestinal (Schantz et al., 2010; van’t Slot and Humpf, 2009) par méthylation
(Meng et al,, 2002) et peut étre conjugué par sulfatation et glucuronidation (Williamson
et al., 2011). Les molécules d’EGCG peuvent étre réabsorbées au niveau de l'intestin par
la circulation entérohépatique et sont retrouvées dans les urines uniquement sous
forme de traces apres une administration orale (Lee et al., 1995).

L’EGCG est en phase I d’essai clinique chez des patientes souffrant de cancer du
sein et faisant de la radiothérapie. Les doses d’EGCG administrées 3 fois par jours
varient entre 40 et 660uM. Pour une patiente de I'essai clinique, la dose 660uM s’est
avérée étre la dose limite de toxicité, des rougeurs étant apparues sur la peau. Les doses
d’EGCG administrées 3 fois par jour qui sont tolérables par les patients varient donc

entre 40 et 600 uM (Zhao et al., 2016).

IL. 5.b.ii Propriétés anti-carcinogene

L’EGCG a des propriétés anti-carcinogenes intéressantes (Brown et al., 1999 ;
Chen et al,, 2011 ; Clere et al., 2011). Le développement d'un cancer est un processus
multi-étapes dans lequel des facteurs génétiques et épigénétiques sont impliqués
(Hanahan and Weinberg, 2011). Les métalloprotéases matricielles sont nécessaires a la
modification de la matrice extracellulaire et leurs surexpressions sont impliquées dans
le développement de cancers. Il a été montré que I'EGCG pouvait bloquer la migration et
I'invasion des métalloprotéinases matricielles (Maeda-Yamamoto et al., 2003). L'EGCG
peut également inhiber la prolifération cellulaire et induire I'apoptose cellulaire. La

prolifération cellulaire est inhibée au niveau de la phase G1 (Singh et al., 2011), tandis
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que l'apoptose est induite par l'inhibition du facteur anti-apoptotique NF-kB, mais
également par la diminution de Bcl-2 déclenchant une cascade de caspases (Chen and
Zhang, 2007; Li et al., 2016; Zhou et al.,, 2016). L'induction de 'apoptose par 'EGCG est
observée dans le cancer du pancréas (Liu et al., 2016) et dans le cancer du poumon (Ma
et al,, 2014). Une étude clinique réalisée sur 60 volontaires a également montré que
I'EGCG prévenait le développement du cancer de la prostate (Bettuzzi, 2006). L’effet
chimioprotecteur de 'EGCG est principalement lié a sa propriété antioxydante. En effet,
I'EGCG peut piéger les radicaux libres et augmenter I'activité d’enzymes antioxydantes

(Duetal, 2012).

IL. 5.b.iii Propriétés antibactériennes

Chaque année en France, environ 12500 personnes décedent a la suite
d’'infections par des bactéries résistantes aux antibiotiques (Antibiotics resistance
2013). Les propriétés antibactériennes du thé vert peuvent alors étre intéressantes.
L’EGCG se lie a la bicouche lipidique des bactéries, entralnant des dommages de la paroi
bactérienne. Ces lésions de la paroi empéchent les bactéries de se fixer correctement aux
membranes cellulaires hotes. Ce phénomene permet de réduire de maniére significative
la pathogénicité de certaines bactéries. L’EGCG inhibe également les facteurs de
virulence de Clostridium difficile (Yun et al., 2015), Staphylococcus aureus (Steinmann et
al., 2013) mais aussi de Helicobacter pylori (Mabe et al 1999), et pourrait donc étre
utilisé en complément pour soigner les maladies associées a ces bactéries. Cette
molécule lie également certaines protéines et macromolécules bactériennes en formant
des liaisons hydrophobes, inhibant ainsi de maniere importante I'activité de certaines
enzymes telles que la tyrosine phosphatase et la cystéine protéinase. Ceci permet la
régulation de certains métabolites toxiques produits par les bactéries (Reygaert, 2014).
L’EGCG est aussi efficace contre certaines souches bactériennes résistantes aux
antibiotiques lors de traitements d’infections de la peau (Jeon et al, 2014; Cui et al,

2012).
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IL. 5.b.iv Propriétés neuroprotectrices

Les maladies neurodégénératives englobent les symptomes allant de la
diminution progressive du nombre de cellules neuronales jusqu’au dysfonctionnement
du systeme nerveux (Brown et al, 2005). La maladie d’Alzheimer est une maladie
dégénérative affectant le systéme nerveux central. Cette maladie est caractérisée par la
production et l'accumulation de peptide f3-amyloide dans le cerveau, générant la
protéolyse du précurseur de cette protéine, la protéine Tau (O’Brien and Wong, 2011).
Une étude a pu montrer I'effet bénéfique de I'EGCG sur le comportement de souris
atteintes de la maladie d’Alzheimer. L’EGCG semble protéger les souris contre la perte de
mémoire et le dysfonctionnement du systéme de coordination (Walker et al., 2015;

Rasoolijazi et al., 2007).

IL. 5.b.v Propriétés antivirales

L’EGCG inhibe l'infection du virus de l'influenza par une altération de son
enveloppe virale (Kim et al.,, 2013), mais peu également inhibait I'infection du virus de
I'’herpes par une agglutination de ses protéines d’enveloppe (Isaacs et al., 2008). Les
effets antiviraux sur d’autres virus comme par exemple le VHB, le VIH, ou encore le

BVDV sont décrits dans le tableau 4.

II. 5.b.v.1 Activité anti-VHC

Plusieurs équipes ont montré que I'EGCG inhibait I'étape d’entrée du VHC
(Calland et al., 2012, 2015; Ciesek et al., 2011). En 2011, Ciezek et ses collaborateurs ont
montré que I'EGCG inhibait I'entrée du VHCcc lors de I'étape d’attachement a la surface
cellulaire. Cette molécule inhibe l'infection des VHCcc aussi bien que des VHCpp. Elle
affecte l'infection du virus dans les lignées classiquement utilisées en culture cellulaire
telles que les Huh7 mais aussi dans les hépatocytes primaires humains. L’'EGCG prévient
également la propagation du virus selon le mode de transmission cellule-cellule et n’a
pas d’effet sur la densité des particules virales sécrétées. L'EGCG n’agit pas sur les étapes

de réplication, d’assemblage et de sécrétion des particules virales (Ciesek et al., 2011)
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Virus

Effet de 'EGCG

Références

Virus de l'influenza A/B

Inhibition de I'infection des souches A et B par agglutination des particules virales
Inhibition de la réplication virale, de I'activité neuraminidase et de 'hémaglutination
Altération de 'enveloppe virale = inhibition du processus de fusion entre les particules
virales et la membrane cellulaire

Inhibition de I'attachement du virus a 'acide sialique présent a la surface cellulaire

Nakayama et al., 1993; Xiao et al., 2008
Yang et al,, 2014
Song et al,, 2005

Kim et al., 2013; Colpitts and Schang, 2014

VIH Inhibition de la réplication du virus par inhibition de la rétrotranscription du virus Harada et al,, 1999 ; Haneda et al., 2000
Fassina et al., 2002
Destruction des particules virales, inhibition de I'attachement des particules a la surface | Lietal, 2011
cellulaire, inhibition post-entrée, inhibition de la production des particules virales dans | Yamaguchi et al.,, 2002
des cellules chroniquement infectées, diminution de la production d’ARNm
Inhibition de l'interaction gp120/CD4 nécessaire a la liaison du virus a la surface | Hamza and Zhan, 2006; Williamson et al,
cellulaire 2006; Kawai et al., 2003; Nance et al., 2009
Diminution de la capture du virus dans le sperme humain Hauber et al,, 2009; Hartjen et al., 2012
Inhibition de la protéase enzymatique intégrase Popovych et al, 2012
Effet préventif Tanetal, 2014
Jiang et al,, 2010; Muller et al,, 2014
VHB Effet hépatoprotecteur, et réduction de la propagation du virus He etal, 2011

Inhibition de la réplication virale

Inhibition de I'entrée du virus

Pang et al,, 2014; Zhong et al., 2015; Xu et
al, 2016
Huang et al., 2014

Virus Epstein-Bar

Inhibition des protéines lytiques du virus

Chang et al,, 2003a; Liu et al,, 2013

Adénovirus

Inhibition de I'étape d’assemblage du virus, de I'étape de clivage par 'adénaine

Weber et al,, 2003
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VHC

Cible de la protéine NS3

Inhibition de I'étape d’entrée

Inhibition de la propagation cellule-cellule

Inhibition de I'étape de réplication

Réduction du développement de tumeurs chez les patients cirrhotiques
Inhibition de I'étape d’attachement aux héparanes sulfates

Amélioration de I'immunité humorale innée contre le virus

Zuo et al., 2007 ; Ciesek et al.,, 2011 ; Calland
etal, 2012, 2015 ; Fukazawa et al.,, 2012

Bhat et al., 2014
Roh and Jo, 2011
Chen etal., 2012

Halegoua-De Marzio et al.,, 2012

Colpitts and Schang, 2014
Wang et al., 2016

Virus de I’herpes

Inhibition de l'infection

Lyu etal., 2005

simplex e Liaison aux glycoprotéines d’enveloppe du virus Isaacs etal., 2008, 2011

e Agrégation des glycoprotéines d’enveloppe du virus

e Ralentissement du développement des symptomes Zhaoetal, 2012

e Inhibition de I'étape d’attachement aux héparanes sulfates Colpitts and Schang, 2014
BVDV e Inhibition de I'infection Zhang et al., 2009b, 2010

Papillomavirus humain

Inhibition de 'oncoprotéine HPV 16 responsable de I'angiogénése

Heetal,, 2013

Virus responsable du
syndrome dysgénésique

chez le porc

Inhibition de I'infection virale

Zhao et al,, 2014

Virus Ebola e Inhibition de I'infection virale ayant pour cible la protéine HSPA5 Reid et al., 2014
Virus Chikungunya e Inhibition de I'entrée du virus dans les cellules cibles Weber etal,, 2015
Virus Zika e Inhibition de I'entrée du virus dans les cellules cibles Carneiro et al., 2016

Tableau 4 : Action de 'EGCG sur différents virus
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De maniere simultanée, Calland et ses collaborateurs ont également publié un
article caractérisant l'effet de 'EGCG sur le VHC. L’équipe du laboratoire de Virologie
Moléculaire et Cellulaire du Centre d’Infection et d’Immunité de Lille a montré que
I’EGCG inhibe l'infection du virus mais, contrairement a Ciezek et ses collaborateurs, ils
ont également montré que I'épigallocatéchine et 1'épicatéchine gallate inhibent
I'infection du virus respectivement de 40 et 80%. Calland et ses collaborateurs ont aussi
montré que 'EGCG inhibe I'étape d’entrée avec une ICoo de 50 pM. L’inhibition de
I'infection par 'EGCG n’est pas observée sur les autres membres de la famille des
Flaviviridae et 'activité antivirale de 'EGCG est confirmée avec 6 génotypes différents
sur les VHCpp. Il a également été observé que 'EGCG cible directement la particule
virale (Calland et al., 2012).

Ces deux articles publiés simultanément et indépendamment I'un de l'autre
permettent de confirmer que 'EGCG inhibe bien I'étape d’entrée du VHC. Cependant, des
résultats contradictoires ont été publiés par d’autres équipes. Deux équipes ont montré
que 'EGCG pouvait avoir un effet sur I'étape de réplication du VHC. En 2007, Zuo et ses
collaborateurs ont montré in vitro que 'EGCG pouvait interagir et inhiber la protéase
NS3 (Zuo et al,, 2007). Puis en 2012, Chen et ses collaborateurs ont aussi montré que
I'EGCG pouvait inhiber la protéase NS3 mais également la RdRp NS5B (Chen et al,,
2012).

Il a été montré que 'EGCG inhibait I'étape de liaison du virus aux héparanes
sulfates (Colpitts and Schang 2014). L’inhibition de la propagation du virus selon le
mode de transmission cellule-cellule a été confirmé par I'équipe de Roh et ses
collaborateurs (Roh et al., 2011). Cette propriété de 'EGCG est intéressante car elle
permettrait de réduire le développement des tumeurs chez les patients cirrhotiques
(Halegoua-De Marzio et al., 2012). Il peut également étre envisagé que I'EGCG soit utilisé

lors de greffes du foie pour essayer de limiter la propagation virale au greffon.

I1.5.b La delphinidine

La delphinidine (Figure 27) est un flavonoide appartenant a la classe des
anthocyanidines. Peu d’études scientifiques se sont intéressées directement a la

delphinidine, mais davantage se sont intéressées aux anthocyanines (Afaq et al., 2007).
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Les anthocyanines forment un grand groupe de composés chromophores. En effet, ils
sont responsables des pigments bleus, violets et rouges de beaucoup de plantes et
contribuent ainsi a développer lattractivité de la plante envers les insectes
pollinisateurs. Ces couleurs conferent également un effet protecteur a la plante. La
delphinidine est présente en quantité importante dans les fruits rouges comme la

framboise, le cassis, la myrtille et les groseilles.

