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Résumé en français  

Au cours des dernières années, l’émergence de nombreux virus (H5N1, SARS, 

Chikungunya, MERS, Ebola, Zika, SARS-CoV-2) a souvent défrayée la chronique, 

mettant l’accent sur notre vulnérabilité face aux risques de pandémies, dont le SARS-

CoV-2 est un très bon exemple, car il n’existe aucun médicament pour lutter 

efficacement contre ces infections virales.  

Pour répondre à cette problématique le laboratoire a développé des 

antiviraux à large spectre capable de bloquer l’infection de plusieurs virus non 

apparentés. La dépendance de nombreux virus aux cyclophilines, en ont fait une cible 

idéale pour le design d’un antiviral à large spectre. Nous avons conçu des petites 

molécules inhibitrices de cyclophilines (SMCypI pour « Small Molecules Cyclophilins 

Inhibitors ») par FBDD (« Fragment Based Drug Design »). Ces molécules se fixent 

dans les deux poches du site actif des cyclophilines et inhibent leur activité 

enzymatique (Peptidyl-prolyl cis-trans isomérase ou PPiase).  

Le composé C31 (F759) a montré une activité antivirale pan-génotypique 

contre le VHC. Il rompt l’interaction entre la protéine virale NS5A et la cyclophiline A 

et possède une haute barrière à la résistance. L’activité antivirale du composé 

dépend de l’inhibition de l’activité enzymatique des cyclophilines et les deux 

phénomènes sont finement corrélés. Le C31 inhibe la réplication de plusieurs virus de 

la famille des Flaviviridae de façon plus ou moins importante : la Dengue, le virus de 

la Fièvre Jaune, Zika et le virus West Nile.  

Afin d’améliorer l’activité antivirale du F759 sur le virus Zika, un crible de 25 

SMCypI sur l’infection par la souche MR766, a permis d’identifier le composé F833 

comme le plus actif. Il inhibe de plus deux logs la quantité d’ARN viral intracellulaire à 

25µM. Une étude de relation structure activité des SMCypI criblés, montre que deux 

groupements chimiques particuliers sont déterminants pour l’activité anti-Zika. 

Contrairement au VHC, l’activité anti-PPiase est nécessaire mais pas suffisante pour 

inhiber la réplication, comme le montre l’incapacité de la CsA et de l’Alv, de puissants 

inhibiteurs de la PPiase, à inhiber la réplication du virus Zika. L’activité antivirale du 
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F833 a été caractérisée et il semblerait que le composé inhibe une étape post-entrée 

du cycle viral. 

Un crible de 29 SMCypI a été réalisé sur l’infection par le coronavirus HCoV-

229E. Contrairement au VHC et à l’instar du virus Zika, l’activité anti-PPiase est 

nécessaire mais pas suffisante pour inhiber la réplication du virus HCoV-229E. L’étude 

de la relation de structure activité des composés a permis d’identifier des 

groupements chimiques déterminants pour l’activité antivirale situés à l’interface des 

deux poches du site actif des cyclophilines.  

Le composé F836 a été identifié comme le meilleur composé et inhibe la 

production d’ARN viral intracellulaire de plus de deux logs, de façon comparable à 

l’Alv. Le composé est actif sur une étape précoce du cycle pour les coronavirus : 

HCoV-229E, SARS-CoV2, OC43 et MERS-CoV. Il est actif sur HCoV-229E sur une étape 

post attachement, quelques soit le mode d’entrée du virus  

L’étude sur la résistance du virus au composé a permis d’identifier une 

mutation dans la partie 5’ non codante du génome, région de structures en tige 

boucle très conservée chez les coronavirus et zone d’interaction avec la protéine 

virale N. Cette mutation entraîne un changement au niveau de la structure 

secondaire de l’ARN viral.  

Enfin le F836 favorise l’interaction de la protéine N du HCoV-229E et du SARS-

CoV-2 avec la cyclophiline A. 

Les SMCypI sont des candidats crédibles pour le développement d’antiviraux à 

large spectre et ils constituent un outil particulièrement intéressant dans la 

compréhension de l’implication des cyclophilines dans les cycles viraux. 

Dans le contexte de la pandémie liée au SARS-CoV-2 nous avons montré 

l’intérêt que peuvent avoir les inhibiteurs de cyclophilines puisque l’Alv a des effets 

comparables à l’hydroxychloroquine in vitro et bloque la réplication du virus à une 

étape plus tardive, post entrée, du cycle viral. Nous avons également montré, en 

collaboration avec une équipe de dermatologues de l’hôpital Henri Mondor, l’intérêt 
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potentiel de l’ivermectine et de la moxydectine comme traitement prophylactique 

pour lutter contre l’infection par le SARS-CoV-2. 

 

Résumé en anglais 

 

In recent years, the emergence of many viruses (H5N1, SARS, Chikungunya, 

MERS, Ebola, Zika, SARS-CoV-2) has often made headlines, emphasizing our 

vulnerability to pandemic risks, of which SARS-CoV-2 is a very good example, because 

there is no drug to effectively fight against these viral infections. 

To respond to this problem, our team developed broad spectrum antivirals 

able to block infection by many unrelated viruses. The dependence of many viruses 

on cyclophilins has made it an ideal target for the design of a broad-spectrum 

antiviral. In collaboration with a team from Montpellier, the laboratory designed 

SMCypI (Small Molecules Cyclophilins Inhibitors) by FBDD (Fragment Based Drug 

Design). These molecules bind to both pockets of the active site of cyclophilins and 

inhibit their enzyme activity (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase or PPiase) 

Compound C31 (F759) has shown pan-genotypic antiviral activity against HCV. 

Compound C31 disrupt viral protein NS5A and cyclophilin A interaction and has a high 

barrier to resistance. The antiviral activity of SMCypI depends on the inhibition of the 

enzyme activity of cyclophilins and the two phenomena are finely correlated. C31 

inhibits the replication of several viruses in the Flaviviridae family in a more or less 

important way : Dengue, Yellow Fever, Zika and West Nile virus.  

In order to improve the antiviral activity of F759 on the Zika virus, a screening 

of 25 SMCypI on MR766 strain infection, enabled to identify the F833 compound as 

the most active. It inhibits the production of intracellular viral RNA with more than 2 

logs at 25µM. A structure activity relationship study of screened SMCypI shows that 

two particular chemical groups are decisive for Zika replication inhibition. Unlike HCV, 

anti-PPiase activity is necessary but not sufficient to inhibit replication, as evidenced 

by the inability of CsA and Alv, powerful PPiase inhibitors, to inhibit Zika virus 
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replication. The antiviral activity of F833 has been characterized and it appears that 

the compound inhibits a post entry stage of the viral cycle.  

 

A screening of 29 SMCypI was performed on HCoV-229E coronavirus infection. 

Unlike HCV and like the Zika virus, anti-PPiase activity is necessary but not sufficient 

to inhibit the replication of the HCoV-229E virus. The structure activity relationship 

study of the SMCypI screened helped to identify chemical groups that are critical to 

antiviral activity at the interface between the two pockets of cyclophilins active site. 

The F836 has been identified as the best compound and inhibits the 

production of intracellular viral RNA with more than two logs, similar to alisporivir. 

The compound is active in an early stage of many coronaviruses life cycle : HCoV-

229E, SARS-CoV-2, OC43 and MERS-CoV. It is active on HCoV-229E on a post 

attachment stage, regardless of the two entry mode of coronaviruses. 

The virus resistance study, has enabled to identify a mutation in the 5’ 

untranslated region (UTR) of the genome, a region of highly conserved stem loop 

structures and an area of interaction with the viral protein N. This mutation changes 

the secondary structure of viral RNA.  

Finally, F836 promotes HCoV-229E and SARS-CoV-2 N protein interaction with 

cyclophilin A. 

SMCypI are drugable compounds for the development of broad-spectrum 

antivirals and are a particulary interesting tool to understand the involvement of 

cyclophilins in viral life cycles.  

In the context of the SARS-CoV-2 pandemic, we have shown the value that 

cyclophilin inhibitors may have, given that Alv has effects comparable to 

hydroxychloroquine in vitro and blocks virus réplication at a later stage of the viral life 

cycle (post entry). We have also shown, in collaboration with a dermatologists’ team, 

the potential interest of Ivermectin and moxydectin as a prophylactic treatment to 

fight SARS-CoV-2 infection 
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Liste des abréviations  

 

Alv : Alisporvir 

BSAA : « Broad-Spectrum Antiviral Agent », antiviral à large spectre  

CoV : Coronavirus 

CsA : Cyclosporine A  

Cyp : Cyclophiline  

DAA : « Direct-Acting Antiviral », antiviral à action directe  

DENV : « Dengue Virus »  

EC50 : « Effective Concentration 50 », concentration efficace à 50 %  

ECP : Effet cytopathique  

EMMPRIN : « Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer »  

FDA : « Food and Drug Administration »  

HAT : « Human Airway Trypsin-like protease » 

HTA : « Host-Targeting Agent », antiviral ciblant l’hôte  

IC50 : « Inhibitory Concentration 50 », concentration inhibitrice à 50 %  

IFN : Interféron  

KO : « Knock-Out »  

MERS : « Middle-East Respiratory Syndrome »   

NFAT : « Nuclear Factor of Activated T-cells »  

NS5A : « Non-structural 5A » nsp : « non-structural protein », protéine non structurale  

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 
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PPIase : Peptidyl-prolyl cis-trans isomérase  

RBD : « Receptor Binding Domain », domaine d’interaction avec le récepteur  

SARS : « Severe Acute Respiratory Syndrome »  

SIDA : Syndrome de l’Immunodéficience Acquise 

siRNA : « small-interfering Ribonucleic Acid » 

SMCypI : « Small-Molecule Cyclophilin Inhibitor », petite molécule inhibitrice des 

cyclophilines  

TMPRSS2 : « Transmembrane Protease Serine 2 », protéase transmembranaire à serine 2  

UTR : « Untranslated Region », région non traduite  

VHB : Virus de l’Hépatite B  

VHC : Virus de l’Hépatite C  

VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 

WNV : « West-Nile Virus », virus du Nil Occidental  

WT : « Wild-Type », sauvage  

YFV : « Yellow Fever Virus », virus de la fièvre jaune  

ZIKV : « Zika Virus » 
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Introduction 

 

I) Emergence et réémergence virale  
 

 Histoire des épidémies virales 
 

Figure 1: Frise chronologique représentant les principales épidémies ou pandémies du XXème et XXIème siècle 

 

 

Au cours du XXème et XXIème siècle, l’Homme a été confronté à plusieurs 

épidémies ou pandémies mortelles (Figure 1).  

Le début du XXème siècle a été marqué par la pandémie de grippe espagnole 

(souche H1N1) de 1918 qui aurait contaminé près d’un tiers de la population 

mondiale et aurait tué entre 20 et 100 millions de personnes en l’espace d’une année 

faisant de cette pandémie, la plus meurtrière de tous les temps (WHO). 
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La dengue hémorragique, causée par un arbovirus de la famille des 

Flaviviridae, est apparue en 1950, aux Philippines et en Thaïlande. Avant 1970, seuls 

neuf pays avaient connu des épidémies de dengue sévère. Aujourd’hui le virus est 

endémique dans plus de 100 pays répartis principalement en Asie, en Amérique, en 

Afrique et sur le pourtour méditerranéen. Bien que 80% des cas soient 

asymptomatiques, on estime qu’il y aurait entre 100 et 400 millions d’infections par 

an dans le monde et plusieurs milliers de décès (WHO). 

En 1963, le généticien Baruch Blumberg, découvre le virus de l’Hépatite B 

(VHB). Ce virus est aujourd’hui endémique sur tous les continents. En 2015 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estimait à 257 millions le nombre de 

porteurs d’une hépatite B chronique et à 887 000 le nombre de décès cette année là. 

Il est également à noter que seulement 10,5% de la population infectée en a 

connaissance et 16,7% des personnes diagnostiquées sont sous traitement (WHO). 

En 1981, aux États-Unis, de nombreuses personnes meurent des suites 

d’infections opportunistes inhabituelles. Très vite ce syndrome est appelé syndrome 

de l’immunodéficience acquise (SIDA) (Sharp and Hahn 2011). Il faudra attendre 1983 

pour l’identification du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) comme agent 

étiologique du SIDA. L’OMS estimait, à la fin de l’année 2019, à 38 millions le nombre 

de personnes infectées par ce virus et à 33 millions le nombre de décès survenus 

depuis la découverte du VIH (WHO). 

Responsable de maladies du foie (fibrose, cirrhose et CHC), le virus de 

l’hépatite C (VHC) a été isolé en 1989 (Choo et al. 1989). L’OMS estime que 71 

millions d’individus sont porteurs chroniques du virus de l’hépatite C et qu’environ 

400 000 personnes succombent chaque année principalement de cirrhose ou de 

carcinome hépatocellulaire. (WHO). 

Depuis la fin du XXème siècle, de nombreux virus de familles différentes ont 

émergé ou réémergé et causé des problèmes de santé publique majeurs : 

-  Les arbovirus de la famille des Flaviviridae ont largement participé à 

défrayer la chronique comme le virus West Nile (WNV) en 1999 aux Etats-
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Unis, le virus de la fièvre jaune (YFV) en 2005, responsable de 52000 décès 

dans plusieurs pays d’Afrique, ou encore le virus Zika, responsable entre 

2007 et 2017 de nombreuses épidémies dans le Pacifique et le continent 

Américain ; (WHO) 

 

- En Afrique, le virus Ebola (EBV) a sévit à plusieurs reprises entre 2014 et 

2016. Environ 28000 cas ont été recensés avec un taux de létalité proche 

de 40%. Depuis 2018, une nouvelle épidémie est en cours en République 

Démocratique du Congo, où trois souches différentes ont été en 

circulation. (WHO) 

 

- Trois nouveaux coronavirus ont émergé au cours des vingt dernières 

années. Tout d’abord le « Severe Acute Respiratory Syndrome » (SARS-

CoV), apparu en Chine en 2002 et causant la mort de 774 personnes pour 

8096 cas déclarés. Dix ans plus tard, un nouveau coronavirus sévit au 

Moyen-Orient, le « Middle East Respiratory Syndrome » (MERS-CoV) et 

entraîna la mort de 704 personnes pour 2029 cas déclarés. Fin 2019 le 

« Severe Acute Respiratory Syndrome 2 » (SARS-CoV-2) émergea en Chine 

et entraîna rapidement une pandémie toujours en cours au moment de la 

rédaction de ce manuscrit. Ce nouveau coronavirus est responsable d’une 

crise sanitaire et économique sans précédent. 

 

Au cours de ma thèse, mes recherches se sont concentrées sur des virus 

appartenant à la famille de Flaviviridae (VHC et Zika) et des Coronaviridae (HCoV-

229E et SARS-CoV-2). Dans la partie qui va suivre nous présenterons dans le détail 

l’épidémiologie, la transmission, la structure des particules virales, le génome et le 

cycle réplicatif du virus Zika et du HCoV-229E. 
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 Le virus Zika 
 

Découvert en 1947 et isolé à partir d’un singe en Ouganda, le virus Zika est 

principalement transmis par des moustiques de type Aèdes. Cet arbovirus appartient 

à la famille des Flaviviridae et au genre flavivirus (Figure 2). Il existe deux lignées 

principales, la lignée africaine et la lignée asiatique. 

Figure 2 : Arbre phylogénique de la famille des Flaviviridae avec les trois genres : Hepacivirus, Flavivirus et 

Pestivirus  

 

Le virus Zika infecte de nombreux types cellulaires différents tels que : les 

kératinocytes, les fibroblastes, les cellules dendritiques et les cellules neuronales 

progénitrices. 

 

 
 

 

Zika 
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1) Epidémiologie  
 

Le premier cas d’infection humaine a été découvert en 1952 en Afrique (Zika 

Virus (I). Isolations and serological specificity). Jusqu’en 2007 les cas d’infections 

humains étaient sporadiques et géographiquement limités à l’Afrique et l’Asie du 

sud-est mais en 2007 le virus Zika a provoqué une grande épidémie en Micronésie et 

dans des iles du Pacifique. En 2013, la Polynésie française et les iles Cook ont 

également été affectées. Entre 2014 et 2017 le virus est devenu endémique en 

Amérique du sud et centrale avec plus de 1 500 000 cas survenus principalement au 

Brésil qui, sur l’année 2015, a enregistré entre 440 000 et 1 300 000 nouveaux cas 

(Bogoch et al. 2016)(Figure 3). 

Le virus s’est rapidement disséminé sur la planète, passant d’une vingtaine de 

pays touchés en janvier 2012 à 73 en mai 2017. Fin 2017, seuls quelques cas 

sporadiques étaient rapportés, dont 2 cas autochtones au cours de l’été 2019 à 

Hyères dans le sud de la France (Salinas et al. 2019). 

Figure 3: Répartition géographique du virus Zika entre 1947 et 2016 (OMS) 
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2) Symptômes 

 

Seules 20% des personnes infectées développent des signes cliniques visibles, 

(maux de tête, fièvres modérées, éruption cutanée, douleurs musculaires et 

conjonctivite). Des études au Brésil ont démontré un lien entre le virus Zika et les 

microcéphalies pour des enfants nés de femmes infectées, le syndrome de Guillain 

Barré et les méningo-encéphalites chez les adultes infectés (Araujo, Silva, and Araujo 

2016; Nascimento and Da Silva 2017; Ventura et al. 2016). Au plus fort de l’épidémie, 

le Brésil comptait 5280 cas de microcéphalies alors qu’entre 2010 et 2014 le pays 

n’enregistrait que 163 cas annuels (Heukelbach et al. 2016). 

Il n’existe à cette heure aucun vaccin ni traitement pour lutter contre 

l’infection par le virus Zika.  

 

3) Vecteurs et transmission  
 

Les principaux vecteurs du virus Zika sont les moustiques Aedes aegypti et 

Aedes albopictus mais le virus a également été isolé à partir d’autres espèces de 

moustiques Aedes : furcifer, vittatus, taylori et hirsutus. 

Les moustiques femelles transmettent le virus par piqure. Une transmission 

interhumaine par voie sexuelle, sanguine et materno-fœtale ainsi qu’une 

transmission inter-espèce entre l’homme et le singe ont été observées (Alam et al. 

2017). 
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4) Structure et génome 

Figure 4 : Structure et génome du virus Zika (Javed et al. 2018) - Le virus Zika possède un ARN simple brin de 

polarité positive avec un seul cadre ouvert de lecture d’environ 10kb codant 3 protéines structurales Capside C, 

pré Membrane prM et Enveloppe E , et 7 protéines non structurales  NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 

  

Le virus Zika est un virus enveloppé de 50nm de diamètre possédant une 

capside icosaédrique et renfermant un ARN de polarité positive non segmenté 

d’environ 10,8 kb coiffé en 5’ et non polyadénylé en 3’. Un seul cadre ouvert de 

lecture d’environ 10kb est encadré par des régions non traduites de 107 et 428 

nucléotides (UTR pour « Untranslated Region ») en 5’ et 3’ respectivement. La 

polyprotéine résultante est successivement clivée en 3 protéines structurales et 7 

protéines non structurales (Göertz et al. 2018)(Figure 4). 
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a) Les protéines structurales  
 

La protéine de capside (C) est composée de 122 acides aminés et forme en 

complexe avec l’ARN viral, la nucléocapside. Celle-ci correspond à une copie d’ARN 

génomique entouré par 60 dimères de C. La protéine est constituée de 5 hélices 

alpha. Les hélices α1 et α3 interagissent avec la membrane du virion tandis que 

l’hélice α4, dans la région N-terminal, interagit avec l’ARN viral. La dimérisation de la 

protéine de capside est également essentielle pour l’étape d’assemblage (Barnard et 

al. 2021). 

La protéine de membrane M ou de pré membrane préM est constituée de 178 

acides aminés. Elle est Située sous la couche de protéines d’enveloppe E de la 

particule virale et forme avec celle-ci une symétrie icosaédrique. La surface du virus 

est constituée de 60 trimères de l’hétérodimère de E et prM. Elle est principalement 

impliquée dans l’étape de fusion et dans la stabilisation de la structure de la particule 

virale (Javed et al. 2018). 

La protéine d’enveloppe E, constituée d’environ 500 acides aminés contient 3 

domaines : (i) le domaine I impliqué dans la structure de l’enveloppe ; (ii) le domaine 

II contenant un peptide de fusion et un domaine de dimérisation ; (iii) le domaine III, 

impliqué dans l’attachement aux récepteurs cellulaires (AXL, DC-SIGN, tyro3) (Yang, 

Gong, and de Val 2019) (Figure 5). Cette protéine virale joue un rôle majeur dans 

l’entrée et la fusion membranaire. 

 

 

Figure 5 : Schéma de la structure de la protéine E du virus Zika – DI : Domaine I ; DII : Domaine II ; DIII : Domaine 

III ; PF : Peptide de Fusion ; S : « Stalk » ; TM : domaine Transmembranaire 
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b) Les protéines non structurales  
 

Les fonctions des protéines non structurales du virus Zika sont répertoriées 

dans le tableau 1. 

L’activité protéase de NS3 permet le clivage de polyprotéine, en association 

avec son co-facteur NS2B, permettant la libération des protéines structurales et non 

structurales. La protéine NS4A est impliquée dans la formation du complexe de 

réplication transcription. La protéine NS5 possède deux activités : l’activité ARN 

polymérase ARN dépendante en C-terminal et l’activité méthyltransférase en N 

terminal.  

Les autres protéines participent aux étapes de réplication et de transcription 

du cycle viral et également à l’échappement immunitaire comme c’est le cas de la 

protéine NS1 qui peut être sécrétée de la cellule infectée et interagit avec des 

composants du système immunitaire (Javed et al. 2018; Valente and Moraes 2019). 

 

Protéines NS Fonctions principales  

NS1 Réplication et assemblage  

NS2A Réplication et échappement au système immunitaire 

NS2B Co facteur de NS3 pour le clivage de la polyprotéine  

NS3 Sérine protéase, Clivage polyprotéine, activité hélicase et 

triphosphatase 

NS4A Réplication, co facteur de NS3 

NS4B Formation du complexe de réplication, réplication et échappement 

au système immunitaire 

NS5 Activité ARN polymérase ARN dépendante, activité 

méthyltransférase 

Tableau 1 : Protéines non structurales du virus Zika et leurs fonctions principales 
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5) Cycle de vie  
 

Figure 6: Cycle de vie du virus Zika - a) Attachement et entrée du virus par endocytose b) Fusion de la membrane 

du virus avec la membrane de l’endosome et libération du génome dans le cytoplasme. c) Traduction de la 

polyprotéine. d) Réplication de l’ARN viral dans le complexe de réplication au niveau du RE. e) Assemblage du 

virion immature et bourgeonnement dans le RE. f) Maturation du virion dans l’appareil de Golgi par clivage de 

prM g) Sortie du virion par exocytose (Perera, Khaliq, and Kuhn 2008) 

 

Après l’attachement du virion à la membrane plasmique de la cellule hôte via 

ses protéines d’enveloppe E, le virus entre par endocytose clathrine dépendante par 

l’intermédiaire des facteurs d’adhésions DC-SIGN, AXL et Tyro3 (Hamel et al. 2015). 

L’acidification du pH à l’intérieur de l’endosome entraine un changement 

conformationnel de la protéine E et la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane 

de l’endosome libérant ainsi l’ARN viral dans le cytoplasme (Bos et al. 2019). L’ARN 

de polarité positive est directement traduit en une polyprotéine par la machinerie 

cellulaire. La polyprotéine est ensuite clivée par la protéase NS3 et par des protéases 

cellulaires afin de donner les 3 protéines de structures et les 7 protéines non 

structurales  (Bos et al. 2018; Medin and Rothman 2017). 
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Le brin d’ARN positif sera transcrit par l’ARN polymérase ARN dépendante en 

ARN négatif qui d’une part servira de matrice pour la synthèse des nouveaux brins 

ARN positifs et d’autre part sera traduit pour donner les protéines virales. 

La réplication du génome viral a lieu à proximité du réticulum endoplasmique 

(RE) dans des complexes de réplication formés par les protéines non structurales. Les 

nouveaux ARN viraux simples brins de polarité positive transcrits sont assemblés 

dans le RE au sein des nouveaux virions formés. Après maturation dans l’appareil de 

Golgi, où a notamment lieu le clivage par une furine de la protéine de structure prM, 

les nouveaux virions sont libérés par exocytose (White et al. 2016)(Figure 6). 
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  Les Coronavirus  
 

Les coronavirus appartiennent à l’ordre des Nidovirales, à la famille des 

Coronaviridae et à la sous famille des Orthocoronaviridae, qui regroupe 4 genres : les 

alpha-coronavirus, les beta-coronavirus, les gamma-coronavirus et les delta-

coronavirus (Figure 7).  

Figure 7 : Classification et taxonomie de la famille des Coronaviridae (Malik 2020) – 4 genres différents dans la 

famille des coronaviridae : alpha, beta, gamma et delta avec les 7 coronavirus infectant les humains (229E, NL63, 

SARS-CoV-2, OC43, SARS-CoV, HKU1, MERS) 

La dénomination coronavirus provient du latin « corona » et est liée à 

l’apparence de couronne des virions observés au microscope électronique.  

Les coronavirus infectent une grande diversité d’hôtes et sont responsables 

de pathologies variées. Ils peuvent induire des pathologies respiratoires chez le 

poulet (« Infectious Bronchitis Virus » IBV), des péritonites fatales chez les chats 

(« Feline Coronavirus » FCoV) ou encore des hépatites et encéphalites chez la souris 

(« Mouse Hepatitis Virus » MHV). Les 7 coronavirus infectant l’Homme appartiennent 

aux deux genres alpha-coronavirus (HCoV-229E, NL-63) et beta-coronavirus (HKU1, 
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OC43, SARS, MERS et SARS-CoV-2). Les beta-coronavirus sont subdivisés 4 lignages 

différents A, B, C et D.  

 

1) Epidémiologie et symptômes des coronavirus humains 
 

a) Les coronavirus bénins 
 

 Le coronavirus HCoV-229E (alpha-coronavirus) fut le premier 

découvert en 1966 et isolé à partir de lavage des voies respiratoires 

d’un patient atteint de rhume. Il est responsable d’écoulement nasal, 

d’éternuement, de maux de tête et dans 10 à 20% des cas de toux et 

de fièvre.  

 

 Le coronavirus OC43 (beta-coronavirus lignée A) a été découvert en 

1967. Il est responsable des mêmes symptômes que le virus HCoV-

229E. Il n’existe aucune réactivité sérologique croisée entre HCoV-

229E et OC43. Les infections par HCoV-229E et OC43 représentent 15 à 

29% des rhumes. 

 
 

 Le coronavirus NL63 (alpha-coronavirus) a été découvert en 2004 aux 

Pays-Bas et isolé à partir d’un enfant de 7 mois atteint d’une 

bronchiolite. Il est responsable de symptômes comme la toux, fièvre, 

tachypnée, hypoxie, et rhinite principalement chez les enfants et les 

personnes âgées. Le virus NL63 représente 4,7% des maladies 

respiratoires courantes. 

 

 Le coronavirus HKU1 (beta-coronavirus lignée A) a été découvert en 

2005 à Hong-Kong et isolé à partir d’un patient de 71 ans atteint d’une 

bronchiolite et d’une pneumonie. Il est responsable de symptômes 

comme la fièvre, écoulement nasal, la toux et la dyspnée.  
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Les 4 coronavirus décrits jusqu’ici sont présents sur tous les continents et sont 

responsable d’une grande partie des maladies respiratoires bégnines (Su et al. 2016) 

(Figure 8). 

 

 

Figure 8 : Répartition géographique des coronavirus NL63, HKU1, OC43 et 229E (Su et al. 2016) 

 

b) Les coronavirus responsables d’infections respiratoires sévères  
 

 Le SARS (beta-coronavirus lignée B) a été à l’origine d’une épidémie en 

Chine en novembre 2002. Le virus s’est ensuite répandu dans les pays 

voisins en Asie puis en Amérique du nord et en Europe. Au total plus de 37 

états ont été touchés par le virus en 9 mois (Figure 9). 8273 cas ont été 

enregistrés et 775 morts sont à déplorer. Le virus est responsable de 

nombreux symptômes communs aux virus respiratoires : fièvre, maux de 

tête, toux, dyspnée, détresse respiratoire (pouvant entraîner la mort). 

Dans certains cas le virus est capable d’infecter le tractus gastro intestinal, 

le foie, les reins et le cerveau (Su et al. 2016) 



27 
 

 Le MERS (beta-coronavirus lignée C) a été isolé chez un patient de 60 ans 

décédé des suites d’une maladie respiratoire en Arabie Saoudite en 2012. 

Le virus est depuis, endémique dans la péninsule arabique ou la majorité 

des cas sont survenus (Figure 9). Au total 2107 cas ont été comptabilisés 

dans 27 pays et 733 morts ont été déclarées. Le virus est responsable des 

mêmes symptômes que le SARS auquel il faut ajouter l’insuffisance rénale 

aigue (Su et al. 2016)  

 

Figure 9 : Répartition géographique des coronavirus MERS et SARS (Su et al. 2016) 

 

 Le premier cas de SARS-CoV-2 (beta-coronavirus, sous-genre sarbecovirus) a 

été déclaré en Chine en novembre 2019 par l’OMS. Le virus s’est rapidement 

répandu sur la planète comptant au jour du 23 janvier 2021, plus de 99 

millions de cas détectés et plus de 2 millions de morts. Les symptômes sont la 

fièvre, la toux, douleur musculaire, détresse respiratoire, diarrhée, fatigue 

(Chakraborty et al. 2020;  Wang et al. 2020) 
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2) Transmission et émergence 

 

La transmission des coronavirus se fait principalement par aérosols des 

liquides biologiques issus de la toux d’une personne malade, et par contamination 

des surfaces.  

Les coronavirus ont des origines diverses et variées. Peu de données existent 

sur l’origine des coronavirus bénins.  

Le SARS et le MERS sont des zoonoses provenant respectivement de la civette 

palmiste à masque et du dromadaire. Cependant de nombreuses études suggèrent 

que ces vecteurs ne soient que des intermédiaires et que les chauves-souris seraient 

le réservoir naturel de ces virus.  

Dans le cas du SARS-CoV des études ont montré la présence d’anticorps anti-

SARS-CoV et l’existence d’un virus proche (SARSr-RH-Bat CoV) chez les chauves-souris 

de la famille des Rhinolophidae. Ces animaux sont vendus vivant sur le marché de 

Guangdong où a démarré l’épidémie.  Deux autres virus proches du SARS-CoV ont été 

identifiés chez des chauves-souris. Une analyse de l’ORF8 de ces virus suggère que les 

chauves-souris sont leur réservoir naturel et qu’ils pourraient directement infecter 

les humains (Ge et al. 2013; Wu et al. 2016). 

Quant au MERS, l’existence de nombreux cas humains infectés n’ayant 

pourtant eu aucun contact avec des dromadaires suggère qu’une transmission 

interhumaine ou par un autre vecteur animal soit possible (Samara and Abdoun 

2014). Des études sur la souche HKU4-bat CoV, la plus proche phylogénétiquement 

du MERS, ont montré que ce virus était capable d’utiliser le même récepteur d’entrée 

que le MERS (Wang et al. 2014). Le MERS isolé chez l’Homme et le dromadaire 

possède 99% d’identité ce qui suggère qu’ils ont été infectés par des virus provenant 

de la même source dans une courte période de temps.   
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Les MERSr (« MERS-related ») coronavirus ont été identifiés chez 14 espèces 

différentes de chauve-souris. Compte tenu de cela et la haute plasticité dans 

l’utilisation des récepteurs (pas uniquement DDP4/CD26 pour les MERSr), la 

transmission inter espèces de la chauve-souris à un animal ou à l’Homme doit être 

fréquente.  

Le SARS-CoV-2 est également considéré comme une zoonose. L’origine de 

celui-ci n’est pas encore très claire. Une étude a montré qu’il était le plus proche 

phylogénétiquement d’un coronavirus de chauve-souris, RaTG13 et qu’il était 

également très proche d’un coronavirus retrouvé chez une espèce de pangolin. La 

théorie admise jusqu’ici est similaire à celles qui ont été établies pour le SARS-CoV et 

le MERS. L’origine de ce virus est très probablement la chauve-souris qui serait le 

réservoir naturel avec un hôte intermédiaire qui serait le pangolin (Lam et al. 2020; H. 

Wang et al. 2020). 

Les coronavirus ont donc une aptitude importante à franchir les barrières 

d’espèces. La proximité des Hommes avec les animaux domestiques, hôtes 

intermédiaires des coronavirus, et les chauves-souris, réservoirs naturels, favorise ce 

phénomène et donc augmente la probabilité d’apparition d’un nouveau coronavirus 

humain. 
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3) Structure et génome  

 

Les coronavirus sont des virus enveloppés de 80 à 120nm de diamètre. Ils sont 

recouverts par la glycoprotéine de surface « Spike » (S), en forme de spicules, qui 

donne à la particule virale l’aspect d’une couronne. La particule virale est également 

constituée de la protéine de membrane M et la protéine d’enveloppe E. La 

nucléoprotéine N s’associe avec l’ARN en s’enroulant autour afin de former la 

nucléocapside de symétrie hélicoïdale (Figure 10).  

Figure 10 : Schéma de la particule virale des coronavirus (Bleibtreu 2020) – La particule virale est constituée de 4 

protéines structurales S, E, M et N. Le génome viral est encapsidé par la protéine N   

 

Le génome des coronavirus est un ARN simple brin de polarité positive 

mesurant entre 26 et 32 kb, le classant comme le plus grand génome de virus à ARN. 

L’ARN viral est coiffé en 5’ et polyadénylé en 3’. Les deux premiers tiers du génome 

sont occupés par deux cadres ouverts de lecture, l’ORF1a et l’ORF1b, chevauchants, 

l’ORF1ab codant l’ensemble des 16 protéines non structurales (Fehr and Perlman 

2015; Kim et al. 2020; Lim et al. 2016; Malik 2020) (Figure 11). La traduction de l’ARN 

viral entraîne la synthèse de la polyprotéine 1a ou la polyprotéine 1ab dans le cas où 

le ribosome opère un décalage de lecture de type « -1 » grâce à une séquence 

glissante (Lim et al. 2016). 
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Figure 11 : Génome de la souche SARS-CoV – Les cadres ouverts de lecture 1a et 1b (vert) se chevauchent et 

donnent les 16 protéines non structurales. Quatre cadres donnent les protéines structurales S, E, M et N (bleu) et 

huit donnent les protéines accessoires (rouge) (Perlman and Netland 2009) 

  

Le dernier tiers du génome occupe les ORF codant les protéines structurales 

des coronavirus, toujours dans le même ordre S, E, M et N et un nombre variable de 

protéines accessoires. Certains beta-coronavirus comme le MHV codent une protéine 

structurale supplémentaire, l’hémagglutinine-estérase (HE) (Figure 12). 

Figure 12 : Génomes de coronavirus humains (Lim et al. 2016) – HE:Hémagglutinine Esterase ; S:Spike ; 

E :Enveloppe ; N :Nucléoprotéine ; 2 à 9b : protéines accessoires  
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a) La région 5’ non codante  
 

La région 5’ UTR (« Untranslated Region ») des coronavirus est une région qui 

abrite des éléments structuraux, importants pour la réplication et la transcription. 