IL.5.b.i Pharmacocinétique

Les anthocyanines correspondent a la forme glycosylée des anthocyanidines.
Elles apparaissent intactes, méthylées, conjuguées par sulfatation et associées a des
glucuronides dans les urines et dans la circulation sanguine (Mullen et al, 2010;
Talevera et al, 2005; Kay et al, 2005). Les modeles animaux suggerent que les
anthocyanines apparaissent dans le sang entre 6 et 20 min apres leur consommation. La
concentration sanguine maximale de ces molécules est atteinte apres 15 a 180 min, ceci

étant dépendant de chaque individu (Matsumoto et al., 2005, 2006).

Des études ont montré que les anthocyanines étaient rapidement absorbées au niveau
de I'estomac et du petit intestin chez les rats (He et al., 2009), visibles par l'intense
couleur rouge retrouvée dans les tissus aprés dissection. Les anthocyanines sont
fortement absorbées dans l'intestin au niveau du jejunum et au niveau du duodenum. En
revanche, I'absorption semble limitée au niveau de I'ileum et inexistante au niveau du
colon (Matuschek et al, 2006). Chez les rats, les anthocyanines sont absorbées
rapidement, en 36 min, alors que leur disponibilité dans les tissus cibles semble étre
limitée (Vanzo et al, 2011; He and Guisti et al, 2010). Apreés 15 jours d'un apport
enrichi en miire, chez les rats, les taux d’anthocyanines ont été mesurés dans différents
tissus. Les anthocyanines ont été détectées a 10,13% dans le tissu de '’estomac, 89,30%
dans le jejunum, 0,06% dans le foie, 0,48% dans le rein et 0,04% dans le cerveau

(Talavera et al., 2005 ; Manach et al., 2005 ; Williamson et al., 2005 ; Czank et al., 2013).
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Figure 27: Structure chimique du chlorure de delphinidine
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Une étude clinique menée sur des individus volontaires a montré qu’apres la
consommation de 300g de framboise, les anthocyanines ou leurs métabolites ne sont
pas détectables dans le plasma des individus (Gonzales-Barrio et al., 2010). Ces résultats
ont été confirmés par I'équipe de Perez-Jiménez qui s’est intéressée aux métabolites de
polyphénols, qui sont retrouvés dans les urines a 0,02-0,06% (Perez-Jimenez et al.,
2010). Les anthocyanines semblent étre rapidement dégradées par la microflore

intestinale (Milbury et al., 2010).

I1.5.b.ii Effets bénéfiques chez ’'homme

La delphinidine a des effets anticarcinogenes (Pal et al., 2013 ; Keravis et al,,
2015) notamment sur le cancer du sein (Patidar et al., 2016 ; Aiyer et al,, 2012) et de la
prostate (Jeong et al.,, 2016 ; Lee et al,, 2016 ; Guo et al,, 2016). Les anthocyanines ont
des effets bénéfiques sur les maladies cardiovasculaires (Bagchi et al., 2003 ; Wallace et
al, 2016) et les maladies neurodégénératives (Kim et al.,, 2009 ; Rendeiro et al,, 2012).
Cette famille de molécules a également des activités antimicrobiennes (Cesoniene et al.,
2009 ; Cisowska et al., 2011) sur I'entérobactérie Escherichia coli, sur les bactéries du
genre Salmonella (Nohynek et al, 2006), mais aussi de Citrobacter et Enterococcus

(Cesoniene et al.,, 2009). Les effets antiviraux de la delphinidine ont été peu décrits.

Un exemple de dérivé commercial des anthocyanidines est le delphinol® un
produit a base de delphinidine extraite des baies de Maqui (Aristotelia chilensis
Eléorcapacées) principalement présentes au Chili. Ce produit est vendu comme étant
bénéfique pour la régulation du glucose chez les individus (Hidalgo et al., 2014, Watson

etal., 2015).

I11. Les plantes extrémophiles comme source de nouvelles molécules

Le stress subi par les plantes, lors de conditions drastiques de sécheresse et de
salinité, a un impact sur la qualité des cultures et leur rendement (Ksouri et al,, 2010).
Les plantes halophytes et xérophytes, qui se développent dans des conditions

importantes de salinité et de sécheresse, respectivement, mettent en place d'importants
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mécanismes d’adaptation a leur environnement (Ksouri et al., 2008). Les plantes
halophytes sont retrouvées principalement sur les dunes de sables, les c6tes rocheuses,
dans les eaux stagnantes salés des déserts et dans les marais salants. Dans le monde,
plus de 2500 especes végétales ayant une grande tolérance a la salinité ont été
recensées (Abdelly et al., 2006). En Tunisie par exemple, 10% du territoire est affecté
par de fortes concentrations en sel. Les plantes présentes dans ces écosystemes ont la
capacité d’accumuler de grandes quantités de sodium et de produire des molécules et
composants favorables a leur développement (Abdelly et al, 2011). De nombreuses
plantes halophytes sont utilisées en médecine traditionnelle et ont un effet bénéfique
sur 'Homme et les animaux. Ces plantes semblent étre une source de biocomposés

spécifiques dont leurs bioactivités sont tres étudiées.

I11.1 Exemple : le Juncus maritimus

I11.1.a Description botanique

Le J. maritimus, plus communément appelé jonc de mer, appartient a la famille
des Juncaceae et au genre Juncus. C’est une plante vivace atteignant généralement
1 métre de hauteur. Elle a des rhizomes tragants, ses tiges sont raides, nues et
rassemblées en touffes. Les feuilles sont peu nombreuses et égalent la taille des tiges,
elles sont dressées, cylindriques et piquantes (Figure 28). La floraison a lieu de juin a

octobre. Les fleurs sont de couleur vert pale.

II1.1.b Distribution et écologie

Cette plante poussant dans les milieux humides est présente sur les cotes
marécageuses en Europe, Asie, Afrique et Amérique. Pour se développer, le J. maritimus
Lam a besoin de beaucoup de lumiere, d’humidité et de chaleur. Le sol dans lequel la
plante va pousser doit étre basique, moyennement humide, argileux et riche en
nutriments. Cette plante est tolérante a une forte salinité (Tela botanica 2011), elle
s’adapte bien aux changements environnementaux et est capable de pousser dans des

sols tres pollués (Gil et al 2014 ; Boscaiu et al, 2013). Le jonc de mer est utilisé
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traditionnellement en vannerie pour tresser des paniers ou des tapis. En France le J.

maritimus est principalement présent le long du littoral cétier.

II1.1.c Role du J. maritimus

En 2010, une équipe a étudié la capacité de certaines especes de plantes
maritimes a filtrer et traiter de I'eau plus ou moins stagnante dans laquelle elles
poussaient. Le J. maritimus a la capacité de développer fortement ses racines, d’environ
40 cm de longueur (Pavan et al., 2015). Cette caractéristique lui permet d’accumuler une
grande concentration de composés « toxiques » dans ses racines et rizhomes.

Cette propriété pourrait permettre de changer la distribution en métaux dans les
sols des estuaires et plus particulierement la distribution de cadmium. Le cadmium est
un métal qui, présent en trop grande quantité, provoque des problemes de santé tels que
des maladies rénales ou pulmonaires. Les plantes poussant sur des sols riches en
cadmium peuvent étre néfastes pour les animaux qui les consomment. En effet, il est
montré que dans les systémes aquatiques, les moules, les huitres et les crevettes
peuvent étre fortement contaminées en cadmium, cuivre (Montenegro et al., 2016) et
zinc (Almedia et al,, 2004 ; Almedia et al.,, 2005 ; Almedia et al., 2006 ; Almedia et al,,
2014).
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Figure 28: Illustration botanique du J. maritimus (Dictionnaire des Sciences

Animales) A : Fleurs, B, Tiges C: Capsule déhiscente, D: Carpelle, E : Tépale
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Le J. maritimus peut également accumuler dans ses racines et rhizomes de
grandes quantités de mercure mais aussi d’hydrocarbures de pétrole présents dans les
estuaires (Ribeiro et al., 2011 ; Ribeiro et al,, 2013 ; Ribeiro et al., 2014 ; Marques et al,,
2011). La présence du J. maritimus inhibe la capacité d’autres plantes a accumuler les
hydrocarbures de carbone dans leurs racines (Couto et al.,, 2011, Ribeiro et al.,, 2015).
Ces propriétés ont permis a cette espece maritime de survivre dans les marais espagnols
ou portugais fortement pollués ces cinquante derniéres années (Castro et al., 2009,
Cleary et al.,, 2012, Anjum et al., 2014). La colonisation de cette espece dans certains
espaces aquatiques a provoqué un déséquilibre de l'écosystéme des marais, ne

permettant pas le retour de certains animaux aquatiques (Valega et al., 2008)

Plusieurs études ont caractérisé les molécules spécifiques des plantes du genre
Juncus. Le produit naturel dehydrojuncusol a été identifié pour la premiére fois en 2007
a partir du J. acutus (Behery et al., 2007 ; Behary et al,, 2013). Sa présence a également
été mise en évidence a partir du J. effusus en 2012 (Wang et al., 2012 ; Ishiuchi et al,,
2015) et a partir du J. inflexus en 2016 (Toth et al, 2016). Il a été montré que le
déhydrojuncusol présent dans le J. effusus pouvait induire de la cytotoxicité dans les
cellules HT22 (Isuichi et al., 2015). Jusqu’a présent, ses effets sur des bactéries, virus ou

encore sur la santé humaine n’ont pas été étudiés.
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CONTEXTE

Les traitements actuels pour lutter contre le VHC se basent essentiellement sur
les DAAs commercialisés a partir de 2014. La synthese chimique, le processus de
développement, de production et de mise sur le marché de ces molécules
pharmaceutiques sont tres longs, rendant les traitements trés onéreux. En effet en 2014,
le sofosbuvir, molécule centrale de ces nouveaux traitements, cotlitait 19000 euros en
boite de 28 comprimés. Mais pour pouvoir bénéficier du traitement le plus court avec
cette molécule, long de 12 semaines, trois boites sont nécessaires. Ces cofits exorbitants
rendent difficile la prise en charge de ces nouvelles molécules par les systemes de santé
dans les pays développés, et le traitement est méme inaccessible dans les pays en voie
de développement. Par ailleurs, chez certains patients, 'apparition de virus résistants a
ces DAAs a été observée, rendant les traitements inefficaces.

Depuis quelques temps un effort économique important est demandé aux
industries pharmaceutiques commercialisant ces DAAs, afin de rendre accessible ces
molécules au plus grand nombre de patients. En France, un accés universel a été déclaré
pour ces molécules a tous les patients en mai 2016. Cependant dans les faits, certains
patients sont privilégiés par rapport a d’autres car la quantité de médicament disponible
est inférieure au nombre de patients.

Ces DAAs, agissant directement contre le virus, ciblent une seule étape du cycle
viral : la réplication. La combinaison de molécules pouvant cibler différentes étapes du
cycle viral pourrait permettre de lutter plus efficacement contre le VHC et de réduire
I'apparition de virus résistants. Identifier de nouveaux inhibiteurs du VHC afin de
diminuer le colit des traitements et les rendre plus efficaces est donc toujours
nécessaire.

Les plantes utilisées en médecine traditionnelle sont une source intéressante de
molécules bioactives. De plus, si certaines molécules s’averent efficaces contre le VHC,
leur colit d’extraction sera plus faible que celui des molécules synthétiques. Dans ce
contexte, nous nous sommes intéressés aux propriétés anti-VHC de I'EGCG présent dans
le thé vert et de la delphinidine, présente principalement dans les fruits rouges. Les
propriétés antivirales du J. maritimus Lam et de plantes médicinales Ivoiriennes ont

également été étudiées.
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OBJECTIFS Partie 1

Partie 1 : Nouveau mécanisme d’action de polyphénols inhibant I'’entrée du VHC

Une premiére étude publiée dans le laboratoire en 2012 (Calland et al., 2012) a
permis d’identifier 'EGCG, molécule extraite du thé vert appartenant a la famille des
tanins, comme étant un nouvel inhibiteur de I'entrée du VHC. L’EGCG agit de maniere
pangénotypique, en bloquant I'étape d’attachement du virus a la surface cellulaire. Cette
molécule agit directement sur la particule virale et de maniére dose dépendante sur
I'entrée avec une ECso de 5 uM. L’EGCG inhibe également la transmission du virus selon
le mode cellule-cellule mais aussi selon le mode de transmission classique, par le
surnageant cellulaire. En cherchant des molécules similaires a I'EGCG ayant une
meilleure capacité antivirale, I'’équipe de Karin Séron avec Noémie Calland alors
étudiante en these, a mis en évidence la delphinidine, une molécule appartenant
également a la famille des flavonoides. Cette molécule, comme I’EGCG, inhibe I'entrée du

VHC en empéchant I'attachement du virus a la surface cellulaire.

L’objectif de mon travail de these a été de comprendre le mécanisme d’action de
I'EGCG et de la delphinidine sur le VHC. Pour cela, trois hypotheses ont été émises: (1)
soit les molécules altérent ou détruisent les particules virales, (2) soit elles agregent les
particules virales les empéchant ainsi de se fixer a la surface cellulaire, (3) soit elles
recouvrent la particule virale, masquant les épitopes nécessaires a la liaison des

particules virales a la surface cellulaire.