Cette région contient des structures en tige boucle, appellées SL1, SL2, SL4 et SL5 

(« Stem-Loop 1/2/4/5) très conservées chez l’ensemble des coronavirus. Les 

structures SL1 et SL2, à l’extremité 5’, sont riches en adénines et en uraciles. Chez le 

HCoV-229E et le SARS-CoV, une répétition d’un motif structurel UUYCGU dans les 

sous structures de SL5 correspondrait au signal d’empaquetage (Chen and Olsthoorn 

2010).  

 

b) Les protéines non structurales  
 

 Les protéines non structurales nsp (« non structural protein ») participent à la 

formation du complexe de réplication/transcription, aux étapes de réplication et 

transcription et à l’échappement immunitaire. Toutes les fonctions des protéines non 

structurales des coronavirus ne sont pas encore connues.  

La protéine nsp1 est impliquée dans la dégradation des ARNm cellulaires 

bloquant ainsi la traduction de la cellule hôte afin de neutraliser la réponse 

immunitaire.  

La polyprotéine est clivée par des protéases virales nsp3 et nsp5 pour donner 

les 16 nsp.  Nsp3 par son activité 3PLpro (« Papain like proteinase ») clive entre 

nsp1/nsp2, nsp2/nsp3 et nsp3/nsp4, tandis que nsp5 par son activité 3CLpro 

(« Chymotrypsin like proteinase ») clive le reste de la polyprotéine. La protéine nsp4 

est importante pour la structuration des DMV (« Double Membrane Vesicule ») qui 

protègent le complexe de réplication- transcription (Fehr and Perlman 2015; Malik 

2020; Perlman and Netland 2009). 

Toutes les autres protéines non structurales s’assemblent pour former le 

complexe de réplication-transcription et participent à la réplication de l’ARN et la 

transcription des ARN sous génomiques. La protéine nsp12, l’ARN polymérase ARN 
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dépendante (RdRp) forme un complexe avec deux cofacteurs nsp7 et nsp8 (Gao et al. 

2020; Kirchdoerfer and Ward 2019). La protéine nsp8 agirait comme une primase afin 

d’initier la réplication. La protéine nsp13 possède une activité hélicase.  

Les protéines nsp14 et nsp16 possédant respectivement une activité N7-

méthyl-transférase et 2’-O-Méthyltransférase sont impliquées dans la formation de la 

coiffe. La protéine nsp14 possède également une activité 3’-5’ Exoribonucléase 

nécessaire pour l’activité de relecture lors de la réplication. Le cofacteur nsp10 

s’associe à nsp14 et nsp16 pour former un hétérodimère et stimuler l’activité 

exoribonucléase et 2’-O-méthyl-transférase (Fehr and Perlman 2015; Malik 2020; 

Perlman and Netland 2009).  

 

c) Les protéines structurales  
 

La protéine S des coronavirus s’associe sous forme de trimère et est 

constituée de deux sous-unités, S1 (« Subunit 1 ») et S2 (« Subunit 2 »), impliquées 

respectivement dans l’attachement de la particule virale à son récepteur et dans la 

fusion des membranes cellulaires et virales. (Figure 13).  

Figure 13 : Schéma de la protéine Spike – Sous unités S1 et S2 ; sites de clivage de la protéine ; NTD « N-terminal 

Domain » ; CTD « C-terminal Domain » ; FP « Fusion Peptide » ; HR1/2 « Heptad Repeat » 1/2 ; TM 

« Transmembrane » ; S1/S2 site de clivage entre les sous-unités S1 et S2 ; S2’ 2ème site de clivage libérant le 

peptide de fusion 

S1 contient deux sous-domaines, S1-NTD du coté N-terminal et S1-CTD du 

coté C-terminal. Le domaine de liaison au récepteur RBD (« Receptor Binding 

Domain) peut se situer dans le NTD, comme pour le MHV ou dans le CTD comme 

pour NL63, 229E, SARS-CoV et SARS-CoV-2. La variabilité des RBD pour chacun des 

S1 S2 

CTD HR1 HR2 NTD FP TM 

S1/S2 S2’ 
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coronavirus explique les différents tropismes cellulaires observés dans cette famille 

virale (Bonavia et al. 2003; Fang Li 2017). 

La sous unité 2 contient le peptide de fusion et les heptad repeat 1 et 2 (HR1 

et HR2) nécessaires à la fusion des membranes virales et cellulaires (Fang Li 2017; Xia 

et al. 2018). Après la fixation du RBD sur son récepteur, la protéine Spike est clivée 

par une/des protéases cellulaires (TMPRSS2, HAT, furine, cathepsine B/L) conduisant 

à la libération du peptide de fusion qui peut ainsi s’insérer dans la membrane 

cellulaire. L’association des HR1 et HR2 permettent le rapprochement des 

membranes pour la fusion et la libération du génome viral dans le cytoplasme (Figure 

14). 

 

Figure 14 : Schéma de la fusion de la membrane plasmique avec la membrane virale médiée par les domaines 

HR1 et HR2 de la protéine Spike (Xia et al. 2018)– La sous unité S1 de la protéine Spike se fixe sur son récepteur 

membranaire. Au stade « prehairpin » S1 se dissocie de la sous unité S2 et libère le peptide de fusion qui vient 

s’insérer dans la membrane cellulaire résultant dans la formation de la structure finale de la protéine nommé « 6-

helix coiled-coil bundle » (6HB) 

 

La protéine S contient deux sites de clivage, le premier S1/S2 à la jonction 

entre les deux sous-unités et le second S2’ se situe en amont du peptide de fusion 

(Figure 13) (Belouzard, Chu, and Whittaker 2009; Bonnin et al. 2018). 

La protéine N est une phosphoprotéine de 422 acides aminés qui forme la 

nucléocapside en s’enroulant autour de l’ARN viral. Elle est composée d’un domaine 

N-terminal (NTD) et d’un domaine C-terminal (CTD) qui ont la capacité de se fixer à 

l’ARN viral. La protéine N du MHV interagit avec l’ARN génomique et avec les ARN 

sous génomiques au niveau de la séquence leader à l’extrémité 5’ du génome au 
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niveau de la séquence UCUAA essentielle pour la transcription. Elle interagit 

également au niveau des séquences intergéniques et de régulation de la transcription 

(TRS) et elle jouerait un rôle structural au sein du complexe de réplication (Baric et al. 

1988; Nelson, Stohlman, and Tahara 2000; Stohlman et al. 1988). La protéine N 

s’associe avec l’ARN au niveau du signal d’empaquetage de 69 nucléotides au sein de 

la région 3’ de l’ORF1b (Molenkamp and Spaan 1997). Enfin, elle interagit également 

avec les régions non traduites (UTR) en 5’ et en 3’ de l’ARN génomique, favorisant la 

synthèse de brin de polarité négative et la circularisation du génome (Collisson et al. 

2001; Cologna, Spagnolo, and Hogue 2000; Lo et al. 2019). Les deux régions NTD et 

CTD sont entrecoupées par des régions intrinsèquement désordonnées IDR 

(« Intrinsically Disordered Regions ») qui modulent l’activité de liaison à l’ARN des 

motifs NTD et CTD. L’IDR central appelé également LKR (« Linker Region ») et l’IDR 

situé en C-terminal sont tous deux impliqués dans l’oligomérisation de la protéine N. 

La LKR est une région riche en serine et en arginine qui contient potentiellement 

plusieurs sites de phosphorylation qui pourraient être impliqué dans la régulation des 

fonctions de la protéine N ainsi que l’interaction N-M (Chang et al. 2014; McBride, 

van Zyl, and Fielding 2014)(Figure 15).  

 

Figure 15 : Schéma de la protéine N – IDR Intrinsically Disordered Regions ; LKR Linker region ; SR Ser-Arg rich 

region ; NLS Nuclear Localization Signal ; NTD N-terminal Domain ; CTD C-terminal Domain  

 

La protéine transmembranaire M est la protéine structurale la plus abondante 

dans le virion. Elle existe sous la forme de dimère et peut adopter deux 
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conformations différentes lui permettant de favoriser la courbure de la membrane 

virale ainsi que se lier à la nucléocapside (Neuman et al. 2011). 

La protéine M est la seule protéine structurale qui est capable de se lier aux 3 

autres protéines structurales. Son interaction avec la protéine S est primordiale pour 

le maintien de Spike dans le ERGIC et pour son intégration dans les nouveaux virions 

formés. L’interaction avec la protéine N permet de stabiliser le complexe formé par la 

nucléoprotéine et l’ARN viral et participe à l’assemblage pour la formation des 

nouveaux virions. Son association avec la protéine d’enveloppe E est nécéssaire pour 

la production et la libération des « Coronavirus-like particles » (Vennema et al. 1996). 

La protéine E est la plus petite des protéines structurales et est présente en 

petite quantité dans le virion. Elle est composée d’un domaine N-terminal, d’un 

domaine C-terminal et possède une activité de canal ionique (Wilson et al. 2004). 

Cette activité serait d’ailleurs, dans le cas du SARS-CoV, nécessaire pour la 

pathogénèse mais pas pour la réplication. La protéine E participe à l’assemblage et au 

relargage des nouvelles particules virales formées. 

 

4) Cycle de vie des coronavirus  

 

a)  Attachement et entrée 
 

La première étape du cycle de vie est l’attachement du virus via le RBD de la 

protéine Spike avec le récepteur de la cellule. Les coronavirus se fixent sur de 

nombreux récepteurs différents notamment grâce à la diversité de leur RBD. Le 229E 

utilise comme récepteur l’aminopeptidase N (APN). NL63, SARS-CoV et SARS-CoV-2 se 

servent de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 2 (ACE2). OC43 utilise le N-

acetyl-9-O-acetylneuraminic acid et le MERS se sert du Dipeptidyl peptidase 4 (DDP4) 

(Belouzard et al. 2012; Fehr and Perlman 2015; Hoffmann et al. 2020). 

L’entrée des coronavirus est un mécanisme complexe et assez varié. Il peut se 

faire selon deux voies : la voie endosomale et la voie non endosomale (fusion à la 
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membrane plasmique). Dans le premier cas, la fixation du virus sur son récepteur va 

entrainer son internalisation par endocytose. L’acidification du pH dans l’endosome 

entraine l’activation des cathepsines B ou L qui vont cliver la protéine Spike, 

permettant la fusion de la membrane de l’endosome avec la membrane virale. Dans 

le deuxième cas l’entrée du virus se fait par fusion directe à la membrane plasmique. 

Cette voie nécessite cependant, dans la plupart des cas, l’activation protéolytique de 

Spike via des protéases transmembranaires comme TMPRSS2 ou HAT qui a l’instar 

des cathepsines clive Spike et permettent l’activation du processus de fusion  

(Belouzard et al. 2012; Kawase et al. 2009; Shirato, Kawase, and Matsuyama 2017). 

Les deux voies sont probablement envisageables pour l’ensemble des 

coronavirus et dépendent de la cellule cible. Dans le cas du HCoV-229E la présence de 

TMPRSS2 favorise son entrée par fusion à la membrane dans les cellules de 

l’épithélium respiratoire (Bertram et al. 2013). Le virus est également capable 

d’entrer par endocytose avec une fusion de la membrane du virus avec celle de 

l’endosome médiée par la cathepsine L (Kawase et al. 2009). Cependant une équipe 

japonaise a constaté que les échantillons cliniques de HCoV-229E utilisent 

préférentiellement la protéase transmembranaire TMPRSS2 plutôt que la cathepsine 

présente dans l’endosome. L’endosome étant le lieu principal de la reconnaissance 

des récepteurs Toll-like (déclenchant une réponse immunitaire innée), par 

conséquent, ils supposent que le virus aurait évolué pour contourner l’endosome en 

entrant à la membrane via TMPRSS2 (Shirato, Kanou, et al. 2017).   

Dans le cas du SARS-CoV-2 un nouveau site de clivage S1/S2 a été découvert 

et contient quatre acides aminés supplémentaires par rapport à celui du SARS-CoV. 

L’acquisition de ces quatre acides aminés semble rendre le SARS-CoV-2 sensible au 

clivage par la furine. La protéine Spike du SARS-CoV-2 est donc sensible à un grand 

nombre de protéases, transmembranaires et endosomales laissant supposer que le 

virus est bien capable d’utiliser les deux types d’entrée pour infecter une cellule 

(Jaimes, Millet, and Whittaker 2020). 
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b) Traduction, Réplication et Transcription  
 

Une fois à l’intérieur de la cellule, le génome viral est traduit en deux 

polyprotéines pp1a et pp1ab. Le clivage par les protéases virales nsp3 et nsp5 libère 

les 16 protéines non structurales qui s’assemblent au niveau du RE pour former le 

complexe de réplication-transcription. L’antigénome (ARN simple brin de polarité 

négative) synthétisé par l’ARN polymérase ARN dépendante nsp12 servira de matrice 

pour former les nouveaux brins d’ARN de polarité positive empaquetés dans les 

nouveaux virions.  

La transcription des coronavirus est discontinue. Plusieurs modèles ont été 

proposés dont celui de Sawicki (Sawicki, Sawicki, and Siddell 2007). Au cours de la 

synthèse du brin négatif la polymérase virale saute d’une séquence de régulation de 

la transcription (TRS pour « Transcription Regulatory Sequence ») jusqu’à la TRS 

située en aval de la séquence « Leader » à l’extrémité 5’ du génome.  A partir de ces 

petits ARN de polarité négative, des ARNm viraux sous génomiques de tailles 

décroissantes sont synthétisés. Les ARNm sous génomiques seront traduits pour 

donner les protéines structurales et accessoires nécessaires à la formation des 

nouveaux virions (Figure 16). 
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Figure 16 : Représentation des étapes de réplication et de transcription des coronavirus - a) La RdRp synthétise, à partir 

du génome (+), un antigénome (-) qui va servir de matrice pour la synthèse de nouveaux génomes b) Lord de la synthèse de 

l’antigénome, la RdRp peut s’arrêter au niveau d’une TRS c) Le brin en cours de synthèse est transféré jusqu’à la séquence 

TRS en aval de la séquence Leader en 5’ d) fin de la synthèse du brin (-) par la RdRp avec la séquence leader en 5’ pour 

chaque nouveau brin e) Ces brin (-) servent de matrice pour la synthèse des ARNm subgénomiques viraux (Perlman and 

Netland 2009)  

 

c) Assemblage et Relargage  
 

Les protéines de structures S, E et M s’insèrent dans le RE et migrent le long 

de la voie de sécrétion jusqu’au compartiment intermédiaire entre le RE et le Golgi. 

Les ARNg viraux sont encapsidés par la protéine N et bourgeonnent aux membranes 

du ERGIC où se localisent S, E et M pour former les virions matures qui seront libérés 

dans le compartiment extracellulaire par exocytose.  

La protéine M, qui interagit avec toutes les protéines structurales, joue un 

rôle essentiel et central dans l’organisation et la réalisation de l’étape d’assemblage, 

cependant les mécanismes sont encore mal connus (Figure 17). 
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Figure 17 : Cycle de vie des coronavirus - Le virus s’attache à son recepteur et entre par fusion à la membrane plasmique 

ou par endocytose. Une fois le génome libéré dans le cytoplasme, celui-ci est traduit en la polyprotéine pp1a ou pp1ab. Le 

clivage par les protéases virales entraine la libération des 16 protéines non structurales qui vont s’assembler dans le 

complexe de réplication-transcription (RTC) protégé par des DMV au niveau du RE. La réplication permet la synthèse d’un 

antigénome de polarité négative qui va servir de matrice pour synthétiser des génomes complets (+). La transcription 

permet la synthèse des ARNm sous-génomiques qui seront traduits pour donner les protéines structurales. La protéine N 

encapside les génomes néo-synthétisés et les protéines S, E et M transitent dans le RE puis dans le ERGIC pour former les 

nouvelles particules immatures avec le bourgeonnement des ARN viraux encapsidés. Après passage par l’appareil de Golgi, 

les nouvelles particules virales matures sont libérées dans le milieu extracellualire par exocytose. (IBS Institute of Basic 

Science , Seoul)  
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 Conclusion générale partie I 
 

La liste, non exhaustive, des épidémies nous montre qu’il y a une accélération 

de l’émergence virale, surtout depuis la fin du XXème siècle. Cette augmentation - qui 

peut notamment s’expliquer par la croissance de la population mondiale, 

l’accroissement des flux migratoires et commerciaux et le dérèglement climatique - 

rends d’autant plus nécessaire le besoin de trouver des moyens efficaces pour lutter 

contre ces pathogènes. (Les progrès de la science dans l’identification de nouveaux 

pathogènes participent également de cette augmentation). 

Plusieurs solutions s’offrent à nous pour lutter efficacement contre ces 

maladies virales : la lutte anti-vectorielle dans le cas des arbovirus afin d’éliminer ou 

limiter la transmission du vecteur à l’Humain, la vaccination afin d’immuniser la 

population et prévenir des futures réémergences virales et le développement 

d’antiviraux pour soigner les patients infectés par un virus. Dans la partie qui va 

suivre nous traiterons uniquement des antiviraux.  
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II) Les Antiviraux 
  

 

Seulement 90 antiviraux ont été approuvés sur les milliers décrits dans la 

littérature et ne sont dirigés que contre 9 infections virales : VIH, VHC, VHS (Virus 

Herpès Simplex), VI (Virus Influenza), VHB, VVZ (Virus Varicelle-Zona), CMV 

(Cytomegalovirus), VRS (Virus Respiratoire Syncytial) et PVH (Papillomavirus Humain) 

(De Clercq and Li 2016)(Figure 18). Deux tiers des molécules ciblent les virus du VIH 

et du VHC qui ont mobilisé une grande partie de la recherche en virologie depuis leur 

découverte dans les années 1980.  

 

Figure 18 : Nombre de drogues approuvées par la FDA entre 1963 et 2016 pour 9 virus différents : HIV, HCV, 

HSV, Influenza, HBV, VZV, HCMV, RSV et HPV 

 

Si certaines de ces molécules ont abouti à de véritables succès, comme les 

anti-protéases contre le VIH et des anti-polymérases contre le VHC, le processus de 

développement est très long et onéreux. En moyenne il faut compter entre 12 et 16 

ans pour aller de la découverte d’une molécule à son autorisation d’être utilisée chez 

l’humain et le coût est très élevé pouvant même atteindre le milliard de dollars dans 

certains cas (DiMasi, Grabowski, and Hansen 2016; Nosengo 2016).  

 

 A l’instar de ces deux succès, les antiviraux actuellement disponibles sont 

quasi exclusivement dirigés contre des protéines spécifiques des virus cibles. Cette 

sélectivité au départ recherchée pour une meilleure tolérance, limite 
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considérablement leur spectre d’action antiviral alors qu’il existe aujourd’hui plus de 

200 infections virales orphelines de traitements (Arribas and Pe 2011; De Clercq and 

Li 2016). 

 

 Dans le contexte d’émergence et de réémergence virale que nous venons 

d’expliquer la stratégie de développement d’antiviraux ciblant des protéines 

spécifiques de chaque virus ne semble pas du tout adaptée face à l’urgence. Il y a 

donc nécessité de développer des molécules antivirales à large spectre qui soient 

capables d’inhiber la réplication de virus de la même famille ou de familles 

différentes. Une molécule avec une action pan-virale permettrait de réagir plus 

rapidement face à l‘émergence d’un nouveau virus.  

 

 

A) Antiviraux à action directe  
 

Les antiviraux à action directe ou DAA (« Direct-Acting Antivirals ») sont des 

molécules qui ciblent une protéine virale et donc une étape du cycle viral 

(attachement, fusion, décapsidation, réplication, assemblage) ou bien des molécules 

qui restaurent l’immunité.  On peut notamment citer les inhibiteurs de la polymérase 

NS5B (« Non Structural 5 B ») du virus de l’Hépatite C, Sofosbuvir et Dasabuvir ou 

encore les inhibiteurs de protéases du VIH qui ont participé à la nette amélioration 

des traitements des patients.  

Cependant, l’utilisation seule de DAA peut amener à la sélection de variants 

viraux contenant des mutations de résistance (Iyidogan and Anderson 2014; Perales 

et al. 2015; Richman and Menendez-Arias 2014). 

Bien qu’ils ne soient pas conçus pour cela, plusieurs DAA ont montré une 

activité antivirale à large spectre. C’est le cas notamment du favipiravir ou T-705, un 

inhibiteur de polymérase, qui a été utilisé au Japon pour lutter contre les virus 

grippaux A, B et C mais qui semble efficace contre des virus à ARN de plusieurs 

familles différentes et notamment des virus Zika et Ebola (Furuta et al. 2009; Pires de 
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Mello et al. 2018; Sissoko et al. 2016; Smither et al. 2014). Plus récemment le 

favipiravir a montré des effets modestes sur la réplication du virus SARS-CoV-2 via 

une augmentation du taux de mutation, léthale, au niveau de la polymérase nsp12 

(Figure 21). Une forte augmentation des transitions de cytosine en uracile et de 

guanine en adénine a été observée (facteur 10) en présence d’une concentration très 

élevée du composé, 500 µM, et l’EC50 sur la réplication du SARS-CoV-2 du favipiravir 

est de 207,1 µM (Shannon et al. 2020).  

La ribavirine est également un DAA avec une action antivirale à large spectre. 

Il s’agit d’un analogue nucléosidique qui a été initialement utilisé dans le cas 

d’infection par le VRS puis qui a été beaucoup utilisé dans le traitement de l’hépatite 

C chronique. De nombreux mécanismes d’action différents ont été décrits pour la 

ribavirine : immunomodulation des lymphocytes TH1/TH2, blocage de la synthèse de 

novo de GTP nécessaire pour la réplication virale, stimulation de l’Interféron. Malgré 

une efficacité sur de nombreux virus de familles différentes, cette molécule induit 

des effets secondaires responsables de 3 à 11% des arrêts prématurés de traitement 

et jusqu’à 35% chez les patients cirrhotiques dans le cas du VHC (De Clercq and Li 

2016; Pradat et al. 2014).  

 

B) Antiviraux ciblant l’hôte  
   

Les antiviraux ciblant l’hôte ou HTA (« Host Targeting Agent ») sont des 

molécules qui ciblent des facteurs cellulaires ou des voies de signalisations utilisés 

par les virus au cours de leurs cycles de vie. En effet, tous les virus dépendent 

étroitement de la machinerie cellulaire pour accomplir les étapes clés de leur 

multiplication. Cette dépendance virale représente une cible de choix pour le 

développement d’antiviraux à large spectre. 

 Il existe deux types de molécules : 
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-  celles qui favorisent la réponse immunitaire antivirale comme c’est le cas 

de l’Interféron de type I qui est maintenant bien décrit pour avoir une 

activité antivirale via une stimulation du système immunitaire (Crouse, 

Kalinke, and Oxenius 2015; Hoffmann, Schneider, and Rice 2015). 

L’imiquimod stimule la sécrétion de cytokines comme l’IFN, le TNF, IL1, IL6 

et IL8 et stimule donc la réponse immunitaire lors de l’infection par le PVH 

(Wiley et al. 2002). L’imiquimod semble également efficace contre 

l’infection par le VRS (Salinas et al. 2020).  

 

- celles qui inhibent l’activité de facteurs proviraux. Une grande partie des 

HTA en développement, comme les statines, ont pour cible la modulation 

du métabolisme lipidique dont de nombreux virus sont dépendants 

(Potena et al. 2004; Del Real et al. 2004; Shrivastava-Ranjan et al. 2018). 

Une récente étude computationnelle montre également une interaction 

possible entre certaines statines et la protéase Mpro du SARS-CoV-2 et 

particulièrement la rosuvastatine qui interagirait via 7 liaisons hydrogène 

avec la protéine virale (Reiner et al. 2020). L’arbidol inhibe l’entrée 

clathrine-dépendante de plusieurs virus, notamment d’arbovirus de la 

famille des Flaviviridae. Le composé empêchant la scission membranaire 

médiée par la dynamine 2, qui, en association aux clathrines, permet la 

formation de vésicules lors de l’endocytose (Blaising et al. 2013; Haviernik 

et al. 2018).  

 

La dépendance de nombreux virus de familles très différentes (flavivirus, 

coronavirus, bunyavirus, adenovirus, paramyxovirus, rotavirus, papillomavirus) aux 

cyclophilines, une famille de 20 protéines chaperonnes humaines, en font une cible 

idéale pour le design d’un antiviral à large spectre 
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1) La Cyclosporine A 

 

La Cyclosporine A est issue du champignon microscopique Tolyplocadium 

Inflatum et fut découverte et isolée à partir d’échantillons de sol en Norvège dans le 

cadre d’une recherche de nouveaux antibiotiques d’origine naturelle par le 

laboratoire Sandoz. La CsA est un peptide cyclique de 11 Acides Aminés (Figure 20). 

Au cours des années 1970, les propriétés immunosuppressives de la molécule 

ont été découvertes et ont permis de révolutionner le monde de la médecine dans le 

domaine de la transplantation puisque la cyclosporine A  fut la première molécule à 

prévenir du rejet de greffe (Starzl et al. 1981; White, Pentlow, and Harold 1978).   

Le mécanisme d’immunosuppression de la CsA est connu et bien décrit. Il est 

lié à l’inhibition de l’activité phosphatase de la calcineurine par formation d’un 

complexe ternaire entre la cyclophiline A, la CsA et la calcineurine. Le facteur de 

transcription NFAT (« Nuclear Factor of Activated T-cells »), cible de la calcineurine, 

demeure ainsi sous sa forme phosphorylée. Il est alors incapable de pénétrer dans le 

noyau et d’activer la transcription de ses gènes cibles de l’immunité comme 

l’interleukine 2 (Liu et al. 1991)(Figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Schéma représentatif du caractère immunosuppressif de la CsA – Le complexe ternaire CsA-CypA-
Calcineurine, empêche la déphosphorylation de NFAT empêchant sa translocation dans le noyau et donc la 
synthèse de l’interleukine 2  (Nabel 1999) 
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2) L’Alisporivir  

 

Pour pallier ce problème, un dérivé non immunosuppressif de la cyclosporine 

A a été développé : l’Alisporivir ou Debio-025. La molécule ne diffère que sur 

quelques atomes au niveau du site d’interaction de la cysloporine A avec la 

calcineurine (Figure 20). L’alisporivir possède néanmoins la même affinité avec les 

cyclophilines. 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Structure de la Cyclosporine A (à gauche) et de son dérivé non immunosuppressif l’Alisporivir (à 

droite). Entourée en bleu, la modification à l’origine de la perte du caractère immunosuppressif, site de liaison à 

la calcineurine 

 

L’alisporivir a initialement été développé pour le traitement des patients 

atteints par le VIH mais il a atteint la phase 3 d’essai clinique dans le cas du 

traitement de cas chroniques d’infection par le VHC. Le composé diminue la charge 

virale de 3 à 4 logs chez les patients infectés par le VHC quelques soit le génotype 

avec une haute barrière à la résistance puisque la cible du médicament est une 

protéine de l’hôte. Lorsque l’alisporivir est administré seul, celui-ci est bien toléré par 

les patients et ne provoquent que des effets secondaires modérés (maux de tête, 

fatigue, nausée et hyperbilirubinémie reversible). La phase 3 d’essai clinique a 

cependant été interrompu puisque la combinaison de l’alisporivir avec de la 

ribavirine et l’interféron alpha pégylé a entraîné 3 cas de pancréatite dont une 
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mortelle bien qu’aucun de ses cas ne soit apparu chez les patients traités uniquement 

avec l’alisporivir ou en combinaison avec la ribavirine (Zeuzem et al. 2015).  

Malgré l’interruption de la phase 3 d’essai clinique, les inhibiteurs de 

cyclophilines et particulièrement l’alisporivir ont montré un intérêt certain dans le 

développement d’antiviraux. L’alisporivir reste cependant une macromolécule de 

1216.66 g/mol qui a pour conséquence une faible perméabilité membranaire. De 

plus, elle présente des effets secondaires non liés à l’inhibition des cyclophilines 

comme par exemple l’inhibition des transporteurs ABC (« ATP-Binding Cassette »). Il y 

a donc nécessité de développer de nouvelles molécules inhibitrices des cyclophilines 

en tant que potentiel médicament.  

 

3) Petites molécules non peptidiques, inhibitrices des cyclophilines SMCypI 
(« Small Molecules Cyclophilins Inhibitors ») 

 

Il y a quelques années, le laboratoire a développé une nouvelle famille de 

petites molécules non peptidiques inhibitrices de cyclophilines grâce à l’approche de 

« Fragment-based drug design » (FBDD) combinant la résonnance magnétique 

nucléaire (RMN) et la cristallographie aux rayons X (Ahmed-Belkacem et al. 2016) 

(Figure 21). 
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Figure 21 : Schéma représentatif des différentes étapes de fabrication des inhibiteurs de cyclophilines - RMN : 

Résonnance Magnétique Nucléaire et Cristallographie aux rayons X 

 

Cinquante-cinq fragments ont été sélectionnés par criblage virtuel d’une 

bibliothèque de plusieurs milliers de fragments. Leur analyse RMN a permis de 

démontrer que 14 de ces fragments se fixent sur la cyclophiline D et leurs structures 

à haute résolution en complexe avec celle-ci montre que : 4 fragments se lient au site 

catalytique, 5 fragments se lient à la poche gardienne, un fragment se lie à l’interface 

du site catalytique et de la poche gardienne et 4 fragments se lient à plusieurs sites 

de manière aspécifique. 

Deux fragments capables de se fixer respectivement au site catalytique et à la 

poche gardienne ont été sélectionnés pour être reliés (Figure 22). La ligation de ces 

deux fragments, à l’aide d’un groupement urée, a donné naissance à la première 

petite molécule capable d’inhiber puissamment l’activité enzymatique des 

cyclophilines A, B et D 
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Figure 22 : Structure tridimensionnelle représentant le composé 24 lié au site catalytique et à la poche 

gardienne de la cyclophiline (Ahmed-Belkacem et al. 2016) 

 

L’effet antiviral de ces molécules inhibitrices de l’activité PPiase a été évalué 

sur la réplication des flaviviridae et des coronaviridae. Elles inhibent l’activité PPiase 

et ont une forte activité antivirale.  

 

III)  Les Cyclophilines  
 

 

A) Structure et fonctions  
 

Les cyclophilines sont des protéines chaperonnes qui, à l’instar de protéines 

FK506BPs (« FK506 binding proteins ») et des parvulines font partie de la famille des 

immunophilines. Ces protéines sont présentes dans tous les organismes étudiés, 

procaryotes ou eucaryotes et sont très conservées.  

Chez l’Humain on compte 20 cyclophilines différentes qui possèdent toutes un 

domaine commun appelé « Cyclophilin Like Domain » (CLD) d’environ 109 acides 

aminés. Il est entouré par des domaines propres à chaque cyclophiline qui sont 

associés à leurs localisations dans la cellule et leurs fonctions (Wang and Heitman 

2005).  
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Les cyclophilines possèdent une activité enzymatique peptidyl-prolyl cis trans 

isomérase (PPiase). Elles catalysent, en amont d’un résidu proline, l’interconversion 

de la liaison peptidique entre la forme cis et la forme trans (Figure 23). 

 

Figure 23 : Activité peptidyl-prolyl cis-trans isomérase qui catalyse l’interconversion cis-trans de la liaison 

peptidyl-prolyl en amont d’un résidu proline (Taler-Verčč et al. 2017) 

Les liaisons peptidiques des protéines sont majoritairement sous la forme 

trans car énergétiquement plus favorable. Cependant la forme cis est nécessaire pour 

certaines fonctions biologiques importantes. Les cyclophilines, via leur activité 

PPiase, favorisent cette fonction biologique par l’isomérisation de la liaison peptidyl-

prolyl de la forme trans à la forme cis, processus d’ordinaire lent. Les cyclophilines 

sont donc considérées comme des protéines chaperonnes et l’importance de 

l’activité PPiase explique le haut degré de conservation des résidus de la poche 

catalytique (Wang and Heitman 2005). 

Le site actif des cyclophilines est composé de deux poches (Figure 24). Une 

poche catalytique, qui porte l’activité PPiase et qui est composée de 9 résidus amino-

acidiques hydrophobes (R55, F60, M61, Q63, N102, F113, W121, L122, H126) qui sont 

très conservés chez l’ensemble des cyclophilines humaines. La seconde poche est 

appelée « gate keeper pocket » ou poche gardienne. Elle est plus profonde que la 

poche catalytique et les acides aminés qui la constituent sont moins conservés. Ces 

derniers ne permettent l’accès qu’à certains substrats, d’où le nom de poche 

gardienne (Davis et al. 2010). 
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Figure 24 : Représentation « surfaces » du site actif de la CypA avec les deux poches catalytique et gardienne 

qui le compose (Ahmed-Belkacem et al. 2016) 

 

B) Rôle des cyclophilines et conditions physiologiques 
 

Les cyclophilines A, B et D sont les plus abondantes et les mieux caractérisées. 

La cyclophiline A (CypA) fut la première à être découverte. Elle est impliquée 

dans de nombreux processus cellulaires comme le repliement des protéines, la 

modulation de la réponse immunitaire via l’activation des lymphocytes T ou encore le 

transport des protéines à l’intérieur de la cellule (Fehr and Perlman 2015; Galat 1993; 

Perrucci et al. 2015; Wilde et al. 2018). 

Elle est localisée principalement dans le cytosol où elle peut représenter 

jusqu’à 0,5% des protéines. La Cyp A également peut-être sécrétée et se fixer à son 

récepteur membranaire CD147 ou EMMPRIN (« Extracellular Matrix 

Metalloproteinase Inducer »).  

La Cyclophiline B est également très abondante mais, contrairement à la 

CypA, elle est principalement localisée dans le réticulum endoplasmique (Hasel et al. 

1991; Wilde et al. 2018). La CypB peut également être sécrétée en réponse aux 

stimuli inflammatoires et se fixer sur le récepteur membranaire CD147/EMMPRIN. 

Poche catalytique 
Poche gardienne 

Site actif 
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La Cyclophiline D est exprimée dans tous les types cellulaires humains en 

quantité bien moindre que la cyclophiline A. 

 La Cyp D possède une séquence d’adressage à la mitochondrie dans laquelle 

elle joue un rôle fondamental dans la régulation de l’ouverture du pore de transition 

de perméabilité mitochondriale, élément clé dans le processus d’apoptose ou de 

nécrose (Elrod et al. 2010; Elrod and Molkentin 2013). 

Les connaissances sur les autres cyclophilines humaines sont beaucoup moins 

étoffées mais certaines fonctions sont connues pour certaines d’entre elles comme la 

Cyp60 qui régule l’expression du récepteur des cyclophilines extracellulaires CD147 

(Pushkarsky et al. 2005). 

Les cyclophilines sont localisées à des endroits très différents dans la cellule 

(cytosol, RE, mitochondrie, milieu extracellulaire) et sont impliquées dans de 

nombreux processus cellulaires : repliement des protéines, immunité et 

inflammation, mort cellulaire, voie de signalisation, machinerie cellulaire. 

Nombreuses de ses localisations, de ces fonctions ou de ces processus sont 

empruntés, détournés ou fuis par les virus au cours d’une infection virale afin de 

faciliter leur réplication.  

 

 

IV) Cyclophilines et virus  

 

De nombreuses études ont démontré l’implication des cyclophilines dans les 

cycles de virus de familles différentes, que ce soit des virus à ARN de polarité positive 

ou négative, ARN bicaténaire ou des virus à ADN double brin. Les cyclophilines 

peuvent être des facteurs antiviraux ou proviraux.  

Cependant la plupart de ces études sont peu fournies et parfois unique pour 

démontrer l’implication potentielle d’une cyclophiline dans le cycle d’un virus. Dans 
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cette partie nous verrons l’état des connaissances de l’implication de ces protéines 

dans les deux familles virales d’intérêts de ma thèse : les flaviviridae, et les 

coronaviridae. 