Les résultats de ce travail ont fait 'objet de la publication suivante :

Noémie Calland*, Marie-Emmanuelle Sahuc*, Sandrine Belouzard, Véronique Pene,
Pierre Bonnafous, Ahmed Atef Mesalam, Gaspard Deloison, Véronique Descamps, Sevser
Sahpaz, Czeslaw Wychowski, Olivier Lambert, Priscille Brodin, Gilles Duverlie, Philip
Meuleman, Arielle R. Rosenberg, Jean Dubuisson, Yves Rouillé, Karin Séron.

Polyphenols Inhibit Hepatitis C Virus Entry by a New Mechanism of Action

J Virol (2015) 89:10053-10063. *co- premier auteur
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Partie 2: Identification du déhydrojuncusol, un composé naturel extrait du
|. maritimus, comme nouvel inhibiteur de la réplication du VHC

Les plantes extrémophiles sont une source intéressante de molécules bioactives.
Dans le cadre d’une collaboration avec le Pr. Sevser Sahpaz et le Dr. Céline Riviere du
laboratoire de Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de Lille, nous avons effectué
un fractionnement bio-guidé de huit plantes extrémophiles Tunisiennes en recherchant
une activité anti-VHC. Le fractionnement a été effectué par une étudiante en these,
Ramla Sahli, en co-tutelle avec le laboratoire de Pharmacognosie de Lille et le
Laboratoire des plantes aromatiques et médicinales du Centre de Biothechnologie Borj-
Cédria (CBBC) en Tunisie. Apres le criblage des extraits de plantes et des fractions
obtenues contre le VHC, nous nous sommes tres vite intéressées a I'extrait de rhizomes
de J. maritimus Lam qui était le plus actif contre le VHC. De maniére intéressante, parmi
les huit plantes extrémophiles Tunisiennes, I'extrait de rhizomes de J. maritimus Lam a
également montré une activité anti-bactérienne contre Streptococcus dysgalatactiae et
Streptococcus pyrogenes (Sahli et al., 2016).

L’objectif de cette seconde partie de mon projet de these a été d’identifier le
principe actif présent dans l'extrait de rhizome de J. maritimus et de comprendre le

mécanisme d’action de ce composé sur le cycle infectieux du VHC.

Les résultats de ce travail ont fait 'objet de la publication suivante :

Sahuc ME*, Sahli R* Sahpaz S, Rouillé Y, Riviere C, Séron K. Dehydrojuncusol
extracted from Juncus maritimus is a new inhibitor of HCV replication * co- first

author

Toujours en étroite collaboration avec le laboratoire de Pharmacognosie de Lille,
mais cette fois-ci avec le groupe du Dr Simon Bordage et Moussa Bamba, étudiant en
these, un fractionnement bio-guidé de plantes Ivoiriennes utilisées en médecine
traditionnelle contre les jaunisses et les affections hépatiques a été entrepris. Le but est
d’'identifier des extraits de plantes actifs contre le VHC et si possible d’isoler les

principes actifs.
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Nouveau mécanisme d’action
de polyphénols inhibant
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RESULTATS Partie 1

Noémie Calland*, Marie-Emmanuelle Sahuc*, Sandrine Belouzard, Véronique Pene,
Pierre Bonnafous, Ahmed Atef Mesalam, Gaspard Deloison, Véronique Descamps, Sevser
Sahpaz, Czeslaw Wychowski, Olivier Lambert, Priscille Brodin, Gilles Duverlie, Philip
Meuleman, Arielle R. Rosenberg, Jean Dubuisson, Yves Rouillé, Karin Séron.

Polyphenols Inhibit Hepatitis C Virus Entry by a New
Mechanism of Action

J Virol (2015) 89:10053-10063. *co- first author
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Afin d’aller plus loin dans la compréhension du mécanisme d’action de I'EGCG et
de la delphinidine nous avons continué d’explorer les différentes hypotheses citées

précédemment.

D’apres nos expériences, la déformation des VHCpp observée en présence d’'EGCG
et de delphinidine est dépendante des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2. Nous nous
sommes demandés si cette déformation pouvait étre due au pouvoir agrégeant de
I'EGCG et de la delphinidine sur les protéines d’enveloppe. En 1993, une étude a montré
que I'EGCG agrege les particules virales du virus de l'influenza, diminuant ainsi
l'infectiosité de ce virus (Nakayama et al., 1993). Dans notre cas, sur les images de cryo-
microscopie électronique, les particules virales ne s’agregent pas. Ces résultats ont été
confirmés sur le VHCcc en réalisant des gradients de vélocité. Si ’'EGCG et la delphinidine
n'agrégent pas les particules virales, elles peuvent agréger directement les protéines

d’enveloppe a la surface du virion.

Nous avons d’abord réalisé des expériences d’agrégation avec la glycoprotéine
d’enveloppe E2 soluble délétée de son fragment transmembranaire, produite en culture
cellulaire a partir de cellules HEK-293T (selon la méthode de Thomas Krey (Krey et al.,
2010), et incubée avec nos molécules a différentes concentrations. Nouset nous avons
observé une agrégation de la protéine E2 en présence d’EGCG et de delphinidine.
Cependant, les résultats obtenus étaient difficilement quantifiables. Nous avons
confirmé nos résultats apres ultracentrifugation du complexe protéine E2-molécule
dans des gradients de sucrose. Le DMSO et la pétunidine ont été utilisés comme controle.
Le DMSO est le solvant servant a suspendre les molécules, tandis que la pétunidine est
une molécule ayant une structure trés proche de la delphinidine mais n’ayant pas d’effet
sur l'infection du VHC (Calland et al.,, 2015). Ceci nous a permis d’observer par Western
Blot une agrégation de E2 sous forme de dimeéres avec 'EGCG la delphinidine, et des

formes multimeriques avec la delphinidine (Figure 1).
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Figure 1: Agrégation de E2 en gradient de sucrose en présence de DMSO, d’EGCG,
delphinidine et pétunidine. E2 soluble est incubé pendant 1h a 37°C avec soit 250 uM
d’EGCQG, soit 250 uM de delphinidine, soit 250uM de pétunidine ou soit du DMSO. Puis
I’ensemble est déposé a la surface de gradient de sucrose continu 5-20%. Les gradients
sont ultracentrifugés pendant 16h a 100000g. Chaque gradient est ensuite séparé en 10
fractions, et pour chacune des fractions E2 est détectée par Western-blot. Les signaux
obtenus sont quantifiés avec le logiciel Ima].

151



Parallelement a ces expériences, nous nous sommes attachés a déterminer s’il y
avait une interaction directe entre les glycoprotéines d’enveloppe et les molécules

d’'intérét EGCG et delphinidine.

Apres production de la protéine E2 en modéle drosophile selon la méthode de
Thomas Krey, nous avons regardé par RMN s’il y avait une interaction entre la protéine
E2 et 'EGCG. Ces expériences ont été réalisées avec le laboratoire de glycobiologie
structurale et fonctionnelle (CNRS, UMR 8576) plus particulierement avec le Dr
Hanoulle et le Dr Guerardel. Nous avons travaillé avec de I'EGCG-difluoré (Bhat et al,,
2014) car en cas d’interaction entre 'EGCG et la protéine E2, le fluor est plus facilement
visualisable sur les spectres de RMN que I'hydrogene. Nous n’avons pas pu travailler
avec la delphinidine, car cette molécule n’est pas assez stable dans le temps et par
conséquent aurait donner plusieurs pics en RMN.

Nous avons observé une interaction entre la glycoprotéine E2 et 'EGCG avec un
ratio de I'ordre de 1/200. Ce type d’interaction tres fort entre 'EGCG et E2 ne permet
pas de réaliser des doses réponses. Cependant, nous avons voulu comprendre si une
telle interaction pouvait étre due a la partie glycannique de E2 plus qu’a la partie
protéique. Pour cela, la fraction glycanique de E2 a été isolée apres déglycosylation de la
protéine. Il n’a pas été possible d’obtenir la partie protéique de E2 « pure », sans
glycanes, car il est difficile d’obtenir une déglycosylation efficace a 100% et il peut donc
rester quelques glycanes sur la protéine. Nous avons observé, par RMN, une interaction
de 'EGCG avec la partie glycanique de E2 et également avec la partie protéique. Ces
résultats montrent que 'EGCG semble interagir avec les glycanes de la protéine mais

une interaction avec la partie protéique de E2 ne peut pas étre exclue.
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naturel extrait du J.
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Dehydrojuncusol, a natural phenanthrene compound extracted from Juncus maritimus

is a new inhibitor of hepatitis C virus replication
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Abstract

Hepatitis C virus (HCV), causing hepatitis C, is present in approximately 170 million people
worldwide. Recent emergence of direct acting antivirals (DAAS) targeting HCV proteins, has
considerably enhanced the success of antiviral therapy. However, the apparition of DAA
resistant-associated variants is a cause of treatment failure. The cost of the therapy is
extremely high and not accessible in countries with inadequate medical infrastructures.
Therefore search for new inhibitors and with lower cost of production, like natural
compounds, should be pursued. In this context, sixteen crude methanolic extracts of
extremophile plants from Tunisia were screened against HCV in cell culture. Infection rates in
Huh-7 hepatoma cells were investigated by indirect immunofluorescence assay. The rhizome
crude extract of Juncus maritimus Lam., exhibited the highest antiviral activity. Bio-guided
fractionation showed that the methylene chloride partition was most likely responsible for this
activity. Among the compounds isolated and identified from this partition, dehydrojuncusol,
was the most active. A time-addition assay showed that dehydrojuncusol significantly
inhibited HCV infection when added during the post-inoculation step (ECso = 1.31 uM).
Inhibition of HCV replication was confirmed using a cell line stably expressing a HCV
subgenomic replicon. No in vitro toxicity on Huh-7 cells at active concentrations was
observed and no effect on HCV pseudoparticule entry. Antiviral activity of dehydrojuncusol
was also demonstrated in primary human hepatocytes, the most relevant human pre-clinical
model for HCV infection. Interestingly, dehydrojuncusol was able to inhibit replication of two
frequent daclatasvir resistant mutants (carrying the mutations L31M or Y93H in NS5A).
Finally, two linked mutations in NS5A (T24S-L31M) were identified in dehydrojuncusol
resistant mutants and were shown to confer partial resistance to the drug. In conclusion,
dehydrojuncusol, a natural compound, extracted from J. maritimus, inhibits HCV replication
and is active against HCV resistant variants frequently found in patients with treatment

failure, and may target the viral protein NS5.
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Introduction

Hepatitis C is a major cause of chronic hepatitis often associated with complications, such as
liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma (Levrero, 2006; Messina et al., 2015).
Approximately 170 million people are infected with hepatitis C virus (HCV) worldwide
(Lavanchy, 2011). To date no vaccine is available against HCV, mainly due to the diversity of
viral isolates (Tarr et al., 2015). In recent decades, various treatments have been established.
Before 2011, a standard therapy combining pegylated interferon alpha and ribavirin (a
guanosine analogue) was administered to patients (Liang and Ghany, 2013). The first direct-
acting antiviral agents (DAA), targeting the NS3/4A protease activity, effective only against
genotype 1 HCV-infected patients and inducing side effects, were released in 2011. Since
then, other viral proteins have been targeted like RdRp NS5B and NS5A, a protein involved
in replication and assembly of the virus but with no enzymatic activity. New inhibitors have
been marketed with high rates of sustained virologic response against all genotypes and very
few side effects (Pawlotsky, 2014). However, these treatments are very expensive and not
accessible to all people infected (Graham and Swan, 2015). Moreover, there is a risk of
selecting viral variants resistant to DAA leading to failure of the therapy, which will require
new treatments (Pawlotsky, 2016).

HCV, a member of the Flaviviridae family, is an enveloped, single stranded RNA virus
(Lindenbach et al., 2007) encoding for a single polyprotein which is cleaved co- and post-
translationally in ten proteins. Structural proteins are components of infectious viral particles,
whereas non-structural proteins are involved in the replication of the viral genome and the
production of new infectious particles in infected cells. The HCV life cycle can be divided
into three major steps: entry, replication, and assembly/release. At each step, different sets of
viral proteins and host factors are involved. HCV entry (Bartosch and Dubuisson, 2010) is a
complex mechanism initiated first by the binding of particles to non-specific and specific
entry factors, then endocytosis and fusion of viral envelope and the endosomal membrane
leading to release of viral RNA genome into the cytoplasm. Viral envelope proteins E1 and
E2 are involved in the entry process. The replication of the RNA genome takes place in the
‘membranous web’ which are endoplasmic reticulum rearranged membranes (Egger et al.,
2002). The replication complex is composed of viral proteins NS3/4A, NS4B, NS5A and
NS5B. Finally, new virions assemble in association with lipid droplets (Miyanari et al., 2007),
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bud into the endoplasmic reticulum and infectious viral particles are secreted out of the cells
via the secretory pathway.

The present hepatitis C therapy is very efficient but lead to the apparition of resistant
associated substitutions (RASs). Some of the RASs are specific to a DAA, this is the case for
NS5B RASs but some of them appear independently of the DAA used, especially for NS3/4A
and NS5A RASs (Sarrazin, 2016). Patients with NS5A resistant variant are very difficult to
treat and re-treatment with a combination of anti-NS5B and anti-NS5A antiviral does not
always lead to a high sustained antiviral response. Moreover, these mutated viruses are
persistent for years in blood serum (Pawlotsky, 2016). Lack of alternative therapy might be a
problem for these patients in the future.

Natural products from plant species maintain a strong position in the drug discovery
(Newman and Cragg, 2012). Between 1981 and 2010 marketed molecules with plant origin
had antimicrobial activities. A number of metabolites found in plants, among which are the
phenolic compounds, are being cited as antimicrobials and resistance-modifying agents
(Abreu et al., 2012; Gibbons, 2004). If the artemisinin derivatives are well known for their
antimalarial activity, researchers continue to study plant-derived natural products as source of
new antimalarial drugs to fight emerging multidrug resistant strains of malaria parasites,
including synthetic analogues of natural compounds (Wright, 2010). In fact, even if natural
products are not always used directly as medicines, they often remain a source of inspiration
for medicinal chemistry, with semisynthetic modifications, or pharmacophore with natural
origin (Newman and Cragg, 2012). Extremophile plants either xerophytes (growing in arid
climate), or halophytes (growing in saline soils) are natural reservoirs of rare bioactive
compounds. To live in this environment, the plants should be able to develop several
physiological, biochemical and molecular mechanisms, including biosynthesis of osmolytes
and bioactive molecules enzymatic or not enzymatic. By these molecular mechanisms,
extremophile plants can resist to abiotic stresses and to infections by producing phytoalexins
(Ksouri, 2012). Rare compounds with unique or common chemical structure present in
extremophile plants might help to identify new DAA against HCV with unexpected
mechanism of action.

Numerous DAA from natural origin are now described and are able to target different steps of
HCV infectious cycle (Calland et al., 2012). Crude extracts from plants used in traditional
medicine are also promising source of antiviral molecules. However, only silymarin, a
standardized extract of Milk thistle (Silybum marianum (L.) Gaertn., Asteraceae) and some of

its metabolites, silibinin A and B, a mixture of two diastereoisomers of flavonolignans, are
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developed in clinical trials to be used in hepatitis C infected patients (Polyak et al., 2013). It is
estimated that the new DAA therapy against hepatitis C will benefit to a very small part of the
patients (Hajarizadeh et al., 2013). The use of plant extracts or compounds isolated from these
extracts should render the therapy more accessible to many patients in developing countries.
Therefore search for such compounds and extracts is still needed to treat the vast majority of
the patients in the coming decades. In this context, we have screened halophyte and xerophyte
plant extracts from Tunisia for their anti-HCV activity. This led us to identify Juncus
maritimus rhizome extract for its capacity to inhibit HCV infection (Sahli et al., in press).
Thanks to a bio-guided fractionation approach, dehydrojuncusol, the active compound
inhibiting HCV infection was identified and its mechanism of action against HCV replication

characterized.

Materials and methods

Chemicals

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Opti-MEM, phosphate buffered saline
(PBS), glutamax-I, fetal bovine serum were purchased from Eurobio. 4’,6-Diamidino-2-
phenylindole (DAPI) was from Molecular Probes (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA). EGCG was from Calbiochem (MerckChemicals, Darmstadt, Germany) and was >95%
pure. Delphinidin chloride was from Extrasynthése (Lyon, France) and was >96% pure.
Daclatasvir (BMS-790052) was from Selleckchem (France). Stocks of EGCG and delphinidin
were resuspended in dimethylsulfoxide (DMSO) at 0.5 M. Plant extracts were resuspended in
DMSO at 25 mg/mL. Boceprevir was kindly provided by Philippe Halfon (Hopital Européen,
Laboratoire Alphabio, Marseille, France). Other chemicals were from Sigma (St. Louis, MO).

Antibodies

The anti-E1 monoclonal antibody (A4) (Dubuisson et al., 1994), anti-yellow fever virus
(YFV) envelope protein 2D12 antibody and anti-bovine viral diarrhea virus (BVDV) NS3
protein OSC-23 antibody were produced in vitro by using MiniPerm apparatus (Heraeus,
Hanau, Germany). The anti-NS5A (2F6/G11) was from Austral Biologicals (San Ramon,
USA). Mouse anti-p tubulin Mab (TUB 2.1) was from Sigma. Cy3-conjugated goat anti-
mouse IgG and peroxidase-conjugated goat anti-mouse 1gG antibodies were from Jackson
Immunoresearch (West Grove, PA, USA).
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Cells and culture conditions

Huh-7 (Nakabayashi et al., 1982) and HEK 293T (ATCC number CRL-11268) were grown in
DMEM supplemented with glutaMAX-1 and 10% fetal bovine serum (complete culture
medium), and Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK; ATCC number CCL-22) in DMEM
supplemented with glutaMAX-1 and 10% horse serum in an incubator at 37°C with 5% CO:..
The primary human hepatocytes were from (Biopredic International, Saint-Grégoire, France)
and maintained in primary culture as described previously (Calland et al., 2015) (Podevin et
al., 2010).

Collection of plant, extraction and purification of natural products

Juncus maritimus rhizomes were collected in October 2013 from a coastal region in the
North-East of Tunisia (Soliman) and a voucher specimen (184) was deposited at the
Herbarium of the Laboratory of Extremophile Plants at the Biotechnology Centre
(Technopark of Borj-Cédria). Dried and powdered rhizomes were soaked in methanol (15
mL/g; 1 x 24 h; 2 x 48 h) to afford 300.0 g of a crude methanolic extract. A part of the extract
(215.0 g) was dissolved in water and then partitioned with methylene chloride (CH2Clz) to
afford a a CH2Cl: partition (15.0 g). Preparative Centrifugal Partition Chromatography (CPC)
(Armen Instrument) was carried out on CH2Cl2 partition (1.45 g) using a quaternary biphasic
solvent system Arizona X (n-Hept/EtOAc/MeOH/H20; 9:1:9:1; v/v/viv) in ascending mode
for 30 min. Fifteen fractions (MCX1 to MCX15) were pooled according to TLC and UV
analysis. Compounds 1 (22.2 mg), 2 (25.9 mg) and 3 (1.4 mg) were isolated from MCX15
(200 mg) by preparative High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Shimadzu
instrument)using the following elution program (EP1): 10-38% B (0-2 min), 38-45% B (2-8
min), 45-51% B (8-25 min), 51-96% B (25-26 min), 96%-96.1% B (26-29 min), 100% B (29-
35 min). Preparative HPLC was conducted on the fraction MCX12 (97.6 mg) to give
compound 4 (18 mg) using the following elution program (EP2): 10-40% B (0-2 min), 40-
96% B (2-8 min), 96-96.2% B (8-29 min), 100% B (29-30 min). Compound 5 was obtained
through another preparative CPC (Arizona R: n-Hept/EtOAc/MeOH/H20; 2:1:2:1; viviviv).
15 fractions (MCR1 to MCR15) were obtained by this process from the CH2CL: partition (1.4
g). Further successive purifications using semi-preparative and preparative HPLC (EP2) from

the fraction MCR4 (44.2 mg) were required to isolate compound 5 (2.3 mg).

HCVcc
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We used a modified JFH1 strain (Japanese Fulminant Hepatitis-1, genotype 2a) containing
cell culture adaptive mutations (Delgrange et al., 2007; Goueslain et al., 2010). The viral
stock was produced in Huh-7 cells. Huh-7 cells were infected with a pre-stock of HCVcc in
flasks. After 24h, 48h and 72h the supernatants of flasks were collected. The titer of the stock
was 5.10° focus forming unit (ffu)/ml. For infection assay, Huh-7 cells, 6000/well, seeded in
96-well plate were inoculated with HCVcc at a multiplicity of infection (MOI) of 0.8 during
2h at 37°C then the inoculum was removed and cells were incubated in complete culture
medium for 28h at 37°C. Compounds were added to cells at 25 pg/ml either for 2h at 37°C
before infection (preincubation condition), for 2h at 37°C in the presence of the virus
(inoculation condition), for 28h at 37°C after virus removal (post-inoculation condition) or
both during the 2h infection and 28h post-infection periods (inoculation and post-inoculation
condition). Cells were fixed with ice-cold methanol and subjected to immunofluorescent
detection of viral E1 envelope protein.

HCV grown in primary culture (HCVpc)

For HCV infection, PHH were inoculated 3 days post-seeding at a MOI of 5 with a non-
modified JFH1 virus (HCVcc), as previously described (Podevin et al., 2010). After 6-h
incubation at 37°C, the inoculum was removed, and monolayers were washed 3 times with
PBS. Supernatants containing infectious HCVpc were harvested 2 days later, and infectious
titers were evaluated by a focus-forming assay on Huh-7 cells as previously described (Péne
et al., 2009).

BVDV and YFV

Bovine viral diarrhea virus (BVDV, strain NADL) was produced in MDCK cells as
previously described (Lecot et al., 2005). Yellow fever virus (YFV, strain 17D) was produced
in SW13 cells. Infection assays were performed with MDBK cells (BVDV) or Huh-7 cells
(YFV) seeded 96-well plates, at a multiplicity of infection (MOI) of 1.5 or 1, respectively.
Cells were infected for 1 hour at 37°C. The viral inoculum was removed and the cells were
further cultured for either 15 hours (BVDV) or 23 hours (YFV). Cells were fixed with
paraformaldehyde 3% in PBS and subjected to immunofluorescent detection of NS3 (BVDV)
or E (YFV).

HCV particle pseudotyped (HCVpp)
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Retroviral pseudoparticles expressing HCV envelope glycoproteins ELIE2 of genotype 2a
(HCVpp) were produced in HEK-293T cells as described (Bartosch et al., 2003). Huh-7 cells
were seeded in 48-well plates and inoculated with HCVpp in the presence of compounds for
2h. Inoculum was removed and replaced with fresh medium without compound. Cells were
lysed 48 hpi in 50 pl of 1x Luciferase Lysis Buffer (Promega, Madison, USA) and luciferase
activity was quantified in a Tristar LB 941 luminometer (Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Germany) using luciferase Assay System (Promega) as recommended by the

manufacturer.

Immunofluorescent detection assay

HCVcc, YFV and BVDV infected cells grown in 96-well plates were processed for
immunofluorescence detection of viral proteins, as previously described (Rouillé et al., 2006).
Nuclei were stained with 1 pg/ml of DAPI, and infected cells were detected by
immunofluorescent labeling of E1 envelope glycoprotein (HCV), E envelope protein (YFV)
and NS3 protein (BVDV) followed by Cy3-conjugated anti-mouse secondary antibody. For
BVDV and YFV infection assays, the plates were observed with an Axiophot microscope
equipped with a 10X-magnification objective (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany).
Fluorescent signals were collected with a Coolsnap ES camera (Photometrix, Kew, Australia).
Images of infected cells (Cy3 channel) and of nuclei (DAPI channel) present in 20 randomly
picked areas from each well were recorded. The number of total cells and of infected cells
were quantified using ImageJ software. For quantification of HCVcc infection, confocal
images were recorded with an automated confocal microscope IN Cell Analyzer 6000 (GE
Healthcare Life Sciences) using a 20x objective with exposure parameters 405/450 nm and
561/610 nm. Six fields per well were recorded. Each image was then processed using the
Colombus image analysis software (Perkin Elmer). Nuclei were first segmented and the
cytoplasm region was extrapolated based on the DAPI staining. Objects with a specific and
predefined size were defined as cells. The ratio of infected cells over total cells represents the
infection rate. For each virus, the number of cells per well and MOI were determined in order
to have 30 to 40% of infected cells in control experiments with no inhibitor. Infection rates in

DMSO controls were expressed as 100%.

Determination of the half maximal effective concentration (ECso) of dehydrojuncusol
Huh-7 cells were inoculated for 2h at 37°C with HCVcc and the inoculum was removed and

replaced with culture medium for 28h at 37°C in the presence of increasing concentrations of
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dehydrojuncusol. Cells were fixed in iced-cold methanol and processed for
immunofluorescent detection assay. ECso values were calculated with Graph Pad Prism

software (Version 5.0b).

Viability Assay

Huh-7 cells were plated in 96-well plates at a density of 6.000 cells/well and then were
incubated the next day in 100 ul of culture medium containing increasing concentrations of
dehydrojuncusol for either 24, 48, or 72h. An MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium]-based viability assay (Cell Titer
96 Aqueous non-radioactive cell proliferation assay, Promega) was realized as recommended
by the manufacturer. The absorbance of formazan at 490 nm is detected using an ELISA plate

reader (ELX 808 Bio-Tek Instruments Inc). Each measure was performed in triplicate.