 

A) Flaviviridae et cyclophilines  
 

Le VHC est le virus de la famille des flaviviridae pour lequel l’état des 

connaissances vis-à-vis de l’implication des cyclophilines est le plus avancé. La 

première étude in vitro date de 2003 et démontre l’effet antiviral de la CsA sur des 

cellules Huh7 infectées par du plasma de patient infecté par le VHC ou sur un réplicon 

de génotype 1b, indépendamment de son activité immunosuppressive. Son activité 

antivirale a même rapidement été liée à sa capacité à inhiber les cyclophilines 

(Watashi et al. 2003). 

 Plusieurs études ont identifié la cyclophiline A comme étant essentielle pour 

le cycle de vie du VHC. Plus précisément, l’inactivation de l’activité PPiase de la CypA 

par mutagénèse entraine une diminution de la réplication du VHC comparable à celle 

observée en présence de CsA ou de son dérivé non immunosuppressif, l’Alisporivir 

(Alv). En effet, le remplacement de l’histidine en position 126 par une glutamine 

(H126Q) ou de l’arginine en position 55 par une alanine (R55A), deux résidus très 

conservés au sein de la poche catalytique, diminue de plus de 99% l’activité PPiase de 

la CypA, entraînant une forte diminution de la réplication du VHC (Chatterji et al. 

2009; Yang et al. 2008). 
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Figure 25 : Représentation de la protéine NS5A du VHC (Reau and Janardhan 2015)- 3 domaines entrecoupés de 

LCS (« Low Complexity Sequences ») ; 2 sites d’interaction avec la protéine non structurale NS5B du VHC dans les 

domaines 1 et 2 ; Site d’interaction avec la CypA dans le domaine 2 

La cyclophiline A interagit avec la protéine non structurale 5A NS5A du VHC, 

une phosphoprotéine qui possède différents rôles fondamentaux dans la réplication 

du virus (Figure 25). Cette protéine est composée de trois domaines structuraux 

séparés par des séquences de faibles complexités LCS (« Low-Complexity 

Sequences »). La CypA interagit au niveau de résidus proline, dans le domaine II de la 

protéine NS5A, qui sont des substrats pour l’activité PPiase de la CypA. La fixation de 

la CypA au niveau du domaine II de NS5A induit un changement conformationnel de 

ce domaine qui favorise la liaison à l’ARN et l’interaction NS5A-NS5B, essentielle pour 

la modulation de l’activité de la polymérase (Foster et al. 2011; Ngure et al. 2016; 

Shirota et al. 2002). La cyclophiline A ne semble pas participer à la synthèse de 

nouveaux brin d’ARN mais semble plutôt impliquée dans le formation et la 

stabilisation des DMV (« Double Membrane Vesicle ») qui protègent la réplication de 

facteurs de dégradations cellulaires et concentrent les protéines et acides nucléiques 

viraux. (Figure 26) 
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Figure 26 : Schéma représentant la formation des DMV CypA et NS5A-dépendant dans le cycle de vie du VHC 

(Chatterji et al. 2015) 

 

D’autres membres de la famille des Flaviviridae sont sensibles aux inhibiteurs 

de cyclophilines. En effet, la CsA inhibe la réplication des virus West Nile, de la 

Dengue, de la fièvre jaune et de l’encéphalite japonaise. Le blocage de l’interaction 

entre la CypA et la protéine NS5 du virus West Nile par la CsA semble être la cause de 

la diminution de la réplication du virus. Dans le cas du virus de l’encéphalite japonaise  

c’est le blocage des interactions entre NS5 et la CypA et entre NS4B et la CypB qui 

semble responsable de la diminution de la réplication (Kambara et al. 2011; Qing et 

al. 2009). Une équipe brésilienne a également montré par la technique de GST pull-

down une interaction entre la CypA et la protéine NS4B du virus de la fièvre jaune 

(Vidotto et al. 2017). 
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Il existe très peu de données dans la littérature quant à l’implication des 

cyclophilines dans le cycle de vie du virus Zika. Un crible de drogues approuvées par 

la FDA a montré des résultats contradictoires concernant l’effet de la CsA sur la 

replication d’une souche mexicaine du virus Zika. En effet, à la concentration de 1µM, 

l’infection semble être favorisée tandis qu’à la concentration de 10µM il semble y 

avoir une diminution de la réplication du virus (Barrows et al. 2016).  

 

 

B) Coronavirus et cyclophilines 
  

 

L’étude de l’implication des cyclophilines dans le cycle des coronavirus et 

l’effet de ses inhibiteurs a commencé après l’épidémie de SARS en 2002-2003. En 

effet la première étude date de 2004 et suggère, par résonnance plasmonique de 

surface, une interaction forte entre la nucléoprotéine N du SARS-CoV et la CypA. 

L’affinité entre N et la CypA serait entre 100 et 2700 fois plus importante que celle 

entre la protéine de capside du VIH et la CypA (Luo et al. 2004). Ce résultat a été 

confirmé un an plus tard dans une autre étude par co-immunoprécipitation entre la 

CypA purifiée et la protéine N du SARS-CoV. La formation d’un complexe tripartite 

CypA-N-CD147 a été suggérée pour favoriser l’entrée du SARS-CoV dans la cellule 

cible. Un peptide dirigé contre CD147 inhibe la réplication virale in vitro mais aucune 

interaction entre les trois n’a été démontrée et il est difficile d’imaginer une 

interaction physique avec le récepteur CD147 puisque le complexe N-CypA serait 

protégé par l’enveloppe virale (Chen et al. 2005). Par ailleurs, une étude de 2008  

montre par spectrométrie de masse la présence de CypA dans les virions de SARS-

CoV, suggérant un rôle dans les étapes précoces ou tardives du cycle de vie du virus 

(Neuman et al. 2008). 

L’interactome de la quasi-totalité des protéines virales du SARS-CoV avec des 

protéines cellulaires a été testé par des techniques de criblage double-hybride et a 
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permis d’identifier l’interaction de plusieurs cyclophilines (A, B, G et H) avec la 

protéine nsp1. 

De nombreuses études utilisant des KD (« knockdown ») ou KO (« knockout ») 

de cyclophilines ont permis de montrer leurs implications dans les cycles viraux de 

plusieurs coronavirus. C’est particulièrement le cas de la cyclophiline A, qui lorsque 

son expression est atténuée ou éteinte, in vitro, entraine une diminution de la 

réplication des coronavirus NL63, 229E, MERS et le FCOV (« Feline Coronavirus ») 

(Brunn et al. 2015; Carbajo-lozoya et al. 2014; Tanaka, Sato, and Sasaki 2017; Wilde 

et al. 2017).   

La cyclophiline D joue également un rôle dans l’infection par les coronavirus 

OC43 et PEDV où elle semble impliquée dans la mort cellulaire viro-induite caspase-

indépendante. Dans le cas de l’infection par HCoV-OC43, l’utilisation de shRNA pour 

réaliser un KD CypD, protège les cellules différenciées LA-N-5 de la mort cellulaire 

programmée, suggérant que la cyclophiline D est impliquée dans la mort cellulaire 

programmée, et plus probablement la nécrose (Favreau et al. 2012; Kim and Lee 

2014). 

Les inhibiteurs de cyclophilines comme la CsA et l’Alisporivir ont montré des 

effets sur de nombreux coronavirus humains et animaux in vitro faisant de ces 

molécules des antiviraux à large spectre pan-coronavirus (Tableau 2). 

 

 

Virus Inhibiteurs Techniques EC50 Références 

PEDV CsA Production virale 5µM (Kim and Lee 

2014) 

FCoV CsA Production virale 2.7 – 4.1 µM (Pfefferle et al. 

2011; Tanaka 

et al. 2012) 

OC43 CsA Mort viro-induite 2.5 µM (Favreau et al. 

2012) 
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NL63 CsA, Alv qPCR, production virale 0.8 – 6.6 µM (Carbajo-

lozoya et al. 

2014; Pfefferle 

et al. 2011) 

229E CsA, Alv Virus GFP ou luciférase, 

production virale 

2.3 – 12.2 µM (Carbajo-

Lozoya et al. 

2012; Pfefferle 

et al. 2011; 

Wilde et al. 

2016; de Wilde 

et al. 2011)  

 

TGEV CsA Production virale 10 µM (Pfefferle et al. 

2011) 

MHV CsA, Alv Virus GFP, production 

virale 

6.3 – 12 µM (Wilde et al. 

2016; de Wilde 

et al. 2011)  

SARS CsA, Alv Virus GFP, production 

virale 

8.3 – 12 µM (Pfefferle et al. 

2011; Wilde et 

al. 2016)  

MERS CsA, Alv Mort viro-induite, 

production virale 

3.4 – 7.5 µM   (Wilde et al. 

2016) 

IBV CsA Production virale 5.5 µM (Pfefferle et al. 

2011) 

Tableau 2 : Tableau représentant les données de publications sur l’inhibition de la réplication des coronavirus 

par les inhibiteurs CsA et Alv   

 

 

Malheureusement les données in vivo ne sont pas aussi encourageantes. Une 

étude suggère que l’alisporivir ne protège pas les souris de l’infection par le SARS-CoV 

(Wilde et al. 2016). Avant d’exclure l’intérêt des inhibiteurs de cyclophilines comme 
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solution thérapeutique pour lutter contre les coronavirus il faudrait cependant que 

ces résultats soient corroborés dans plusieurs études en utilisant des modèles, virus 

et composés différents.  

Une très récente étude relate le fait que la CsA inhibe la réplication du MERS-

CoV via la réponse interféron lambda cyclophiline A-dépendante in vitro et in vivo. 

Bien que la diminution de la charge virale soit modeste chez les souris traitées à la 

CsA, ce résultat laisse supposer un intérêt thérapeutique à l’utilisation des inhibiteurs 

de cyclophilines pour lutter contre les infections par les coronavirus (Sauerhering et 

al. 2020).  

 Le rôle des cyclophilines dans les cycles viraux reste cependant souvent peu 

clairs, insuffisamment compris et les résultats in vitro sont parfois même 

contradictoires selon les souches virales et/ou les types cellulaires utilisés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

V) Objectifs  
 

Encouragé par ces résultats prometteurs confirmant le potentiel des 

inhibiteurs de cyclophilines comme antiviraux à large spectre, le laboratoire a 

entrepris de caractériser l’effet antiviral de ces nouvelles molécules sur des virus 

d’intérêts majeurs et orphelins de traitement : les arbovirus de la famille des 

Flaviviridae et certains virus respiratoires dont les Coronaviridae, afin de mieux 

comprendre l’implication des cyclophilines dans le contexte des cycles réplicatifs de 

ces virus et de développer des nouvelles molécules à large spectre antivirale à des 

fins thérapeutiques. 

Dans le cadre de ma thèse, mes objectifs ont été de caractériser l’effet 

antiviral des SMCypI sur les virus Zika et sur un virus modèle des coronavirus, le 

HCoV-229E, de comprendre les mécanismes d’action anti-Zika et anti-229E des 

SMCypI, d’utiliser les inhibiteurs pour mieux comprendre le rôle des cyclophilines 

dans le cycle de vie des virus Zika et HCoV-229E et d’optimiser ces molécules pour 

une utilisation pan-virale. 

 

1) Caractérisation de l’activité anti-VHC du composé C31 et 

évaluation de son spectre antiviral sur les virus de la famille des 

flaviviridae 

2) Caractérisation de l’activité anti-Zika des SMCypI  

3) Caractérisation de l’activité anti-229E des SMCypI 

4) Repositionnement de drogues pour lutter contre l’infection par le 

SARS-CoV-2 
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Matériels et Méthodes  

 

I) Modèles d’études  
 

 

 Lignées cellulaires  

Les lignées cellulaires hépatiques Huh7, pulmonaires MRC5 et rénale VERO E6 

ont été cultivées dans un milieu DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium, 

Invitrogen, Carlsbad, Californie) supplémenté (10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF), 

100µg/ml streptomycine, 50 UI/ml péniciline et 0,1µg/ml amphotéricine-β, Thermo 

Fischer) à 37°C et sous 5% de CO2.  

 

 Amplification de la souche MR766 du virus Zika  

L’amplification de la souche MR766 du virus Zika (Souche ATCC VR-1838) a été 

effectuée dans les cellules de rein de singe, VERO E6. Une flasque T75 à 90% de 

confluence a été infectée à une MOI de 0,01 avec 2 ml de virus dilué dans du milieu 

DMEM supplémenté (2% Sérum de Veau Fœtal, 100µg/ml streptomycine, 50 UI/ml 

péniciline et 0,1µg/ml amphotéricine-β, Thermo Fischer) pendant 4h à 37°C, 5% CO2, 

sous agitation. Huit ml de milieu ont ensuite été ajoutés pour atteindre un volume 

final de 10ml. Le virus a été récupéré après 72h, lorsqu’environ 90% des cellules 

étaient lysées. Après une centrifugation de 5 min à 300g pour clarifier le virus, les 10 

ml ont été dilués au 1/5eme pour obtenir un volume final de 50ml qui ont été utilisés 

pour infecter 10 flasques T150 selon le même procédé, afin d’obtenir un stock de 

virus de 250ml. 

 

 Amplification de la souche HCoV-229E 

La souche du virus HCoV-229E a été fournie par le Pr. Astrid Vabret (CHU 

Caen, France). L’amplification du virus a été effectuée dans les cellules MRC5 (RD-
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Biotech, Besancon, France) à 36 doublements. Une flasque T75 (75cm3) à 90% de 

confluence, a été infectée avec 5mL de virus fourni dilué au demi dans du milieu 

DMEM supplémenté (2% Sérum de Veau Fœtal, 100µg/ml streptomycine, 50 UI/ml 

péniciline et 0,1µg/ml amphotéricine-β, Thermo Fischer) pendant 4h à 35°C, 5% CO2, 

sous agitation. Cinq ml de milieu ont ensuite été ajoutés pour atteindre un volume 

final de 10 ml. Le virus a été récupéré après 72h, lorsqu’environ 90% des cellules 

étaient lysées. Après clarification du virus (centrifugation 5 min à 300g), les 10ml ont 

été utilisés pour infecter deux flasques T75 de la même manière. L’opération a été 

répétée jusqu’à obtenir un stock de virus de 250 ml.  

 

 Amplification de la souche SARS-CoV-2 

Les souches des virus SARS-CoV2 ont été amplifiées à partir d’écouvillons 

nasaux pharyngés de deux patients de l’Hôpital Henri Mondor de Créteil (Patients 

M70 et M80, Créteil, France). Les échantillons ont été mis en culture dans des 

plaques 6 puits, ensemencés avec 350000 cellules Vero E6 la veille, pendant 3h à 

37°C sous agitation et dilué au demi dans du milieu DMEM supplémenté (2% Sérum 

de Veau Fœtal, 100µg/ml streptomycine, 50 UI/ml pénicilline et 0,1µg/ml 

amphotéricine-β, Thermo Fischer). Les cellules ont ensuite été lavées et incubées 

avec 2 ml de milieu frais pendant 5 jours. Les 2 ml ont ensuite infecté une flasque T75 

pendant 3h à 37°C sous agitation. Les cellules ont été lavées au PBS -/- (sans Ca2+ et 

sans Mg2+) et incubées dans 4ml de milieu frais. L’opération a été répétée jusqu’à 

obtenir un stock de 250ml. 
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II) Techniques utilisées  
 

A) RT-qPCR   
 

L’ARN intracellulaire de cellules infectées a été extrait avec le kit « SV96 Total 

RNA Isolation System » (Promega). La rétrotranscription des ARN a été réalisée avec 

le kit « High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit » (Thermo Fischer Scientific). Les 

ADNc complémentaires ont été amplifiés grâce à des amorces spécifiques de chacun 

des virus étudiés (Tableau 1). 

Les résultats ont été normalisés grâce à la GAPDH en contrôle « GAPDH 

Human Endogenous Control » (ThermoFischer Scientific). 

 

Virus Amorces sens Amorces anti-sens Sonde 

Zika 5’-

ATATCGGACATGGCTTCGGA-

3’ 

5’-

GTTCTTTTGCAGACATATTGAGTG

-3’ 

5’-FAM-

TGCCCAACACAAGGTGAAGCCTA

CCT-3’ 

 

HCoV-

229E 

5’-

CGCAAGAATTCAGAACCAGAG

-3’ 

5’- 

GGGAGTCAGGTTCTTCAACAA-3’ 

5’-FAM-

CCACACTTCAATCAAAAGCTCCCA

AAT-TAMRA-3’ 

SARS-

CoV-2 

5'- 

ACAGGTACGTTAATAGTTAAT

AGCGT -3' 

5'- 

ATATTGCAGCAGTACGCACACA -

3' 

5'-FAM-

ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTT

CG-BHQ-1 -3' 

Tableau 1 : Amorces et sondes utilisées en RT-qPCR pour les virus ZIka, HCoV-229E et SARS-CoV-2 
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B) Immunofluorescence 
 

Les immunofluorescences (IF) ont été réalisées en « Labtek Permanox » 8 

puits (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis) et ensemencées avec 40000 cellules 

Huh7, 20000 cellules MRC5, 30000 cellules Vero E6 par puits. Les cellules infectées 

ont été lavées avec du PBS +/+ (avec Ca2+ et Mg2+) et fixées pendant 10 minutes dans 

4% de paraformaldéhyde (PFA) à l’abri de la lumière et à température ambiante. Les 

cellules ont ensuite été lavées à 3 reprises avec du PBS +/+ puis perméabilisées 

pendant une heure en présence d’un tampon de saturation (BSA fraction V 10mg/ml, 

Triton X-114 0.3% dans PBS+/+) à 37°C dans une chambre humide.  Après 3 lavages 

au PBS +/+ les cellules ont été incubées 1 heure en présence d’un anticorps primaire 

de souris anti-ARNdb « J2 » (Scicons, Szirak, Hongrie) dilué au 1/400ème dans du 

« Antibody diluent » (Agilent Technologies, Les Ulis, France), pendant 1 heure à 37°C. 

Trois lavages au PBS +/+ ont été réalisés et les cellules incubées pendant 1 heure à 

37°C en chambre humide avec un anticorps secondaire anti-souris (« GOAT anti-

mouse Alexa Fluor 488nm », ThermoFischer Scientific) dilué au 1/400ème dans du 

« Antibody Diluent ».  Après 3 lavages au PBS +/+ les cellules ont été incubées avec 

du Fluoromount-G (ThermoFischer Scientific) dilué au 1/1000ème pendant 3 minutes à 

température ambiante.  Les cellules ont été observées au microscope à fluorescence 

(Zeiss, Oberkochen, Allemagne). 

 

C) Mesure de l’effet cytopathique viro-induit (ECP) 
 

Le principe du test de mesure de l’effet cytopathique viro-induit repose sur 

l’action des protéases cellulaires libérées dans le milieu de culture après la lyse 

cellulaire. Un composé commercial du kit « Cytotox-Glo » (Promega, Madison, Etats-

Unis), « AAF –Glo Substate », est ajouté dans le surnageant de culture et est clivé par 

les protéases cellulaires en luciférase.  La présence de luciférine entraîne un signal 

obtenu au luminomètre, directement lié au niveau de mortalité cellulaire. 
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Le signal a été calculé selon la formule suivante : Signal spécifique = Signal 

cellules infectées – signal virus sans cellules – signal cellules non infectées  

 

Les cellules MRC5 ont été ensemencées à la densité de 10000 cellules par 

puits dans une plaque 96 puits 24h avant d’être infectées avec le virus HCoV-229E 

pendant 72h à MOI 1 en présence de concentrations croissantes de F836 ou d’Alv.   

 

D) Western Blot 
 

Les différents échantillons ont été analysés par électrophorèse dans un gel de 

polyacrylamide « NuPage 4-12% Bis-Tri gel » (Thermo Fischer Scientific). La migration 

a été effectuée dans du tampon « NuPage SDS MES Running Buffer » (Thermo Fischer 

Scientific) 1H30 à 90V. Le transfert a ensuite été réalisé dans du tampon de transfert 

1X à 4°C, 1h à 100V avec une membrane de nitrocellulose « Nitrocellulose Transfert 

Membrane 0.45µM » (Thermo Fischer Scientific). La membrane a ensuite été incubée 

1h dans une solution de BSA 3% (« Bovine Serum Albumine » standard, Fraction V, 

Thermo Fischer) pour saturation. Puis la membrane a été incubée avec l’anticorps 

primaire pendant toute la nuit à 4°C. Après avoir été rincée 3 fois au TBS (« Tris 

Buffered-Saline ») 1X-Tween 0,1%, la membrane a été incubée 1h à température 

ambiante avec l’anticorps secondaire (Tableaux 2 et 3). La membrane a ensuite été 

lavée 3 fois au TBS 1X-Tween 0,1% avant d’être incubée avec l’ « Amersham ECL 

Select Western Blotting Detection Reagent » (GE Healthcare) et révélée avec le 

logiciel ImageQuant Las4000 (GE Healthcare).  
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III) Caractérisation de l’activité antivirale des SMCypI 
 

 Crible d’une librairie de « Small Molecule Cyclophilin Inhibitors » 
(SMCypI)  

 

 Zika 

Des cellules Huh7 ont été ensemencées à une densité de 10000 cellules par 

puits dans une plaque 96 puits, 24h avant d’être infectées pendant 1h à MOI 0,1 par 

la souche MR766 du virus Zika, en présence de 25 µM de chacun des 25 SMCypI. Les 

cellules ont été lavées une fois avec du PBS -/- et incubées avec du milieu frais (2% 

SVF) et l’effet antiviral a été mesuré par RT-qPCR 48h post-infection. 

 HCoV-229E 

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 10000 cellules par 

puits dans une plaque 96 puits. Les cellules ont été infectées 24h plus tard pendant 

72h à MOI 1 avec HCoV-229E en présence de 50 µM de chacun des 29 SMCypI. L’effet 

antiviral a été mesuré par RT-qPCR 72h post-infection. 

 

 Cytotoxicité des meilleurs composés  
 

Des cellules Huh7 ou des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 

10000 cellules par puits dans une plaque 96 puits. Le lendemain les cellules ont été 

incubées avec une gamme de concentrations de chacun des composés à tester 

(SMCypI, Alv, CsA) pendant 48h à 37°C. La viabilité cellulaire a été déterminée grâce à 

un MTS (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay 

(Promega).  
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 Gammes de concentrations par RT-qPCR 
 

 

 Zika 

Des cellules Huh7 ont été ensemencées à une densité de 10000 cellules par 

puits dans une plaque 96 puits, 24h avant d’être infectées pendant 1h à MOI 0,1 par 

la souche MR766 du virus Zika, en présence de concentrations croissantes de 

composés. L’effet antiviral a été mesuré par RT-qPCR et les EC50 des composés sur 

l’inhibition de la réplication d’ARN ont été calculées avec le logiciel SigmaPlot. 

 HCoV-229E 

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 10000 cellules par 

puits dans une plaque 96 puits. Le lendemain les cellules ont été infectées pendant 

72h à MOI 1 par HCoV-229E en présence de concentrations croissantes de composés. 

L’effet antiviral a été mesuré par RT-qPCR et les EC50 des composés sur l’inhibition de 

la réplication d’ARN ont été calculées avec le logiciel SigmaPlot. 

 

 Gamme de concentrations en Immunofluorescence  
 

 

 HCoV-229E 

20000 cellules MRC5 ont été ensemencées dans des Labtek de 8 puits (Sigma-

Aldrich, Saint-Louis, USA) et incubées pendant 24h à 37 °C. Les cellules ont été 

infectées avec HCoV-229E pendant 24h en présence de concentrations croissantes de 

F836 (5 µM, 12.5 µM, 25 µM, 50 µM). 
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 Titration des virus produits en présence de SMCypI  
 

 

 Zika 

Des cellules Huh7 ont été ensemencées à une densité de 400000 cellules par 

puits dans des plaques 6 puits. Le lendemain les cellules ont été infectées par la 

souche MR766 du virus Zika en présence de différentes concentrations de composé 

pendant 3h à 37°C. Après un lavage au PBS -/-, les cellules ont été incubées avec du 

milieu DMEM supplémenté (2% de Sérum de Veau Fetal (SVF), 50UI/ml péniciline, 

100µg/ml streptomycine et 0,1µG/ml amphotericine-β, Thermo Fischer Scientific) en 

présence de composé. Le titre des virus produit a été mesuré par RT-qPCR 48h post-

infection. 

 HCoV-229E 

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 300000 cellules par 

puits dans des plaques 6 puits. Le lendemain les cellules ont été infectées par HCoV-

229E en présence de différentes concentrations de composé pendant 3h à 37°C. 

Après un lavage au PBS -/-, les cellules ont été incubées avec du milieu DMEM 

supplémenté (2% de Sérum de Veau Fetal (SVF), 50UI/ml péniciline, 100µg/ml 

streptomycine et 0,1µG/ml amphotericine-β, Thermo Fischer Scientific) en présence 

de composé. Le titre des virus produits a été mesuré par RT-qPCR 48h post-infection. 

 

 Effet antiviral à large spectre du F836 sur les coronavirus  
 

 

 HCoV-229E  

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à la densité de 20000 cellules par 

puits dans une Labtek. Le lendemain les cellules ont été infectées avec le virus HCoV-

229E à MOI 2 pendant 2h en présence de 50µM de F836 avant d’être lavées au PBS -

/- et incubées avec du milieu frais sans composé pendant 7h. 



70 
 

 SARS-CoV-2  

Des cellules Vero E6 ont été ensemencées à la densité de 20000 cellules par 

puits dans une Labtek. Le lendemain les cellules ont été infectées avec le virus SARS-

CoV-2 à MOI 1 pendant 2h en présence de 50µM de F836 avant d’être lavées au PBS -

/- et incubées avec du milieu frais sans composé pendant 7h. 

 OC43 

Des cellules HRT-18 ont été ensemencées à la densité de 30000 cellules par 

puits dans une Labtek. Le lendemain les cellules ont été infectées avec le virus OC43 à 

MOI 0.3 pendant 2h en présence de 50µM de F836 avant d’être lavées au PBS -/- et 

incubées avec du milieu frais sans composé pendant 7h.  

 MERS  

Les expériences sur le MERS ont été réalisées par Jean K. Millet au sein de 

l’équipe de Gary Whittaker (Université Cornell, New York, Etats-Unis). La souche 

EMC/2012 leur a été fournie par Ralph Baric (Université de Chapel Hill, Caroline du 

Nord, Etats-Unis). Des cellules Huh7 ont été infectées avec le MERS à MOI 10 

pendant 2h en présence de 50µM de F836 avant d’être lavées au PBS -/- et incubées 

avec du milieu frais sans composé pendant 7h. 

L’infection a été mesurée par immunofluorescence dirigée contre l’ARN 

double brin dans le cas de virus HCoV-229E, SARS-CoV-2 et OC43 et dirigée contre la 

protéine de surface Spike dans le cas de l’infection par le MERS. La quantification des 

cellules infectées a été réalisée par le logiciel Duolink. 
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IV)  Mécanisme d’action antiviral des SMCypI 
 

A) Test de temps d’ajout (TTA) 
 

 Zika  

Des cellules Huh7 ont été ensemencées à une densité de 10000 cellules par 

puits dans une plaque 96 puits, 24h avant d’être infectées avec la souche MR766 du 

virus Zika à MOI 1. Le composé a été ajouté à une concentration de 20 µM à 

différents temps de l’infection, 3h avant, en même temps ou 3h, 6h, 9h, 12h, 15h ou 

18h post infection. L’effet antiviral a été mesuré par RT-qPCR 48h post infection. 

 HCoV-229E 

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 10000 cellules par 

puits dans une plaque 96 puits. Le lendemain les cellules ont été infectées par HCoV-

229E à MOI 1. Le composé F836 a été ajouté à une concentration de 25µM à 

différents temps de l’infection, 3h avant, en même temps ou 3h, 6h ou 9h post 

infection. L’effet antiviral a été mesuré par RT-qPCR 72h post-infection. 

 

B) Caractérisation de l’entrée du 229E dans les MRC5 
 

 

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 10000 cellules par 

puits dans une plaque 96 puits. Le lendemain les cellules ont été infectées avec le 

virus 229E à MOI 1 pendant 1 heure à 37°C en présence de drogues (10 µM d’E64d, 

10 µM de Camostat et 25 µM de F836) ou non (DMSO). Les cellules ont ensuite été 

lavées avec du PBS -/- et les cellules ont été incubées avec du milieu frais 2% SVF en 

présence de drogue. L’effet antiviral a été mesuré par RT-qPCR 24h post infection. 

 

Les cellules MRC5 et Calu-3 ont été lysées avec du tampon de lyse (« EZ lysis 

buffer ») et le dosage des protéines a été réalisé par la méthode BCA (« BiCinchoninic 
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acid Assay »). Pour chacun des puits, 5µg de protéines ont été déposés et la présence 

de TMPRSS2 a été analysée par western-blot avec un anticorps primaire dirigée 

contre les 100 premiers acides aminés de la protéine TMPRSS2 (Abcam) 

 

C) Test d’entrée 
 

 

 Trypsine  

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 100000 cellules par 

puits dans une plaque 24 puits. Le lendemain les cellules ont été infectées avec le 

virus 229E prétraité pendant 5 min à 37°C en présence de 1000µg/ml de trypsine à 

MOI 1 (dilution 1/10ème) pendant 3 heures en présence de drogues (10µM d’E64d et 

50µM de F836). Les cellules ont ensuite été lavées au PBS -/- et incubées avec du 

milieu frais 2% SVF en présence de drogues. L’effet antiviral a été mesuré 24h post 

infection par RT-qPCR. 

 Attachement  

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 100000 cellules par 

puits dans une plaque 24 puits. Le lendemain les cellules ont été infectées avec le 

virus 229E à MOI 1 pendant 1 heure à 4°C en présence de drogue. Les cellules ont 

ensuite été lavées avec du PBS -/- et les cellules ont été incubées à 37°C avec du 

milieu frais 2% SVF en absence de drogue. L’effet antiviral a été mesuré 24h post 

infection par RT-qPCR. 

 Post attachement  

Des cellules MRC5 ont été ensemencées à une densité de 100000 cellules par 

puits dans une plaque 24 puits. Le lendemain les cellules ont été infectées avec le 

virus 229E à MOI 1 pendant 1 heure à 4°C en absence de drogue. Les cellules ont 

ensuite été lavées avec du PBS -/- et les cellules ont été incubées à 37°C en présence 

de drogues pendant 3 heures. Les cellules ont été de nouveau lavées au PBS -/- puis 
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incubées avec du milieu frais 2% SVF en absence de drogues. L’effet antiviral a été 

mesuré 24h post infection par RT-qPCR. 

 

D)  Pseudo-particules HCoV-229E 
 

Les expériences avec les pseudo particules du coronavirus HCoV-229E ont été 

réalisées par Sandrine Belouzard (IBL, Lille, France). Des cellules Huh7 ont été 

inoculées avec des pseudo-particules de virus 229E en présence ou en absence de 50 

µM de F836. L’entrée des virus a été mesurée par l’expression de la luciférase. 

 

E) Résistance du HCoV-229E au F836 
 

Des cellules Huh7 ont été ensemencées à la densité de 160000 cellules par 

puits d’une plaque 12 puits. Quatre puits ont été infectés avec du virus HCoV-229E, 

dont 1 en présence de DMSO et 3 en présence de 2.5µM de F836 pendant 3h (virus 

DMSO, Clone 1 C1, Clone 2 C2 et Clone 3 C3). Les cellules ont ensuite été lavées au 

PBS -/- puis incubées en présence de DMSO ou de F836. 72h post infection, les virus 

ont été clarifiés par centrifugation à 300g pendant 5 min avant d’infecter de nouveau 

des cellules Huh7 fraiches en présence de DMSO ou F836. Le même procédé a été 

répété sur une période de 120 jours en augmentant progressivement la 

concentration du composé F836 jusqu’à atteindre 50 µM. Les virus ont ensuite été 

clarifiés par centrifugation à 300g pendant 5 min et amplifiés pour obtenir un stock 

d’environ 10ml pour chacun d’entre eux. 

Le NGS a été réalisé à la plateforme de caractérisation des génomes 

microbiens par séquençage à haut débit. Les ARN ont été extrait avec le kit « Qiamp 

Viral RNA mini kit » (Qiagen) et les variants viraux ont été séquencés sur le 

séquenceur « NextSeq500 » (Ilumina). 
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F) Identification de la cyclophiline impliquée dans le cycle du HCoV-
229E 

 

 Expérience de « cross-linking »  

La Cyp A purifiée a été incubée en présence de 0,025% de l’agent pontant 

Glutaraldéhyde, en présence de la protéine N purifiée du HCoV-229E ou de la 

protéine N purifiée du SARS-CoV-2 et de F836 à 100 µM. Les complexes formés ont 

été analysés par western blot. 

 

Protéine détectée Fournisseur Dilution  Espèce  

CypA Abcam 1/2000ème Lapin (polyclonal) 

N HCoV-229E Ingenasa 1/2500ème Souris (monoclonal) 

N SARS-CoV-2 Thermo Fischer 1/2500ème Souris (monoclonal) 

Tableau 2 : anticorps primaires utilisés  

 

Espèce reconnue Fournisseur Dilution Espèce 

Lapin Thermo Fischer 1/10000ème Chèvre 

Souris Thermo Fischer  1/10000ème Chèvre 

Tableau 3 : anticorps secondaires utilisés  
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Résultats 

 

I) Les Flaviviridae 

 

A) Caractérisation de l’activité anti-VHC du composé C31 et évaluation 
de son spectre antiviral sur les virus de la famille des flaviviridae 

 

Characterization of the Anti-Hepatitis C Virus Activity of New Nonpeptidic Small-

Molecule Cyclophilin Inhibitors with the Potential for Broad Anti-Flaviviridae Activity 

Quentin Nevers, Isaac Ruiz, Nazim Ahnou, Flora Donati, Rozenn Brillet, Laurent 

Softic, Maxime Chazal, Nolwenn Jouvenet, Slim Fourati, Camille Baudesson, Patrice 

Bruscella, Muriel Gelin, Jean-François Guichou, Jean-Michel Pawlotsky, Abdelhakim 

Ahmed-Belkacem 

 

Nous avons précédemment, au moyen d'une approche de FBDD (fragment 

based drugs design) conçu de manière rationnelle une nouvelle famille d’inhibiteurs 

de cyclophilines non peptidiques (SMCypI) sans lien structural avec la CsA (Ahmed-

Belkacem et al. 2016). Le composé C31 est le composé le plus efficace pour inhiber 

l’activité enzymatique de la cyclophiline A avec une IC50 de 0,1 ± 0,01 µM 

(Supplementary Table 1). 

La présente étude vise à caractériser l'activité anti-HCV du C31, à élucider son 

mécanisme moléculaire anti-VHC et à évaluer son potentiel antiviral contre d’autres 

virus appartenant à la famille des Flaviviridae.  

Le composé C31 inhibe la réplication de l’ARN des réplicons sous-génomiques 

du VHC de génotypes 1a, 1b, 2a, 3a, 3b, 4a et 5a avec une EC50 comprise entre 1,20 ± 

0,83 µM et 7,76 ± 1,57 µM (Table 1). Le C31 inhibe également la réplication virale 

dans les modèles infectieux J6/JFH1 de génotype 2a/2a et DBN-3acc de génotype 3a 
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(Table 1 ; Supplementary Figure 1). Ces résultats démontrent que le composé C31 

possède une activité antivirale pan-génotypique contre le VHC.  

Les modélisations moléculaires des composés C31 et de la CsA en complexe 

avec la cyclophiline A révèlent que leurs sites de fixation sont en partie recouvrant. 