HCV replicons

The plasmid pSGR-JFH1 encoding a sub-genomic replicon of JFH-1 strain was obtained from
Dr T Wakita (Kato et al., 2003). A Bglll and an Nsil restriction sites were inserted between
codons Pro419 and Leu420 of NS5A, and the coding sequence of EGFP was then inserted
between these two sites. This position was previously shown to accept a GFP insertion in a
sub-genomic replicon of the CON-1 strain (Moradpour et al., 2004). To insert mutations in
the replicon, the NS5A coding sequence was amplified from pSGR-JFH1-NS5AGFP plasmid
by PCR with two primers: (1) 5’-GCCACATGCATGCAAGCTGA-3’ and (2) 5’-
TCGCCCCTTGCTCACAGATCT-3" and the amplified DNA was purified. Then mutations
Met31Leu (M31L) and Tyr93His (Y93H) were inserted independently by PCR using two

primers, 5’-GCCCGGGCATCTTGGGGAAC-3’ and 5’-
TTCCCCAAGATGCCCGGGCTCCCCTT-CATC-3’ for M31L, and 5’-
CCCTCCGTGTGGCAATTAATAGGAAAGGT-3’ and 5’-

TATTAATTGCCACACGGAGGG-3’ for Y93H. Plasmid pSGR-JFH1-NS5AGFP and PCR
amplified DNA containing mutated sequences were digested with Nsil and Bglll restriction
enzymes, and PCR fragment inserted by ligation into the plasmid. All constructs were verified
by sequencing. These plasmids were in vitro transcribed before electroporation into Huh-7
cells. Cells that express wild type and mutated replicons were selected for using 500 pg/ml of

geneticin during 15 days and cultured in a medium containing 250 pg/ml of geneticin.

Replication assay
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Huh-7 cells stably expressing wild type or mutated replicons were seeded in 24-well plates
and incubated with the different compounds for 24h, 48h and 72h. They were lysed in ice cold
lysis buffer (Tris HCI 50mM, NaCl 100 mM EDTA 2 mM Triton-100 1% SDS 0.1%) on ice
for 20 min. Lysates were collected and 20 pg of proteins were analyzed by Western blotting
using anti-NS5A and anti-B tubulin antibodies. Peroxidase-conjugated goat anti-mouse
secondary antibody (Jackson Immunoresearch) was used for the revelation using ECL
western blotting substrate (Thermo Fischer Scientific).

Wild-type, L31M and Y93H replicon cell lines were seeded in 96-well plates and incubated
with boceprevir, daclatasvir or methylene chloride partition at given concentration for 72h.
Cells were fixed with PFA 3% for 30 min. The cells were counted by labeling of nuclei with
DAPI (0.5 pg/ml). Number of GFP-positive cells was quantified with a Zeiss Axiophot 2
microscope equipped with a 40%/1.3 numerical aperture lens. Fluorescence signals were

analyzed as described previously.

Selection of dehydrojuncusol-resistant replicon and virus, and identification of
resistance mutation

To obtain JFH1 dehydrojuncusol-resistant mutants, supernatants of HCV-infected cells were
serially passaged with increasing concentrations (10 - 50 pg/ml) of methylene chloride
partition of J. maritimus rhizome extract. Total RNA was extracted, non-structural protein
coding region (NS2-NS5B) was amplified by reverse transcription-PCR and sequenced with
specific primers. Mutations were identified by analysis of the DNA sequence compared to the
initial and control passages in the absence of compound. The identified mutations were
reintroduced into replicon or JFH1 plasmids by PCR mutagenesis, and the plasmids were

sequenced.

Statistical Analysis

The results were presented as means = SEM of three independent experiments performed in
triplicate. The statistical test used is a Mann-Whitney non-parametric test (Test t) with a
confidence interval of 95%. The data were analyzed using Graph Pad Prism (Version 5.0b) by

comparisons between each treated group and untreated group (DMSO control).

Results
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Dehydrojuncusol present in the methylene chloride partition of J. maritimus rhizome
extract is an inhibitor of a late step of HCV infection

We have previously screened sixteen plant extracts from eight different Tunisian
extremophile plants for the presence of antiviral compounds (Sahli et al, in press). Our results
demonstrated that stem, rhizome and flower extracts from Juncus maritimus, and stem and
leaf extracts from Silene succulenta significantly decrease HCV infection. The strongest
antiviral activity was observed for J. maritimus rhizome extract, a halophyte plant belonging
to Juncaceae family. The methylene chloride partition of J. maritimus rhizome extract was the
most active against HCV (Sahli et al in press). To go further in the characterization of
antiviral activity and identify active compound(s) a bio-guided fractionation was performed.
This partition was further fractionated in order to isolate two major phenanthrene derivatives
(1 and 2). Their antiviral activity was determined. A time-addition assay was perfomed with
the purified compounds added either only during virus inoculation or only post-inoculation or
continuously during both steps. As shown in Figure 1A, compounds (1) and (2) were both
active against HCV, compound (2) being the most active in the different conditions tested, co-
addition, post-inoculation and continuously during infection. Only compound (1) significantly
decreased the number of cells (Figure 1B) showing limited cytotoxicity. Compounds (1)
significantly inhibited HCV infection at the post-inoculation step, whereas compounds (2),
was active both at inoculation and post-inoculation steps. The compound (2) was the most
active at the post-inoculation step with more than 95% inhibition of HCV infection. The
chemical structures of the two major compounds were determined by comparison of their
spectroscopic data (NMR and MS) with literature values. Compounds 1 and 2 were identified
as two known phenanthrene derivatives, respectively juncusol (Della Greca et al., 1992) and
dehydrojuncusol (Sarkar et al., 1988). (Figure 2A). The purity of these compounds was
checked by UV-DAD (juncusol: 99.5%; dehydrojuncusol: 98.8%). As compound (2),
dehydrojuncusol, was the most active, we decided to further analyze its antiviral activity.

The antiviral effect of dehydrojuncusol was further examined by measuring HCV infectious
titers. A dose-dependent decrease of the infectious titer was observed, with a 1-logio decrease
at 2.2 pM confirming its high anti-HCV capacity (Figure 2B). Time-addition assay of
dehydrojuncusol was performed and confirmed that this compound was significantly more
active during a post-inoculation step (Figure 2C). No effect of dehydrojuncusol was observed
when cells were preincubated with the compound 2h before inoculation and when it was co-
added with the virus. To measure the ECso, a dose-response inhibition experiment was then
performed with Huh-7 cells incubated with increasing concentrations of dehydrojuncusol at
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different steps of the infection, either during inoculation, or post-inoculation or continuously
(Figure 2D). The results show that the ECso of dehydrojuncusol was 1.35 pM when added
continuously, 8.21 uM when added during inoculation, and 1.53 puM when added post-
inoculation, confirming the major effect of the molecule at the post-inoculation step. The
toxicity of the compound on Huh-7 cells was also tested in parallel at different time points,
24h, 48h, and 72h. The results showed that the cytotoxic concentration (CCso) of
dehydrojuncusol was approximately 75.6 uM (Figure 2E), much higher than the active dose,
yielding a selective index of 56.

Taken together, these results showed that dehydrojuncusol inhibited predominantly a late step
of HCV infectious cycle, most likely the replication, and, to a lesser extent, an early step of

infection, potentially the entry step.

Dehydrojuncusol inhibits replication of HCV and not entry

As shown above, dehydrojuncusol seems to inhibit both early and late steps of HCV infection.
To determine if the molecule is able to inhibit HCV entry, HCVpp expressing E1E2 envelope
glycoprotein at their surface were produced and used to infect Huh-7 cells in the presence of
dehydrojuncusol at different concentrations. Delphinidin at 50 pM, an inhibitor of HCV entry,
was added as a control. A strong inhibition of HCVpp infection was observed with
delphinidin. In contrast no effect of dehydrojuncusol on HCVpp entry was observed even at
concentration up to 94.7 uM (Figure 3A). This result showed that dehydrojuncusol was not
an inhibitor of HCV entry.

To test the activity of dehydrojuncusol on replication independently of entry, Huh-7 cells
stably expressing a HCV-replicon were used. This replicon, SGR-JFH1-NS5AGFP, expresses
a GFP-tagged NS5A. Due to some difficulties to purify enough dehydrojuncusol in sufficient
quantity from J. maritimus extract to perform all the tests, the methylene chloride partition
was used. The replicon cells were incubated with methylene chloride partition and lysed at
different time points. Boceprevir, an inhibitor of NS3/4A protease and daclatasvir, an
inhibitor of NS5A protein, were used as controls. The activity of the molecules against HCV
replication was determined by quantifying the expression of NS5A-GFP protein by Western
blots. As shown in Figure 3B, the expression of NS5A-GFP was decreased in replicon cells
incubated with boceprevir, daclatasvir and methylene chloride partition of J. maritimus,
showing an inhibitory effect of dehydrojuncusol on HCV replication. Inhibition was observed

at all time points, 24h, 48h and 72h of treatment, showing a rapid antiviral activity of
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methylene chloride partition. Taken together, these results showed that methylene chloride

partition of J. maritimus and most likely dehydrojuncusol were inhibitors of HCV replication.

Dehydrojuncusol has no effect on BVDV and YFV

We tested the antiviral effect of the methylene chloride partition of J. maritimus, containing
dehydrojuncusol, against two other members of the Flaviviridae family, YFV and BVDV,
and, as shown in Figure 3C, after treatment with 10 pg/ml of J. maritimus methylene
chloride partition, a concentration that significantly inhibit HCV infection, no significant
decrease in infectivity was observed neither for YFV nor for BVDV. This result shows that
dehydrojuncusol is not active against all the members of the Flaviviridae family. This
suggested that it could target HCV protein(s) directly or a cellular factor specifically involved

in HCV replication.

Dehydrojuncusol inhibits HCV infection in PHH

Primary human hepatocytes (PHH) are the unique human pre-clinical model available to test
the activity of an inhibitor on HCV infection. A dose-response experiment was performed in
PHH inoculated with JFH-1. PHH were infected during 72h and supernatants containing
HCVpc were used to infect Huh-7 cells to measure infectious titers. As shown in figure 4A, a
dose-dependent decrease of HCV titer was observed with dehydrojuncusol showing that the
molecule is able to inhibit HCV infection in PHH. Very interestingly, the ECso of
dehydrojuncusol in PHH is 1.14 uM, similar to the ECso calculated in Huh-7 cells, 1.35 pM.
The toxicity of the molecule in PHH was measured and the results presented in figure 4B

showed that dehydrojuncusol was not toxic in PHH at active concentrations.

Dehydrojuncusol inhibits replication of HCV mutants resistant to NS5A inhibitors

Some patients treated with the newly approved DAA molecules targeting NS5A or NS5B
become resistant to the therapy due to the apparition of HCV resistant mutants. Once present
in patients, these resistant mutants are very difficult to eliminate, particularly for the resistant
mutants appearing after treatment with anti-NS5A molecules, like daclatasvir, ledipasvir or
ombitasvir. To determine if dehydrojuncusol could be active against HCV resistant mutants,
we generated mutated replicon harboring point mutation L31M or Y93H. These two
mutations conferred resistance to NS5A targeting drugs, including daclatasvir, ledipasvir and
ombitasvir, in patients infected with HCV of different genotypes, and are often associated
with treatment failure (Pawlotsky, 2016; Sarrazin, 2016). Huh-7 cells harboring mutant
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replicons were incubated with methylene chloride partition of J. maritimus, containing
dehydrojuncusol, and lysed after 72h of treatment. Daclatasvir and boceprevir, were used as
controls. As shown in Figure 5A, in the L31M and Y93H replicon cell lysates, the NS5A-
GFP protein is detected after 72h of treatment with daclatasvir showing that the replicon are
resistant to daclatasvir at 0.5 nM. When treated with boceprevir, NS5A-GFP is not detected
showing that the mutants are still sensitive to boceprevir, as expected. In cells expressing
mutated replicon treated with methylene chloride partition at 10 pug/ml, NS5A-GFP was not
detected in the L31M mutant showing that dehydrojuncusol is able to inhibit resistant mutant
replication. However, it was still detectable at lower level in the Y93H daclatasvir resistant
mutant, showing that this mutant is partially resistant to dehydrojuncusol. To quantify this
activity, a dose-response experiment was performed on replicon cells treated with either
daclatasvir or dehydrojuncusol and the number of cells expressing NS5A-GFP after 72h of
treatment was quantified. As shown in Figure 5C, the L31M mutant was very sensitive to the
dehydrojuncusol with an ECso of 0.22 uM similar to wild-type 0.40 uM. As expected, the
Y93H daclatasvir-resistant was less sensitive to dehydrojuncusol than the wild-type replicon,
with an ECso of 3.62 uM. However, the ECso fold change was only of 9, much lower than the
one observed with daclastasvir as observed in Figure 5B and which was calculated to be over
100 (Fridell et al., 2011).

Mutants resistant to dehydrojuncusol

In order to further investigate the mechanism of action of dehydrojuncusol, we selected
partially resistant mutants to the methylene chloride partition of J. maritimus rhizome extract
after 8 passages of JFH1 virus in Huh-7 cells in increasing concentration of compounds. We
searched for mutations in HCV non-structural genes (NS2 to NS5B) and identified a double
mutant in NS5A, T24S-L31M. These mutations were inserted in JFH1 by reverse genetic and
the resistance of the viruses to dehydrojuncusol investigated in a dose-response study.
Interestingly, this double mutation was already identified in ombistasvir resistant replicon of
genotype 2a T24A(L31), as well as the single mutation T24A (Krishnan et al., 2015). Three
mutants were obtained, JFH1 T24S, L31M and T24S-L31M. We also tested the daclatasvir
resistant mutant Y93H as a control. As shown in Figure 6A, as expected, all the mutants were
resistant to daclatasvir. However, double mutations T24S-L31M seemed to confer a moderate
resistance to dehydrojuncusol, similar to the one observed with JFH1 Y93H. The mutants
L31M is as sensitive as WT JFH1 to dehydrojuncusol, confirming the results obtained with
the replicon (Figure 5C), as well as the T24S single mutant (data not shown). Taken together,
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these results seemed to demonstrate that (i) NS5A is the target of dehydrojuncusol with three
mutations in NS5A that conferred partial resistance to this molecule (T24S-L31M and Y93H),

and (ii) all the HCV mutants resistant to daclatasvir could be inhibited by dehydrojuncusol.