Ce modèle a été confirmé grâce à des expériences de FRET montrant que le C31 était 

capable de déplacer la CsA de son site de fixation de manière dose-dépendante avec 

un Kd de 0,105µM (Figure 1).  

L’inhibition de l’activité enzymatique de la CypA et l’activité antivirale des 

SMCypI sont fortement corrélées avec un coefficient de Pearson R= 0,96 et un p < 

0.0001 (Figure 1).   

Nous avons ensuite montré que le composé C31 inhibait l’interaction entre la 

protéine virale NS5A et la cyclophiline A de manière dose dépendante. Le C31 

bloquait également l’interaction entre la cyclophiline A et la protéine NS5A portant la 

substitution amino-acidique D320E précédemment décrite pour conférer une 

résistance à la CsA et ses dérivés non-immunosuppresseurs (Figure 2). 

Le C31 était efficace en combinaison avec le ledipasvir (LDV), un inhibiteur de 

NS5A en développement clinique et demeurait également efficace contre des 

variants viraux résistants au LDV (Figure 3). 

Le C31 possédait une forte barrière à l’apparition de la résistance. Parmi les 8 

mutations observées dans la région codant NS5A, 5 étaient localisées dans le 

domaine II de la protéine. Toutes les mutations observées ont été réintroduites dans 

un réplicon sous-génomique sauvage. Seules deux mutations, D320E et Y321H 

conféraient une faible résistance au C31 (entre 2 et 5 fois d’augmentation de l’EC50). 

Ces deux mutations ont été précédemment décrites pour conférer la résistance à la 

CsA et ses dérivés non-immunosuppresseurs (Table 2 et Figure 4). 

Pour finir l’activité antivirale du composé C31 a été évaluée contre plusieurs 

virus appartenant à la famille des Flaviviridae. Le composé C31 inhibait de manière 

dose dépendante la réplication des virus DENV, YFV et ZIKV avec des EC50 respectives 
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de 7,3 ± 3,5 µM, 27,2 ± 4,7 µM et 48 ± 5,6 µM. Le C31 n’inhibait que faiblement la 

réplication du WNV (Figure 5). 

Cette étude a donc permis de montrer que le C31 possède une activité pan-

génotypique contre le VHC à l’instar de la cyclosporine A et de l’alisporivir. Il a 

également été montré que le C31 pouvait potentiellement être administré en 

combinaison avec des DAA pour limiter l’apparition de résistance associée à ces 

molécules. De manière intéressante, Le C31 possédait également un potentiel 

antiviral à large spectre contre les virus de la famille des Flaviviridae. 
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B) Caractérisation de l’activité anti-Zika des SMCypI  
 

Les résultats obtenus lors de notre précédente étude suggéraient que le C31 

possède une activité antivirale contre le virus Zika. Néanmoins, son efficacité 

semblait plus limitée. L’objectif de cette seconde étude était donc d’améliorer 

l’efficacité antivirale des SMCypI contre le virus Zika.    

 

1) Crible des SMCypI et Relation de Structure Activité 
 

 

Les SMCypI sont des petites molécules non peptidiques constituées de 3 

domaines fonctionnels comme illustré ci-dessous avec le C31 : la partie R1 qui se fixe 

dans la poche catalytique (en bleu), la partie R2 qui se fixe dans la poche gardienne (en 

rouge) et la partie R3 située à l’interface entre ces deux poches (en jaune) (Figure 1).  

 

Figure 1 : A) Représentation de la structure des SMCypI et B) Structure cristallographique de la CypA en complexe 

avec le composé C31.  
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Chacune de ces trois parties du composé peut être modifiées individuellement. 

Cette grande plasticité nous a permis de synthétiser 25 SMCypI analogues au C31 qui 

diffèrent sur les parties R1, R2 et R3 afin de déterminer quel(s) groupement(s) 

chimique(s) est/sont important(s) pour l’activité anti-Zika  (Tableau 1). 

Des cellules Huh7 ont été infectées par la souche MR766 du virus Zika pendant 1h 

en présence de 25µM de chacun des composés puis lavées et incubées avec la même 

concentration de composés. La production d’ARN viral intracellulaire a été mesurée par 

RT-qPCR 48h post infection (Figure 2) 

 

Figure 2 : Crible de 25 SMCypI à 25µM sur des cellules Huh7 après infection par la souche MR766 du virus Zika à 

MOI 0,1 pendant 48h 
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Composés Diminution en 

fois de l’ARN 

viral 

intracellulaire 

Inhibition de 

l’activité anti-

PPiase de la 

cypA à 10 µM 

(%) 

R1 R2 R3 

F843 1,1 ± 0,1 37 ± 3,5 

 
 

 

F822 1,2 ± 0,4 64 ± 3,5 

 
 

 

F823 1,3 ± 0,1 62 ± 2,4 

 

  

F712 1,4 ± 0,2 71 ± 1,2 

 
  

F821 1.4 ± 0,4 76 ± 2,1 

 

 

 

F868 1.5 ± 0,3 32 ± 4,1 

 
  

F831 1.5 ± 0,5 21 ± 10 

 

  

F834 1.6 ± 0,4 97 ± 1,7 

 

 

 

S
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F759=C31 2.4 ± 1,4 99 ± 1,5 

 
 

 

F857 2.5 ± 0,7 45 ± 14 

  

 

F845 2.6 ± 1,7 7 ± 1,5 

 
 

 

F832 2,8 ± 0,5 93 ± 2,0 

  

 

F800 3,1 ± 1,6 99 ± 3,0 

 
  

F846 3,1 ± 1,7 41 ± 6,6 

  

 

F870 3,1 ± 0,7 32 ± 15 

 

  

F824 3,2 ± 0,9 ND 

 
  

F799 3,3 ± 0,9 89 ± 1,1 

 
  

N
H
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F829 3,4 ± 1,1 80 ± 0,9 

  

 

F841 3,8 ± 1,1 69 ± 3,1 

 

 

 

F826 4,8 ± 2,3 35 ± 6,4 

 
 

 

F850 7,0 ± 2,8 ND 

 

  

F836 7,4 ± 1,4 99 ± 4,0 

 

 

 

F820 10,6 ± 4,7 70 ± 0,1 

 
  

F817 66,5 ± 16,2 79 ± 7,1 

 

 

 

F833 208,1 ± 143,4 93 ± 2,3 

 
  

Tableau 1 : Tableau représentatif des composés criblés sur la réplication de la souche MR766 du virus Zika – noms des 

composés, activité antivirale, Inhibition de l’activité anti-PPiase de la CypA, strcutures des régions R1, R2 et R3. En rouge le 

meilleur composé  

 

 

NH

O

OH
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Le composé F817 et le composé F833 inhibent la réplication du virus Zika de 66,5 et 

208,1 fois, respectivement.   

  Bien que les composés F833 et F799 ne diffèrent que par le radical R1, le composé 

F833 est 63 fois plus actif que le composé F799 ce qui suggère un rôle positif et montre 

l’importance du groupement benzothiophène par rapport au groupement thioanisole 

greffé sur le pyrrolidine en R1. Les composés F833, F834 et F836 possèdent les mêmes 

groupements chimiques en R1 et R2 mais diffèrent par leur groupement R3. Le F833 est 

130 fois plus actif que le F834 et 28 fois plus actif que le F836, montrant l’importance de 

la présence d’un groupement cyclohexyl en R3. Cette différence d’activité entre les 

composés portant un cyclohexyl vs un phényl en R3 pourrait être due aux conformations 

différentes adoptées par ces deux cycles. En effet, les cycles aromatiques ont une 

structure plane alors que le cyclohexyl adopte une structure dite chaise-bateau (Figure 

3). 

 La présence du phenyl pyrrolidine en R1 et d’un cyclohexyl en R3 semble être 

déterminante pour l’activité antivirale du composé.   

Figure 3 : A) Structure de la molécule avec le cyclohexyl en conformation chaise B) Structure de la molécule avec le 

phényl en conformation plan (à droite)   

 

De façon surprenante, plusieurs composés capables d’inhiber puissamment l’activité 

PPiase de la cyclophiline A in vitro ne possèdent pas d’activité antivirale contre le virus 

Zika. En effet, les composés F800, F832 et F834 inhibent 99%, 93% et 97% de l’activité 

enzymatique de la CypA à 10µM mais n’entrainent qu’une diminution de 3,1, 2,8 et 1,6 

fois de la production d’ARN intracellulaire du virus Zika à 25 µM. 
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Cette observation montre que, à la différence du VHC, l’inhibition de l’activité 

enzymatique de la cyclophiline A par les SMCypI n’est pas directement corrélée à leur 

effet antiviral contre le virus Zika.  

Pour confirmer ce résultat l’effet antiviral de la CsA et de l’Alv, deux puissants 

inhibiteurs de l’activité enzymatique de la cyclophiline A, a été mesuré. Ni la CsA ni l’Alv 

n’ont montré d’activité antivirale contre le virus Zika (Figure 4). L’activité antivirale des 

inhibiteurs de cyclophilines ne semble donc pas directement reliée à l’inhibition de 

l’activité enzymatique de la cyclophiline A.  

Figure 4 : Comparaison de l’activité antivirale et anti-PPiase de la CsA, l’Alv et le F833 

 

 

2) Caractérisation de l’activité antivirale du meilleur composé, le F833 
 

 

 EC50 et cytotoxicité du composé F833 
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L’EC50 du F833 contre la souche MR766 du virus Zika à été déterminée. Les 

cellules Huh7 ont été infectées en présence de concentrations croissantes du 

composé à tester et l’ARN viral intracellulaire du virus Zika a été quantifié par RT-

qPCR 48h post-infection. 

 

 Le composé F833 inhibe la réplication du virus de manière dose-dépendante 

(Figure 5) avec une EC50 (concentration qui diminue de moitié l’effet maximum) de 

14,6 ± 2,5µM. En parallèle de cette étude un test de cytotoxicité a été effectué 

(Figure 5). La CC50 du composé est évalué à 26,1 ± 1,2µM. 

 

Figure 5 : Caractérisation de l’effet antiviral du F833 et de sa toxicité – courbe représentative de l’inhibition de la 

réplication (trait plein) ; courbe représentative de la viabilité cellulaire (tirets) 

 

 

 Titre des virus produits en présence de composé  

 

L’effet du composé F833 sur le titre viral à également été mesuré.  Des 

cellules Huh7 ont été infectées par le virus Zika en présence de concentrations 

croissantes de composé. Les virus produits 48 heures post-infection ont été titrés par 
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RT-qPCR. Le composé F833 diminue de plus de 3 log le titre du virus Zika produit en 

présence de 20µM du composé en comparaison au virus produit en présence de 

DMSO (5,13.103 CCID50/ml pour le virus produit en présence de 20µM de F833 vs 

3,16.106 CCID50/ml pour le virus produit en absence de F833) (Figure 6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Caractérisation de l’effet du F833 sur la prodution virale  A) Courbe représentative du titre en 

CCID50/ml des virus produit en présence de concentrations croissantes de F833 B) Titre en CCID50/ml pour chacun 

des virus produit en absence ou présence de F833 

 

 

3) Détermination de l’étape du cycle viral ciblée par le F833 
 

 

Afin de déterminer l’étape du cycle viral ciblée par le composé F833, un test 

de temps d’ajout (TTA) a été réalisé. Cette expérience consiste à infecter des cellules 

et à ajouter le composé à différents temps pré ou post-infection (3 heures avant ou 

0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 heures après l’infection). Nous avons fixé à 100% l’effet du 

composé ajouté au temps 0. Le pourcentage d’effet de la drogue à chacun des temps 

a été calculé par rapport au temps 0. 
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La figure 7 montre que le composé F833 perd la plus grande partie de son 

activité antivirale lorsqu’il est ajouté 12h après l’infection. Le F833 semble donc cibler  

une étape plutôt tardive du cycle viral.  

Figure 7: « Time of addition assay » du F833 à 20µM sur cellules Huh7 après infection par la souche MR766 du 

virus Zika à MOI 1 pendant 48h 
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II) Les Coronaviridae 

 

 

A) Crible des SMCypI à 50 µM et Relation de Structure Activité  
 

 

Figure 8 : Crible de 29 SMCypI, de la CsA et de l’Alv sur des cellules MRC5 après infection par le coronavirus 

HCoV-229E à MOI 1 pendant 72h 

 

Nous avons effectué un crible de 29 SMCypI à la concentration de 50µM sur 

l’infection par le coronavirus HCoV-229E dans des cellules MRC5. L’ARN viral 

intracellulaire a été mesuré par RT-qPCR 72h post infection. Les résultats sont 

présentés sur la figure 8 ci-dessus. Onze composés ne présentaient aucun effet 

antiviral, huit composés diminuaient la production d’ARN viral de moins de 1-log et 

dix composés entrainaient une décroissance de l’ARN superieur à 2-log. 

L’IC50 de l’activité enzymatique de la cyclophiline A in vitro a également été 

mesurée pour 23 des SMcypI utilisés (Tableau 2). Parmi les 23 SMCypI testés, 14 
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présentaient une forte activité inhibitrice avec des IC50 submicromolaire et 9 SMCypI 

exhibaient une faible activité avec une IC50 supérieure à 2µM. 

 

 
Figure 9 : Corrélation entre l’IC50 de l’activité de la PPiase de la CypA et l’activité antivirale contre le virus 

HCoV-229E des petites molécules inhibitrices des cyclophilines    

 

 

L’analyse de la correlation entre ces deux résultats, nous a permis de classer 

les SMCypI en trois groupes en fonction de leur effet antiviral et de leur potentiel 

d’inhibition de l’activité enzymatique de la cyclophiline A in vitro (Figure 9) 

 

- le goupe 1 en bleu contient les molécules présentant une faible activité 

anti-PPiase et peu ou pas d’activité antivirale. 

- le groupe 2 en vert rassemble des molécules ayant une forte activité anti-

PPiase et peu ou pas d’activité antivirale. 
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- le groupe 3 en rouge englobe les molécules possedant une forte activité 

anti-PPiase et une forte activité antivirale.  

(Figure 9 et Tableau 2).  

 

 

Composés 

 

  

Diminution de 

l’ARN viral 

intracellulaire 

(en fois) 

IC50 de 

l’activité PPiase 

de la CypA (µM) 

R1 R2 R3 

F846 1 ± 0.1 

 

>10 

 

  

F845 1 ± 0.2 

 

>10 

   

F746 1 ± 0.2 

 

>10 

 
  

F680 1 ± 0.1 

 

2.2 ± 0.4    

F729 1 ± 0.1 

 

>10  

 

 

F822 1 ± 1.1 

 

6.9 ± 2.7 

 
 

 

F712 1 ± 0.4 

 

3.3 ± 1.4 
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F768 1 ± 0.1 

 

>10 

 

 

 

F826 4 ± 0.9 

 

>10 

   

F684 1 ± 0.1 

 

0.4 ± 0.07 

  

 

F716 1 ± 0.3 

 

0.8 ± 0.1 

  

 

F798 3 ± 5.1 

 

0.3 ± 0.1 

 

 

 

F759 3 ± 0.3 

 

0.1 ± 0.01 

  
 

F828 4 ± 0.5 

 

0.3 ± 0.02 

  

 

 

F849 7 ± 6.7 

 

0.7 ± 0.07 

  
 

F842 106 ± 71 

 

0.4 ± 0.5 
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F819 151 ± 3.7 

 

0.6 ± 0.2 

 
 

 

F838 186 ± 85 

 

0.3 ± 0.04 

 
 

 

F840 202 ± 66 

 

0.7 ± 0.05 

 
 

 

F799 281 ± 87 

 

0.7 ± 0.1 

 
  

F836 481 ± 147 

 

0.9 ± 0.1 

 
 

 

F834 489 ± 174 

 

1.0 ± 0.2 

 

 

 
 

F833 509 ± 50 0.6 ± 0.1 

  

 

 

F821 1 ± 0.1 ND 

 

 

  

 

F816 3 ± 1.6 

 

ND 
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F829 4 ± 1.2 

 

ND 

   

F820 4 ± 2.7 

 

ND 

   

F767 220 ± 11 

 

ND 

 
 

 

F817 473 ± 18 

 

ND 

 
 

 
Tableau 2 : Tableau représentatif des SMCypI criblés sur la réplication du virus HCoV-229E – Noms des 

composés, activité antivirale, inhibition de l’activité anti-PPiase, structures des régions R1, R2 et R3   

 

L’analyse des relations de structure-activité révèle que : 

 

- Tous les composés du groupe 3 possèdent un groupement phenyl-

pyrrolidine en R1, un groupement aniline en R2 et un cycle à 6 carbones 

en R3. Le cycle à 6 carbones en R3 peut être un cyclohexyl ou un phenyl 

substitué par des halogènes ou des groupements O-methyl .  

- Tous les composés du groupe 2 possèdent également un groupement 

phenyl-pyrrolidine en R1 et un groupement aniline en R2 (à l’exception du 

F849). En revanche, au contraire du groupe 3, aucun composé 

appartenant à ce groupe ne possède de cyclophexyl ou de phenyl 

substitué en R3. 

 

La présence d’un cyclohexyl ou d’un phenyl substitué en R3 semble donc être 

un prérequis pour un effet antiviral contre le HCoV-229E. Cependant toute 

substitution sur le phényl ne permet pas l’activité antivirale. La comparaison des 

composés F819, F842 avec le F798 nous permet de le constater. 
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La comparaison du composé F759 avec les composés F826 et F845 montre 

l’importance de l’aniline en R2 pour observer une activité anti-PPiase. Lorsque l’on 

regarde l’ensemble des molécules des groupes 2 et 3, ayant une forte activité anti-

PPiase, on remarque également qu’elles possèdent toutes un phenyl-pyrrolidine en 

R1.  

A l’instar du virus Zika et au contraire du VHC, l’activité antivirale n’est pas 

directement reliée à l’activité anti-PPiase. 