Discussion

Plants are known to be an important source of numerous bioactive compounds (Newman and
Cragg, 2012). Here, we highlighted the strong inhibition HCV replication in HCVcc system
of a bioactive molecule, dehydrojuncusol, isolated from a J. maritimus rhizomes extract.
More interestingly, we also showed that this natural product strongly inhibited the virus in
PHH, which are the only human preclinical model for hepatitis C. Many different drugs are
now available to cure hepatitis C, but in some patients, apparition of viral variants resistant to
the treatment makes them difficult to cure, especially for NS5A resistant mutants.
Unfortunately, the sets of marketed molecules available are not efficient to cure such resistant
viruses (Pawlotsky, 2016). In this work, we demonstrate that dehydrojuncusol has the
capacity to inhibit NS5A resistant mutants appearing in patients treated with anti-NS5A
inhibitors, L31M and Y93H, which are two major resistant variants appearing after treatment
with NS5A inhibitors daclatasvir, ledipasvir and ombitasvir (Pawlotsky, 2016; Sarrazin,
2016). These mutants are often associated with treatment failure.

We tried to identified the viral target of dehydrojuncusol, and, quite surprisingly, it seemed to
be NS5A as 3 mutations (T24S-L31M, Y93H) that conferred partial resistance to this
compound were identified in this protein. The mutations T24S-L31M should be linked
because they did not confer resistance to dehydrojuncusol when present individually in JFH1.
Unfortunately, in a mechanistic point of view, the resistance was partial and the target of
dehydrojuncusol was not clearly identify even if all the mutations were located in the domain
I of NS5A. It could have been not easy to obtain mutants with high resistance to
dehydrojuncusol because we used the methylene chloride partition of J. maritimus rhizome
extracts to obtain the mutants, due to the difficulties to purify high amount of
dehydrojuncusol needed for this experiment. This partition contained different compounds
that may also have been active against HCV. As shown in Figure 1A, juncusol (compound 1)
was also active but with an uncharacterized mechanism of action, and other minor compounds
may also possessed an anti-HCV activity (data not shown). The complexity of the

composition of the partition may have rendered the identification of dehydrojuncusol resistant
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mutants more difficult. However, the lack of complete resistance of the different mutants was
also encouraging in a therapeutic point of view, because it meant that dehydrojuncusol could
be a molecule used for patients with treatment failure. Therefore, dehydrojuncusol or
molecules derived from dehydrojuncusol might be of great interest in the future to cure
patients with resistant variants and treatment failure. Furthermore, the present therapy is
suboptimal for patients infected with HCV genotype 3a. It will be interesting to test the
efficacy of dehydrojuncusol against HCVcc of genotype 3a.

Unexpectedly for a replication inhibitor, dehydrojuncusol also inhibits HCV infection when it
is added to the cells during virus contact and removed later on (Figure 2C and 2D). This
ability to inhibit an early step of HCVcc infection is probably not due an inhibition of HCV
entry as this molecule is not active on HCVpp (Figure 3A). It is likely that this effect results
from dehydrojuncusol molecules that enter cells during viral inoculation, remain trapped
inside the cells and are able to inhibit HCV replication afterwards.

The ECso of dehydrojuncusol is near 1 pM, both in HCVcc system and in PHH, a
concentration relatively low for a natural product. This molecule might serve of a starting
point for a study of structure activity relationships and drug design to increase its antiviral
capacity and reduce its ECso. It is rare that a compound is as active in Huh-7 as in PHH. Its
toxicity in Huh-7 cells is relatively low with a CCso of approximately 75 puM, leading to a
selective index of 56. Similarly, no toxicity was observed in PHH even at high concentration.
Unfortunately, little is known about the bioavailability of this compound in animal models or
in humans. More generally, few/no pharmacokinetics studies in-vivo or in humans of
phenanthrene derivatives were reported. Natural phenanthrenes are an uncommon class of
aromatic metabolites which in a biosynthetic point of view can originate from stilbene
precursors and more rarely from diterpenoid precursors. These compounds are biosynthesized
by a limited number of botanical families. Orchidaceae and Juncaceae are the main botanical
families known to produce this kind of natural products (EI-Shamy et al., 2015; Kovécs et al.,
2008). 9,10-dihydrophenanthrenes and phenanthrenes showed a large panel of biological
activities, including among others cytotoxicity, antimicrobial, spasmolytic and anti-
inflammatory activities. However, this potential is not investigated sufficiently and not really
exploited (Kovacs et al., 2008). Concerning the antiviral activities of phenanthrene
derivatives, a limited number of studies exist in the literature. Some phenanthrene derivatives
isolated from Tamus communis (Dioscoreaceae) showed antiviral activity against two RNA
enveloped virus: vesicular stomatitis virus (VSV) and human rhinovirus serotype 1B (HRV
1B) (Aquino et al., 1991). So far, no antiviral activity was highlighted for dehydrojuncusol.
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Only a moderate anti-inflammatory activity has been shown for this natural product (Behery
etal., 2007).

J. maritimus is a perennial plant which thrives in particular on saline soils. In the framework
of our study, this halophyte plant was collected in Tunisia, but J. maritimus is present
worldwide in the coast line of many different areas, including several European countries
such as France. Few traditional uses are mentioned for this plant in Tunisia, with the
exception of its use in making baskets and curtains. Its usage as an antiviral agent is a
newopportunity for economic valorization of this plant. One of the disadvantages of our study
is that the part of plant used is not renewable (rhizomes), so the chemical synthesis of
dehydrojuncusol or a more active derivative could be an issue. It would be also interesting to
search for dehydrojuncusol in other Juncus species and especially in parts of plant renewable,
such as aerial parts. Interestingly, this phenanthrene derivative has been previously isolated
from the aerial parts of Juncus species, such as J. acutus (Della Greca et al., 2002) and J.
effusus (Wang et al., 2012), increasing its potential for its use in low income countries.

In conclusion, we showed that dehydrojuncusol, an active compound present in J. maritimus
rhizomes, was able to inhibit HCV replication in a dose dependent manner. Although it
probably targeted NS5A, it inhibited the replication of resistant viruses appearing in patients
treated with anti-NS5A inhibitors and responsible for treatment failure. This molecule should
be further investigated for being able to be used in patients of developing countries or in

patients resistant to therapy for whom re-treatments are envisaged.
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Figure 1. Screening of compounds isolated from J. maritimus rhizome extract for anti-
HCV activity. Huh-7 cells were inoculated with HCVcc for 2h either in the presence (+) or
not (-) of isolated compounds at 10 pug/ml, or 50 uM EGCG, or 1 uM boceprevir. DMSO was
used as a control. Cells were further incubated in medium containing (+) or not (-) the
compounds for 28h and cells were fixed. (A) Infectivity was measured by the use of
immunofluorescence labeling of HCV E1 envelope protein, and by calculating the number of
infected cells. Data are expressed as a percentage of values measured with DMSO. Data are
means of values obtained in 3 independent experiments performed in triplicate. Error bars

represent standard error of the means (SEM). (B) Nuclei were stained with DAPI to quantify

the number of cells.
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Figure 2. Dehydrojuncusol inhibits HCV infection in a dose dependent manner. (A)
Chemical structure of juncusol (1) and dehydrojuncusol (2). (B) Huh-7 cells were infected
with HCVcc in the presence of dehydrojuncusol at different concentrations. 48h post-
infection, supernatants were collected and infectious titers measured serial dilutions of the
supernatants and reinfection of naive Huh-7 cells. Ffu/ml were quantified after 48h (C) Time-
addition assay. Dehydrojuncusol at 3.8 UM, delphinidin at 50 uM or boceprevir at 1 UM were
added at different time points as indicated (+). Cells were either pre-incubated with the

compounds for 2h, or compounds added during HCVcc inoculation (2h) or post inoculation
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(28h). Infectivity was measured by the use of immunofluorescence labeling of HCV E1
envelope protein, and by calculating the number of infected cells. (D) Huh-7 cells were
inoculated with HCVcc in the presence of increasing concentration of dehydrojuncusol either
for 2h inoculation, 28h post-inoculation or continuously. Infectivity was measured by the use
of immunofluorescence labeling of HCV E1 envelope protein, and by calculating the number
of infected cells. (E) Huh-7 cells were cultured in the presence of given concentrations of
dehydrojuncusol. The viability was monitored using an MTS-based viability assay after 24h,
48h and 72h. Data are expressed as a ratio to control i.e. the condition without extracts. Data
are means of values obtained in 3 independent experiments performed in triplicate. Error bars

represent SEM.
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Figure 3. Dehydrojuncusol inhibits HCV replication. (A) HCVpp were used to inoculate
Huh-7 cells in the presence of dehydrojuncusol at indicated concentrations. Delphinidin at 50

UM was used as a control. 48h post-infection, cells were lysed and luciferase activity
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quantified. Data are expressed as a ratio to the DMSO control (100%). (B) Established
replicon SGR-JFH1-NS5AGFP Huh-7 cells were incubated for the indicated time with either
0.5 nM daclatasvir, 1 uM boceprevir, or 10 pg/ml of methylene chloride partition of J.
maritimus. DMSO was used as a control. Cells were lysed and lysates subjected to SDS-
PAGE followed by Western blot revelation of GFP and tubulin. (C) Huh-7 cells were
inoculated with HCVcc, or YFV and MDBK cells with BVDV in the presence (+) or absence
(-) of 10 pg/ml of methylene chloride partition of J. maritimus. Inoculum was removed and
replaced with medium with (+) or without (-) 10 pg/ml of methylene chloride partition of J.
maritimus. Cells were fixed and infection detected by immunofluorescence labeling of viral
proteins. Data are means of values obtained in 3 independent experiments performed in

triplicate. Error bars represent SEM.
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Figure 4. Dehydrojuncusol inhibits HCV infection in PHH. PHH were inoculated with
HCVcc in the presence of the indicated concentrations of dehydrojuncusol. (A) Infectious
titers in culture supernatants were expressed as ratio to carrier control. (B) Cytotoxicity was
expressed as a ratio to carrier control. Data are means (£ SEM) of 3 independent experiments

performed in triplicate.
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Figure 5. Dehydrojuncusol inhibits daclatasvir NS5A resistant mutants. (A) Huh-7 cells
stably expressing subgenomic replicon SGR-JFH1-NS5A wild-type or harboring L31M or
Y93H mutation in NS5A conferring resistance to daclatasvir were incubated for 72h either
with 0.5 nM daclatasvir, 1 uM boceprevir, or 10 pg/ml of methylene chloride partition of J.
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maritimus. DMSO was used as a control. Cells were lysed and lysates subjected to SDS-
PAGE followed by Western blot revelation of GFP and tubulin. (B)(C) Huh-7 cells stably
expressing subgenomic replicon SGR-JFH1-NS5A wild-type or harboring L31M or Y93H
mutation in NS5A conferring resistance to daclatasvir were incubated for 72h with increasing
concentrations of daclatasvir (B) or dehydrojuncusol (C). Cells were fixed and GFP positive
cells, representing replication, quantified. Replication of subgenomic replicon was expressed
as a ratio to carrier control DMSO. Data are means of values obtained in 3 independent

experiments performed in triplicate. Error bars represent SEM.
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Figure 6. Double mutations T24S-L31M and single mutation Y93H confer partial
resistance to dehydrojuncusol. Huh-7 cells were inoculated with wild-type (WT) HCVcc or
harboring different mutations, T24S-L31M, L31M or Y93H in the presence of (A) daclatasvir
or (B) dehydrojuncusol at different concentrations for 2h. Inoculum was removed and
replaced with medium containing the different drugs at the same concentration for 28h. Cells
were fixed and infection detected by immunofluorescence labeling of E1 envelope protein.
Data are means of values obtained in 3 independent experiments performed in triplicate. Error
bars represent SEM.
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Partie 3

Identification de composé
actit contre le VHC a partir
d’extraits bruts de plantes

Ivoriennes
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Introduction

Une approche ethnopharmacologique a été mise en place par un étudiant en
these a l'université Nagui Abrogoua (Abidjan, Cote d’Ivoire), Moussa Bamba. L’objectif
de ce travail est d’identifier les composés actifs provenant de plantes utilisées en
médecine traditionnelle ivoirienne. Cet étudiant s’est intéressé aux plantes utilisées
contre le « paludisme jaune », faisant référence en médecine traditionnelle aux icteres
qui sont 'un des symptomes de I'hépatite C. Apres avoir interrogé, en Cote d’'Ivoire, des
tradipraticiens, Moussa Bamba est venu en stage dans le laboratoire de pharmacognosie
de la faculté de Pharmacie de Lille avec une quinzaine de plante utilisée en médecine

traditionnelle qu’il avait récolté (Tableau 1).

Espéces Organes utilisés | Familles
A | Combretum collinum Feulles Combretaceae
B | Carapa procera Feuilles Melhaceae
C | Pericopsis laxiflora Feuilles Fabaceae
D | Paullinia pinnata Feuilles Sapindaceae
E | Psendarthria hookeri Feuilles Fabaceae
F | Sarcocephalus latifolius Fewlles Rubiaceae
G | Terminalia glauscesens Feuilles Combretaceae
H | Terminalia macropiera Feuilles Combretaceae
I | Uapaca togoensis Fewlles Euphorbiaceae
I | Alstonia boonei Ecorces Apocynaceae
K | Anogeissus leocarpum Racines Combretaceae
L | Mallotus oppositifilius Feuwlles Euphorbiaceae
M | Momordica charantia Lianes enticres Cucurbitaceae
N | Pargueting nigrescens Feuilles Penplocaceae
0 | Rauwwelfia vomiteria Fewlles/écorces Apocynaceae
P | Trichilia monadelpha Ecorces Melhaceae

Tableau 1: Plantes utilisées en médecine traditionnelle Ivoirienne issues de
I'enquéte éthnobotanique testées contre le VHC. Les extraits bruts de ’écorce (OE) et

les feuilles (OF) de la plante annoté O ont été testés séparément.

185



RESULTATS Partie 3

Un fractionnement successif bio-guidé (Figure 1), en collaboration entre le
laboratoire de pharmacognosie et notre laboratoire, a ensuite été effectué afin

d’identifier et d’orienter les fractionnements uniquement vers les échantillons ayant une

action inhibitrice contre le VHC.

Plante
l Epuisement dans le méthanol
Extrait brut
B C Epufsement de lo matiére séche dans:

1= dichloromdthane
f I %\ S ‘ '~., 2= Mdéthano!
3= Ethanel/Eau
B1 B2 B3 C1 C2 C3 Extraction liquide-liguide:
12 Acétate d'éthyle
A :"' ‘ \ 2= Méthanol
I= Eau
BZ1 B22 B23 C21 CZ22 CZ23

Figure 1: Méthode de fractionnement bio-guidé des extraits bruts de plantes

Ivoriennes
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Méthodes

VHCcc

La souche virale JFH1 du génotype 2a a été utilisée au cours des expérimentations
(Delgrange et al., 2007 ; Goueslain et al., 2010). Pour les tests d’infections les cellules
Huh-7 ont été utilisées. 6000 cellules/puits ont été platées dans des plaque 96 puits avec
une multiplicité d’'infection (MOI) de 0.8 durant deux heures d’infection a 37°C avec le
VHCcc puis l'innoculum est remplacé par du milieu complet de culture cellulaire
pendant 28h a 37°C. Les extraits de plantes sont incubés soit pendant les Zh
d’innoculation en présence du VHCcc, soit pendant les 28h post-innoculation ou soit
durant 30h en continu (2h d’innoculation additionné au 28h post innoculation). Les

cellules sont ensuite été fixées avec du méthanol froid.

Immunofluorescence

Les noyaux cellulaires sont marqués avec 1ug/ml de DAPI et les cellules infectées par le
VHCcc sont détectées avec l'anticorps A4 (produit au laboratoire) marquant la
glycoprotéine d’enveloppe E1 du VHCcc. La quantification du nombre de cellule totale et
des cellules infectées est automatisée par un microscope confocal IN Cell Analyzer 6000
(GE Healthcare Life Sciences) utilisant I'objectif 20X avec les parametres d’expositions
405/450 nm et 561/610 nm. 6 champs par puits sont pris, et chaque champ est analysé
avec le logiciel Columbus (Perkin Elmer). Les noyaux et la région cytoplasmique sont
segmentés en se basant sur le DAPI. Les objects avec une taille spécifique et prédéfinie
sont quantifiés correspondant au nombre de cellules totales. Le ratio entre le nombre de
cellules totales et le nombre de cellules infectés correspond au pourcentage d’infection.
La quantité de cellules et le MOI sont calculés afin d’obtenir au maximum 40% de
cellules infectées au bout de 30h. Les données sont normalisées a 100 % avec le contrdle

DMSO
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Résultats

Dans un premier temps des extraits bruts de ces différentes plantes ont été
obtenus par épuisement avec le méthanol. Un premier test contre le VHC a été réalisé
(Figure 2) avec les 16 extraits bruts de plantes. Les extraits bruts de Carapa procera (B)
et Pericopsis laxiflora (C) se sont avérés étre les plus actifs contre le VHC et inhibant

spécifiquement I'étape d’entrée virale.
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Figure 2: Activité anti-VHC des extraits bruts des différentes plantes de Cote
d’Ivoire. Les extraits bruts sont incubés a 25 pg/ml avec le VHC durant 2h, puis apres
remplacement de I'inoculum, par du milieu pendant 28h, soit une durée totale de 30h. La
delphinidine (50uM) est utilisée comme contréle de I'étape d’entrée du VHC (2h) et le
bocéprévir (Boc, 1uM) est utilisé comme contrdle lors de I'étape de réplication du VHC
(28h).

Puis, ces deux extraits bruts B et C, ont été fractionnés par épuisement de la
matiére brute seche avec différents solvants : (1) dichlorométhane, (2) méthanol et (3)
éthanol/eau (1 :1) (Figure 2). Les sous-extraits obtenus sont annotés B1, B2, B3, C1, C2,
et C3. Les sous-extraits B2 et C2 sont les plus actifs contre le VHC. Ils ont été obtenus

avec le solvant méthanol.
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Dans une troisieme étape, les sous-extraits B2 et C2, ont été fractionnés par
extraction liquide/liquide avec (1) I'acétate d’éthyle, (2) le méthanol et (3) I'eau. Les
échantillons obtenus sont annotés B21, B22, B23, C21, C22, et C23 (Figure 3). Les
échantillons les plus actifs sur I'étape d’entrée du VHC sont B21, B23 et C21.
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Figure 3: Activité antivirale des sous-extraits des plantes B et C. L’infection des
cellules Huh-7 avec le VHC est réalisée en présence des extraits bruts (25ug/ml) en
continu (30h) ou uniquement durant I'étape d’entrée (2h) ou de réplication (28h). Les
sous-extraits obtenus par épuisement de l'extrait brut par différents solvants sont
incubés avec les cellules Huh-7 pendant les 30h d’infection.

L’objectif, a présent, est d’essayer d’isoler les composés conférant la forte activité
inhibitrice des échantillons B21, B23 et C21. Ces échantillons sont alors passés sur des
colonnes spécifiques permettant de séparer les composés selon leur vitesse d’élution.
Cette méthode permet alors d’obtenir entre 10 et 12 fractions dans lesquelles sont
potentiellement présents les composés actifs contre le VHC. Pour I'échantillon B21, 10
fractions ont été collectées (Figure 4). Les composés les plus actifs contre le VHC sont
regroupés dans les fractions F8 et F9. Grace au travail de Moussa Bamba et Simon
Bordage du laboratoire de pharmacognosie, les molécules connues dans la littérature
présentes dans cette fraction ont été identifiées a I'aide de techniques de spectrométries
et testés contre le VHC. Ces molécules ont été testées pour leur activité antivirale mais
aucune n’a montré un effet inhibiteur sur I'entrée du VHC. Ceci permet de suggérer que
le ou les composés actifs de I'extrait brut B soit des composés qui n’ont pas encore été
identifiés dans le sous-extrait B21, soit que c’est la combinaison de ces molécules qui
posséde une activité antivirale. Des expériences sont actuellement en cours pour

identifier de nouvelles molécules dans le sous-extrait B21. Une démarche similaire
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d’identification des composés actifs est en cours pour les fractions de B23 (F5 a F10)

(Figure 5) et C21 (F4 a F11) (Figure 6).
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Figure 4: Activité anti-VHC des fractions obtenues apreés fractionnement de B21.
Chacune des sous-fractions (F1 a F10) est testée a 25 pg/ml durant 30h.
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Figure 5: Activité anti-VHC des fractions obtenues apres fractionnement de B23
Chacune des sous-fractions est testée a 25 pg/ml en continu durant 30h.
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Figure 6: Activité anti-VHC des fractions obtenues aprés fractionnement de C21

Chacune des sous-fractions est testée a 25 pg/ml en continu durant 30h.

Le fractionnement bio-guidé consistant a isoler des composés actifs a partir de
I'affinité des molécules pour différents solvants, s’averent étre relativement cofliteux et
souvent toxique pour 'Homme et I’environnement. Dans ce contexte, afin d’optimiser les
processus d’extraction dans une démarche plus durable, les éco-procédés d’extraction
par ultrasons peuvent étre intéressants pour isoler des molécules bioactives avec un
gain de vitesse d’extraction et de rendement. Dans le cadre d'un projet collaboratif entre
le laboratoire de Virologie Moléculaire et Cellulaire du CIIL, le laboratoire de
Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de Lille et le laboratoire ProBioGEM
(Procédés Biologiques et Génie Enzymatique Microbien) de I'Université de Lille 1, des
expériences d’écoextractions ont été réalisées a partir de I'extrait bruts B qui donnait
les meilleures activités antivirales contre le VHC (Figure 7). Le meilleur solvant utilisé
lors de ces tests est I'éthanol. En effet avec ce solvant il est observé une extraction des
composés inhibiteurs ayant uen forte inhibition sur le VHC. L’utilisation d’un solvant
avec 25% ou 50% d’éthanol n’améliore pas le rendement d’extraction de composés
inhibiteur du VHC. Les ultrasons, parfois utilisé dans une démarche d’extraction par
écoprocédé, ne sont pas utiles dans ce cas car ils ne permettent pas d’extraire davantage
de composés inhibiteurs du VHC. Afin de réaliser une premiere expérience de criblage
de différentes plantes contre le VHC, 'eau a 40°C est le solvant le plus intéressant

s’inscirvant parfaitement dans la démarche d’écoprocédé. Nous obtenons une extraction
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de composés inhibiteurs du VHC tres intéressante et suffisante avec ce solvant pour des

premiers tests.
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Figure 7 : Activité anti-VHC des différents écoextraits obtenus par le laboratoire
ProBioGEM. Tous les extraits sont testés a 25ug/ml sur le VHC, soit durant I'étape
d’entrée du VHC (2h), soit durant I'étape de réplication (28h) ou soit en continu. Le
meilleur solvant utilisé est I’éthanol.

Conclusions

Nous avons identifié a I'issu d’'un premier criblage que les extraits bruts des plantes
Carapa procera (B) et Pericopsis laxiflora (C) ont une activité inhibitrice intéressante
(environ 90%) sur l'infection VHC. Ces deux extraits actifs sur I'étape d’entrée du VHC
ont été fractionnés afin d’essayer d’en isoler et d’identifier les principes actifs. Les sous
fractions B21, B23 et C21 sont les plus actives et regroupent probablement les
molécules actives contre le VHC. Une démarche d’identification de ces composés est en
cours. Nous avons également pu montré que I'eau a 40°C pouvait étre un solvant
intéressant dans une démarche d’écoporcédé, car nous obtenons une extraction de
composés inhibiteurs du VHC trés importante et suffisante pour une premiere étape de

criblage.
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Discussion Partie 1

Partie 1 : Nouveau mécanisme d’action de polyphénols inhibant I'’entrée du VHC

L’étude du mécanisme d’action de I'EGCG et de la delphinidine sur le VHC a donné
des résultats inattendus montrant une déformation des particules virales en présence
des composés. Les expériences de cryo-microscopie électronique qui ont permis
d’arriver a ces conclusions ont été réalisées avec des VHCpp et non avec des VHCcg, car,
a I'époque ou ont été réalisées ces expériences, il n'y avait pas de techniques décrites
permettant d’observer les VHCcc en microscopie électronique avec une bonne
résolution, a cause du manque de contraste probablement provoqué par la présence de
I'enveloppe lipidique virale (Catanese et al, 2013). Tout récemment, une nouvelle
technique de microscopie électronique a été mise au point permettant d’observer les
lipo-viroparticules de VHC (Piver et al,, 2016). Peut-étre que cette nouvelle approche
d’observation, s’affranchissant du manque de contraste de 'enveloppe virale, permettra
prochainement d’observer les VHCcc en présence de nos molécules d'intéréts et de

confirmer nos résultats.

D’aprés nos résultats, les déformations des VHCpp sont peut-étre dues a
I'agrégation de la protéine E2 (et peut-étre E1), a la surface de la particule virale. Nous
avons envisagé de marquer les protéines d’enveloppe avec des anticorps spécifiques
couplés a des billes d’or et d’observer la localisation des protéines d’enveloppe sur les
VHCpp déformées en microscopie électronique. De telles expériences sont en cours mais
se heurtent a plusieurs problémes techniques. En effet, I'inclusion des particules avant le
marquage avec les anticorps afin de réaliser les observations de microscopie
électronique, déforme les particules. Toutefois, si un regroupement des glycoprotéines
d’enveloppe a lieu, nous espérons pouvoir observer un marquage concentré dans une

zone de la surface des VHCpp.

Nous avons eu des difficultés a montrer par RMN s’il y avait une interaction entre
I'EGCG et E2s. En effet dans un premier une interaction tres forte entre E2s et 'EGCG
(1:200) a été observée. Nous n’avons pas réussi par la suite a isoler complétement la
partie glycannique de la partie protéique de E2, cependant nous avons pu observer une

interaction de 'ECGC avec la partie glycannique de E2. Ceci permet de suggérer que
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I'EGCG inhibe probablement I'infection du VHC via une liaison aux glycanes se trouvant a

la surface des particules virales.

Au cours de ce travail de thése, nous avons essayé d’obtenir des virus résistants a
I'EGCG et la delphinidine afin d’identifier la cible protéique virale de ces molécules et
confirmer ou non une potentielle interaction avec les protéines E1 et/ou E2. Apres de
nombreux essais utilisant des stratégies différentes, aucun virus résistant n’a été obtenu,
ce qui peut s’expliquer si 'EGCG et la delphinidine, ont comme cible les glycanes des
glycoprotéines d’enveloppe. De plus, le mode d’action des molécules, agissant sur la

particule virale avant l'entrée, peut rendre difficile 'obtention de virus résistants.
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Partie 2: Identification du déhvdrojuncusol, un composé naturel extrait du ]J.
maritimus, un nouvel inhibiteur de la réplication du VHC

Huit extraits de plantes Tunisiennes avaient été sélectionnés par le laboratoire
tunisien et le laboratoire de Pharmacognosie de Lille afin de caractériser leurs activités
antibactériennes et antivirales. L’extrait de rhizomes de J. maritimus Lam s’est avéré étre
celui qui inhibait le plus efficacement I'infection du VHC. L’époque de I'année a laquelle
la plante est récoltée est tres importante car 'activité antivirale des extraits differe en
fonction de la date de collecte. En effet, les plantes de J. maritimus récoltées a 'automne
ont des principes actifs qui ciblent préférentiellement I'étape de réplication du VHC
(voir la partie « Résultats »). En revanche lorsque la plante est récoltée a la fin de I'hiver,
I'extrait brut de rhizome est actif sur I'étape d’entrée ce qui semble montrer un
changement de composition de la plante en composés bioactifs. Le dehydrojuncusol, qui
inhibe la réplication du VHC, doit étre absent du second extrait, ou présent de facon
minoritaire. Il serait intéressant de procéder au fractionnement bio-guidé de ce second
extrait afin d’isoler le(s) composé(s) inhibant I'entrée du VHC. En ce qui concerne
I'extrait actif contre la réplication, la technique globale d’isolement des composés
présents dans l'extrait brut de rhizome de J. maritimus puis retrouvés dans la fraction
dichlorométhane est tres fiable, et le déhydrojuncusol est le produit majoritaire comme

le montre la figure 1 et la figure 2 en annexe.

Les différentes molécules ont été séparées par chromatographie en phase liquide
a haute performance CLHP (Figure 1). Le pic 1 correspond a une molécule qui s’est
avérée ne pas étre active contre le VHC, le pic 3 correspond au déhydrojuncusol et le pic
2 correspond au juncusol qui a un faible effet sur la réplication du VHC. Le pic 4 se
trouvant a droite du déhydrojuncusol correspond a I'’ensemble des molécules présentes
dans la fraction acétate d’éthyle: cette fraction s’est avérée peu active. Les pics
correspondant au juncusol et au dehydrojuncusol sont bien conservés entre 'extrait
brut et la fraction dichlorométhane. Nous n’avons pas pu tester en synergie I'effet du
juncusol et du dehydrojuncusol sur l'infection du VHC car la quantité de juncusol

purifiée était tres faible.
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Figure 1: Chromatogramme obtenu par CLHP de I'extrait brut de rhizomes de J.
maritimus et de la fraction dichlorométhane. Le déhydrojuncusol correspond au pic
3. L’extrait brut est représenté en orange tandis que la fraction dichlorométhane est
représentée en vert.

Parmi les trois membres de la famille des Flaviviridae que nous avons testés,
BVDV, YFV et VHC, le dehydrojuncusol agit spécifiquement contre le VHC ce qui laisse
penser que ce virus agit spécifiquement sur une des protéines virales du VHC. Nous
avons donc recherché la cible virale du dehydrojuncusol en isolant des mutants
résistants. D’apres nos résultats, il semble que la cible virale de la molécule soit NS5A
car nous avons isolé un mutant portant la double mutaion T24S-L31M dans NS5A et
montré que ce mutant était résistant au déhydrojuncusol. De plus, le mutant résistant au
daclatasvir NS5A Y93H est également résistant au dehydrojuncusol. Toutefois, cette
résistance est partielle, ce qui laisse penser que méme si NS5A est probablement la cible
du dehydrojuncusol, son mécanisme d’action est différent du daclatasvir ou des autres
inhibiteurs utilisés en thérapie. De facon intéressante, nous avons montré que le

déhydrojuncusol inhibe efficacement la réplication du mutant résistant au daclatasvir
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NS5A L31M retrouvé chez les patients traités. Cette mutation rend inefficace le
traitement avec cette molécule. En effet les échecs de traitements observés avec le
daclatasvir chez les patients sont de 63% pour la mutation L31M (Réunion mensuelle
des hépatologues du Nord) Le double mutant de NS5A T24S-L31M est résistant au
dehydrojuncusol mais il est retrouvé rarement chez les patients traités. En ce qui
concerne le mutant NS5A Y93H, il est responsable de I'échec de la thérapie pour 14%

des patients.
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Utiliser les molécules naturelles pour lutter contre le VHC et baisser le colit des
traitements est une stratégie intéressante. Une étude a fait un paralléle in vitro entre les
concentrations d’EGCG et de la silymarine utilisé en culture cellulaire, et les
concentrations des DAAs utilisés lors des traitements (Khan 2015). L’ECso pour 'EGCG
actif sur le génotype 1a du VHC est de 125 uM, ce qui semble trés élevé vu nos résultats
publiés (Calland et al.,, 2012 et 2015) alors que la concentration de tous les DAAs est
inférieure a 1 uM. De la méme maniere, la dose 1étale 50 (CCso) est de 128 uM alors que
pour les DAAs elle est inférieure a 33 pM. Il semble peu envisageable d’'utiliser 'EGCG tel
quel mais des formes plus actives serait facilement disponible (Bhat et al., 2014). Le cofit
du traitement global pour les patients étant infectés par le génotype 1 du VHC sous
sofosbuvir associé a un second inhibiteur pendant 12 semaines est de 41 000 euros
(AFEF octobre 2016). Pour le moment, le moyen le plus efficace de lutte contre le VHC
dans les pays ayant peu de ressources serait que les compagnies pharmaceutiques
mettent en ceuvre des programmes d’accessibilité. C’est le cas en Egypte pour les
traitements combinant le sofosbuvir avec un inhibiteur de NS5A (ravidasvir), a
I'intention des patients infectés par le génotype 4, pour lesquels le colit a été réduit a
environ 300$. Ce traitement est efficace a 100% pour les patients non cirrhotique et a
95% pour les autres patients étant au stade chronique de I'hépatite C.

En collaboration avec les pays ayant de faibles ressources dans le domaine de la
santé, la recherche d’inhibiteurs naturels ayant une efficacité comparable aux DAAs
reste un grand défi. En revanche ce travail est intéressant car il permet d’approfondir
notre compréhension sur le mécanisme d’action de 'EGCG et de la delphinidine contre le
VHC.

Dans l'optique de rechercher dans les plantes des inhibiteurs ayant une activité
comparable aux DAAs, ce travail de thése a permis d’identifier, dans une plante
extrémophile tunisienne, un nouvel inhibiteur de la réplication virale ayant pour cible la
protéine NS5A. Ce résultat arrive peut-étre un peu tard dans la découverte de molécules
anti-VHC, car l'arsenal thérapeutique actuel permet de lutter efficacement contre ce
virus. Toutefois, cette molécule pourrait étre utile dans le traitement des virus résistants
mais également dans une utilisation en combinaison avec les traitements actuels, afin
d’en réduire les cofits dans les pays en développement. Il pourrait étre envisagé de

procéder a des modifications chimiques du déhydrojuncusol afin d’augmenter son
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efficacité, méme si son ECso de 'ordre du micromolaire est déja tres satisfaisant pour

une molécule naturelle.
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ANNEXE

Principe du fractionement bio-guidé des rhizomes de J. maritimus

Le fractionnement bio-guidé d’extraits de plantes a pour objectif d’isoler et
d’identifier les principes actifs ayant une activité antivirale contre le VHC.

Les rhizomes de J. maritimus ont été collectés sur la zone cétiere Nord de la
Tunisie en octobre 2013. Ils ont été séchés a 25°C pendant 1 semaine avant d’étre
broyés. L’extraction des composés bioactifs est réalisée en plusieurs étapes. Une
premiere extraction est réalisée par trois macérations successives au méthanol (1x24h
et 2x48h). Apres chaque macération, 'ensemble des rhizomes est filtré sur du papier
filtre, puis les trois filtrats issus des trois macérations sont concentrés a I'aide d’un
évaporateur rotatif. L'extrait concentré est dilué dans de l'eau distillée, avant d’étre
lyophilisé. La poudre obtenue apres lyophilisation est conservée a 4°C et correspond a

’extrait brut.

Un fractionnement liquide-liquide avec trois solvants différents est ensuite
effectué afin de séparer les composés selon leurs propriétés biochimiques, polaires ou
apolaires. Le fractionnement liquide-liquide est réalisé dans des ampoules a décanter.
Les trois solvants utilisés sont le dichlorométhane, I'acétate d’éthyle, et un mélange eau-
méthanol. Pour chaque solvant, la phase organique est prélevée. Ce fractionnement
liquide est réalisé plusieurs fois jusqu’a épuisement. L'’ensemble des fractions collectées

est concentré a I'aide d'un évaporateur rotatif puis évaporé au Speedvac.

La technique de purification des différents composés présents dans les
différentes fractions est la chromatographie de partage centrifuge. C'est une technique
de chromatographie liquide-liquide. Les composés sont séparés selon leur différence
d’affinité pour deux liquides différents. L'une des deux phases est maintenue dans la
colonne a I'aide de la force centrifuge tandis que la seconde est pompée en permanence
a travers la phase stationnaire. La phase mobile va se mélanger dans un premier temps
avec la phase stationnaire. Les deux phases étant non-miscibles, il y a séparation des
différentes molécules selon leur affinité pour ces deux phases. Au bout d’'un certain
temps, la phase mobile va décanter en surface et va pouvoir étre aspirée. Ces différentes

étapes peuvent étre répétées un certain nombre de fois jusqu’a épuisement. L’avantage
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de cette technique est I'absence de phase solide permettant ainsi d’avoir un rendement

trés élevé car quasiment tout I’échantillon est récupéré ala fin de 'expérience.

L’identification des composés actifs est réalisée avec la technique de
chromatographie liquide a haute pression (HPLC: «High Performance Liquid
Chromatography »). Le chromatogramme obtenu permet d’identifier et d’isoler les
composés majoritaires de la fraction. La structure des composés jugés les plus

intéressants est ensuite déterminée par résonance magnétique nucléaire (RMN).

L’ensemble de ces étapes de fractionnement a été réalisé par Ramla Shali,
étudiante en these dans le laboratoire de Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de

Lille sous la direction du Dr. Céline Riviére.

Le processus d’extraction et de purification des composés est long et la quantité

extraite est faible comme le montre le schéma ci-dessous :

Rhizomes de J. maritimus: Poudre de plante

Extraction par macération

Extrait brut

Extraction liquide-liquide

Fraction dichlorométhane

CPC (1450mg) \l/

] Fraction 15 HPLC préparative
R I — (300mg) (200mg)
Fraction 15 Fraction 15 Fraction F15 Fraction 15
Pic1 Pic7 Pic9 Pic 14
N Juncusol | | Dehydrojuncusol |
(12,7 mg) (25,9mg)

Figure 33 : Processus d’extraction et de purification du dehydrojuncusol
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La quantité de dehydrojuncusol obtenue a la fin du processus d’extraction est
d’environ 25,9mg. Une partie de cet extrait, environ 3 mg, est utilisée pour réaliser la
détermination de la structure de la molécule par RMN et une autre partie est utilisée
pour des tests bactériens. La quantité disponible pour les tests virologiques est
d’environ 6 mg. Au fur et a mesure de nos expériences, nous nous sommes rendus
compte que le dehydrojuncusol perdait son activité quand il reste plus de 3 mois
suspendu dans le DMSO et conservé a -20°C. L’ensemble de ces conditions explique
pourquoi nous avons travaillé avec la fraction dichlorométhane afin de caractériser
'effet de I'extrait de J. maritimus, plutot que le dehydrojuncusol, dont nous disposions en
plus faible quantité. La fraction dichlorométhane semble se conserver plus longtemps
resuspendue dans le DMSO et conservée a -20°C. Pour pouvoir réaliser plus
d’expériences avec le dehydrojuncusol, nous avons contacté une équipe de chimistes
afin de savoir si ce composé pouvait étre facilement synthétisé. Il semble que le composé
soit relativement difficile a obtenir par synthese chimique et demande plusieurs mois de
travail. Dans le cadre de ce projet, nous n’avons pas pu démarer de collaboration avec

I’équipe de chimistes, mais une collaboration pourra étre engagée par la suite.
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