  

 

 Sélection du meilleur composé 

 

 

La cytotoxicité des 4 SMCypI les plus actifs (F833, F834, F836 et F817) a été 

mesurée dans des cellules MRC5 après 72h d’exposition (Figure 10). Le F836 et le 

F817 ont une CC50 > à 100 µM, la plus forte concentration testée. Le F836 ne 

présente aucune cytotoxicité à 100 µM et a donc été selectionné pour les futures 

études. 

 

Figure 10 : Courbes de toxicité d’inhibiteurs de cyclophilines A) courbe représentative de la cytotoxicité des 

composés F836, F833, F834, F817, CsA et de l’Alv en cellules MRC5 B) tableau des CC50 en µM de chacun des 

composés  
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B) Caractérisation de l’activité antivirale du F836 
 

 

 

Des cellules MRC5 ont été infectées par le virus HCoV-229E en présence de 

concentration croissante de F836 et d’Alv. L’ARN viral intracellulaire a été quantifié 

par RT-qPCR. L’EC50 (50% de l’effet maximum) du F836 et de l’Alv sont de 16.4 ± 0.26 

µM et 8.6 ±  1.2 µM, respectivement (Figure 11A).  

 

L’effet du F836 et de l’Alv sur le titre viral a également été quantifié. Une 

inhibition dose dépendante de la production de virus infectieux est observée pour les 

deux composés. Le titre du virus produit en présence de 50µM de F836 est plus de 

100 fois inférieur à celui produit en abscence de F836 (Figure 11B). 

 

Figure 11 : Diminution de l’ARN viral intracellulaire et du titre du virus HCoV-229E, en présence de F836 A) 

Diminution de l’ARN viral intracellulaire de manière dose dépendante B) Diminution de la production virale de 

manière dose dépendante 

 

L’infection par le virus HCoV-229E en cellules MRC5 induit un effet 

cytopathique (ECP) observable à partir de 48h. Nous avons mesuré l’inhibition de 

l’ECP viro induit en présence de concentrations croissantes de composé 72h post 
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infection. Comme on peut le voir sur la figure 12A, le F836 protège de l’effet 

cytopathique, avec une protection complète obtenue à la concentration de 12.5 µM. 

La quantification de l’inhibition par le F836 et l’Alv est représentée dans la figure 12B 

et 12C. L’EC50 du F836 et de l’Alv sont de 4.8 ± 0.23 µM et de 6.7 ± 0.2 µM, 

respectivement. Nous avons donc pu calculer l’index thérapeutique qui correspond à 

la valeur de la CC50 divisée par la valeur de L’EC50. L’index thérapeutique du F836 est 

supérieur à 21 et celui de l’Alv est de 8.9 ± 5.9 (Figure 12C). 

 

 

Figure 12 :Caratérisation de la diminution de l’effet cytopathique viro-induit (ECP) par le F836 A) Images de 

microscopie (x10) de cellules MRC5 infectées en présence de concentrations croissantes de F836 B) Courbe de la 

diminution de l’effet cytopathique viro induit en fonction de la concentration de composés C) Tableau récaptulatif 

de la caractérisation du F836 en comparaison à l’Alv 
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L’effet antiviral du F836 a été analysé à l’aide du marquage par 

immunofluorescence de l’ARN double brin, étape transitoire au cours de la 

réplication. Des cellules MRC5 ont été infectées pendant 24h en présence de 

concentrations croissantes d’Alv (Figure 13A) ou de F836 (Figure 13C). Les cellules 

marquées ont été quantifiées (Figure 13B et 13D). Dans le cas du traitement par l’Alv 

on observe une diminution dose dépendante du nombre de cellules infectées et un 

effet maximum à 10µM. On remarque cependant une réduction de la confluence 

cellulaire, dû à la cytotoxicité de la molécule. De la même manière le traitement au 

F836 entraine une diminution dose dépendante de l’infection avec un effet maximal 

à 50µM.  
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Figure 13 : Caractérisation du F836 par Immunofluorescence avec marquage de l’ARN double brin lors 

d’infection par le virus 229E – A) Cellules infectées par le HCoV-229E en présence de concentations croissantes 

d’Alv B) Quantification par le logiciel duolink des cellules marquées en présence d’Alv C) Cellules infectées par le 

229E en présence de concentations croissantes de F836 D) Quantification par le logiciel duolink des cellules 

marquées en présence de F836 
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 Effet antiviral à large spectre du F836  

 

L’activité antivirale du F836 a également été testée sur des beta-coronavirus: 

OC43, MERS (en collaboration avec Gary Whittaker et Jean K. Millet de l’Université de 

Cornell, New York, Etats-Unis) et SARS-CoV-2. Des cellules MRC5, HRT-18, Huh7 et 

Vero E6 ont été infectées pendant 2 heures par les coronavirus HCoV-229E, OC43, 

MERS et SARS-CoV-2, respectivement, en présence ou en absence de 50µM de F836. 

L’infection a été mesurée par immunofluorescence à l’aide d’un anticorps dirigée 

contre l’ARN double brin pour les virus HCoV-229E, OC43 et SARS-CoV-2 et un autre 

anticrops dirigée contre la protéine Spike du virus pour le MERS, 9 heures post-

infection. (Figure 14) 

Les résultats montrent que le F836 est efficace sur les beta-coronavirus SARS-

CoV-2, OC43 et MERS-CoV. Bien que la puissance du composé ne soit pas la même en 

fonction des virus, ces résultats suggèrent un effet antiviral à large spectre pan-

coronavirus du F836 avec une diminution respective de 94%, 50 % et 46%, des 

cellules infectées pour le OC43,  MERS-CoV et le SARS-CoV-2.  
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Figure 14 : Activité pan-coronavirus du F836  A) Infection par le SARS-CoV-2 à MOI 0.2 de cellules VERO E6 avec 

marquage de l’ARNdb en rouge B) quantification des cellules infectées par le SARS-CoV-2 C) Infection par le virus 

OC43 à MOI 0.1 de cellules HRT-18 avec marquage de l’ARNdb en rouge D) quantification des cellules infectées 

par OC43 E) Infection par le MERS à MOI 10 de cellules Huh7 avec marquage de la protéine Spike en vert F) 

quantification des cellules infectées par le MERS 

 

 

C) Mécanisme d’action anti-229E du F836 
 
 

 

1) Détermination de l’étape du cycle viral ciblée par le F836 
 

a) Le F836 bloque une étape précoce du cycle viral du HCoV-229E 
 

Afin de déterminer  l’étape du cycle viral ciblée par le F836. Nous avons 

réalisé un test de temps d’ajout. Des cellules MRC5 ont été infectées par le HCoV-

229E et le F836 a été ajouté à différents temps au cours de l’infection  (0h, 3h, 6h, 9h, 
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12h). L’ARN viral intracellulaire a été quantifié par RT-qPCR 72h post infection (Figure 

15A). Les resultats montrent que le composé F836 perds son activité antivirale 

lorsqu’il est ajouté 3h post infection. Ce résultat nous indique que le F836 cible une 

étape précoce du cycle viral comprise entre 0 et 3h post infection dans les cellules 

MRC5 (Figure 15B).  

Figure 15 : Test de temps d’ajout A) Les cellules MRC5 ont eté infectées pendant 3h et la drogue a été ajoutée à 

différents temps. L’ARN viral intracellulaire a été mesuré 72h post infection. B) Test de temps d’ajout du F836  

 

Nous avons infecté des cellules MRC5 avec HCoV-229E pendant 2h à MOI 1 en 

présence de 50µM de F836. Après lavage, les cellules ont été incubées sans composé. 

L’infection a été mesurée par une IF dirigée contre l’ARN double brin 9h post 

infection (Figure 16). Le F836 réduit de 82% le nombre de cellules infectées et 

confirme le résultat du TTA. Le F836 bloque une étape précoce du cycle viral. 
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Figure 16 : Le F836 bloque une étape précoce du cycle de vie du HCoV-229E – A) Infection par le virus HCoV-229E 

à MOI 1 de cellules MRC5 avec marquage de l’ARNdb en rouge et le DAPI en bleu B) Le graphe représente le 

pourcentage d’infection en présence de drogue par rapport à la condition infectée non traitée 

 

b) Caractérisation de l’entrée du virus HCoV-229E dans les cellules MRC5 
 

Afin de caractériser l’entrée du HCoV-229E dans les cellules MRC5, nous avons 

utilisé l’E64d, un inhibiteur de l’entrée par voie endosomale via l’inhibition des 

cathepsines B et L et le camostat, un inhibiteur de protéases à sérine comme 

notamment TMPRSS2, qui inhibe l’entrée par fusion à la membrane plasmique. Les 

cathepsines et TMPRSS2 sont les protéases connues pour le clivage de Spike 

permettant la fusion et l’entrée par une ou l’autre voie dans le cas de l’infection par 

le virus HCoV-229E.  

Des cellules MRC5 ont été infectées pendant 24h en présence ou non de 

drogues et les ARN viraux intracellulaires ont été mesurés par RT-qPCR (Figure 17A) . 

La figure 17B nous montre que l’E64d inhibe la réplication du virus HCoV-229E tout 

comme le F836. En revanche, le camostat n’a aucun effet ce qui suggère que l’entrée 

dans les cellules MRC5 serait peu ou pas dépendante de TMPRSS2. La présence de 
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TMPRSS2 dans les cellules MRC5 a été analysé par western blot à l’aide d’un 

anticorps dirigé contre la partie N-terminal de TMPRSS2. Les résultats montrent la 

présence d’une bande à 54 kDa correspondant à TMPRSS2 dans les cellules MRC5 et 

Calu-3. En revanche, seules les cellules Calu-3 possèdent une bande à 25 kDa 

correspondant à la forme clivée de TMPRSS2.  (Figure 17C).  

Figure 17 : Caractérisation de l’entrée du HCoV-229E en cellules MRC5 - A) Les cellules ont été infectées pendant 

1h en présence de drogues, lavées puis incubées en présence de drogues pendant 24h B) Le graphe représente le 

pourcentage d’infection en présence de drogue par rapport à la condition infectée non traitée C) Western Blot 

anti-TMPRSS2  
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c) Le F836 cible une étape commune aux deux voies d’entrée 
 

Afin de favoriser l’entrée par fusion à la membrane plasmique, le virus a été 

préalablement traité par la trypsine pendant 5 min avant l’infection des cellules 

MRC5. Les résultats montrent une augmentation de l’infection des virus traités par la 

trypsine comparé aux virus non traités (Figure 18A). Comme attendu, les virus traités 

par la trypsine deviennent insensibles à l’action de l’E64d. En revanche le F836 

bloque l’infection des virus traités par la trypsine. L’ensemble de ces résultas 

suggèrent que le F836 est actif quel que soit le mode d’entrée du virus HCoV-229E. Le 

F836 ciblerait donc une étape commune aux deux types d’entrée (attachement, 

fusion, décapsidation)(Figure 18). 

Figure 18 : Trypsine – A) Le virus HCoV-229E a été incubé en présence de trypsine avant d’infecter, pendant 3h, 

des cellules MRC5 en présence de drogues.Les cellules ont été lavées puis incubées en présence de drogues 

juqu’à 24h B) Le graphe représente le pourcentage d’infection dans la condition trypsine par rapport à la 

condition sans trypsine C) Le graphe représente le poucentage d’inhibition de la réplication de HCoV-229E en 

présence de trypsine et avec drogues par rapport à la condition sans trypsine avec drogues 



117 
 

d) Le F836 bloque une étape post-attachement du cycle viral du HCoV-229E 
 

L’effet du F836 sur l’attachement du HCoV-229 a été quantifié selon la 

procédure experimentale décrite dans la figure 19A. Des cellules MRC5 ont été mises 

en présence de virus et de 50 µM de F836 ou de DMSO pendant une heure à 4C°  afin 

de permettre l’attachement du virus mais de bloquer son internalisation. Les cellules 

sont ensuite incubées à 37°C pendant 24h en absence de F836 avant que l’ARN 

intracellulaire soit mesuré par RT-qPCR . Comme montré dans la figure 19B, le F836 

n’a pas d’effet sur l’attachement du virus.  

En revanche comme indiqué dans la figure 19D, le F836 conserve son effet 

antiviral lorsqu’il est ajouté au moment du passage à 37°C, soit post attachement 

(Figure 19C). 

Figure 19 : Test d’entrée – A) Les cellules ont été infectées par le 229E à 4°C pendant 1h en présence de F836 

avant d’être lavées et incubées à 37°C jusqu’à 24h. B) Le graphe représente le pourcentage d’infection en 

présence de drogue par rapport à la condition infectée non traitée. C) Les cellules ont été infectées à 4°C pendant 

1h puis lavées et infectées pendant 3h à 37°C en présence de drogues. Les ARN viraux intracellulaires ont été 

mesurés par RT-qPCR 24h post infection D) Le graphe représente le pourcentage d’infection en présence de 

drogue par rapport à la condition infectée non traitée. 
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En collaboration avec le Dr. Sandrine Bélouzard (IBL, Lille, France), nous avons 

utilisé des pseudo particules qui miment l’entrée des coronavirus mais ne sont pas 

capable de se répliquer. Bien que le F836 inhibe la replication du HCoV-229E-Rluc de 

80% à 50 µM (Figure 20A), l’entrée des pseudo particules, quantifiée par la mesure 

de l’expression de la luciférase, n’est pas affectée par l’addition de F836 (Figure 20B). 

Ces résultats suggèrent que le F836 cible une étape post fusion.  

Figure 20 : Le composé F836 bloque la réplication du virus HCoV-229E-Rluc mais n’a aucun effet sur l’entrée des 

pseudo particules du virus HCoV-229E – A) Graphe représentant le pourcentage d’activité luciférase du virus 

HCoV-229E-Rluc en présence de F836 par rapport à la condition non traitée B) Graphe représentant le 

pourcentage d’activité luciférase des pseudo particules du virus HCoV-229E en présence de F836 par rapport à la 

condition non traitée 
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2) Résistance du virus HCoV-229E au composé F836 
 

Figure 21: Les variants du virus HCoV-229E C1, C2 et C3 sont résistants au composé F836  

 

Comme indiqué dans la figure 21, des virus ont été selectionnés en présence 

de concentration croissante de F836. L’expérience réalisée trois fois de manière 

indépendante a permis de selectionner trois variants viraux (C1, C2 et C3).  La 

succeptibilité au F836 des variants C1, C2 et C3 a été mesurée dans des cellules Huh7 

par RT-qPCR. La succeptibilité au F836 des variants C1, C2 et C3 est réduite de 

respectivement 13, 4 et 20 fois comparé au virus sauvage.  
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  Figure 22 : Couverture du génome à 100% du virus HCoV-229E WT et des variants DMSO, C1, C2 et C3 

 

Les génomes complets des differents variants ont été séquencés par « Next 

Generation Sequencing » (NGS). La couverture du génome pour le coronavirus HCoV-

229E est de 100% (Figure 22) et la technique de « shotgun metagenomic » permet 

l’identification et la quantification des variants minoritaires au sein de la quasi-

espèce virale: mutations minoritaires de 1 à 15%, mutations intermédiaires de 15 à 

50% et les mutations majoritaires >50%. 
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Tableau 3 : Positions sur le génome de l’ensemble des mutations apparues dans au moins un des 3 variants C1, 

C2 et C3  selon leur représentation au sein de la quasi-espèce virale : mutation minoritaire (<15%), mutation 

intermédiaire (15-50%), mutation majoritaire (>50%) 

 

Figure 23 : Représentation des mutations présentes sur l’ensemble des 3 variants viraux C1, C2 et C3 – T1 et T2 : 

Temps 1 et Temps 2 ; L : Leader ; ORF1a et ORF1b : Cadres ouverts de lectrue 1a et 1b ; S : Spike ; 4a et 4b : 

protéines accessoires ; E : Enveloppe ; M : Membrane ; N : Nucléoprotéine ; en rouge la seule mutation présente 

sur l’ensemble des trois variants à T1 et T2 
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Chacun des variants viraux a été séquencé à deux temps, T1 (90 jours) et T2 

(120 jours). Le tableau 3 représente l’ensemble des mutations apparues dans au 

moins un des trois variants viraux  C1, C2 et C3 et leur représentation au sein de la 

quasi-espèce virale. D’après la figure 23 on compte au total 11 mutations sur 

l’ensemble du génome avec deux mutations que l’on retrouve dans un seul variant, 

C3, à T2 (position 21138 dans la protéine Spike ; position 24957 dans la protéine 

d’Enveloppe), 3 mutations que l’on retrouve sur deux variants C1 et C2, à T2 (position 

19463 dans la protéine non structurale nsp15 ; position 22667 dans la protéine 

Spike ; position 25254 dans la protéine de Membrane) et 6 mutations que l’on 

retrouve dans les 3 variants (position 83 dans la région 5’UTR ; position 1804 dans 

nsp2 ; position 8381 dans nsp4, position 10902 dans nsp6 ; position 15626 dans 

nsp13 ; position 22125 dans la protéine Spike).  

La figure 23 et le tableau 3 nous montrent que la mutation en position 83 est 

la seule présente sur les trois variants C1, C2 et C3 dès T1 et que c’est également la 

seule mutation majoritaire au sein de la quasi espèce virale. Elle se situe dans la 

région non codante 5’ UTR, en aval de la séquence de régulation de la transription de 

la séquence leader (Figure 24).  
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Figure 24 : Mutation en position 83 dans la région 5’ UTR– L = Leader, nsp = « non strutural protein », TRS = 

« Transcription Regulating Sequence, WT = « Wild Type », Res = « Résistants » ; apparition d’une mutation 

présente chez les 3 variants C1, C2 et C3 aux temps T1 et T2 en position 83 (rouge) avec une transition G en U  

 

La région 5’ UTR des coronavirus est une région qui abrite des éléments 

structuraux, importants pour la réplication et la transcription. Cette région contient 

des structures en tige boucle, appellées SL1, SL2 et SL4 (« Stem-Loop 1/2/4) très 

conservées chez l’ensemble des coronavirus. La mutation que l’on retrouve sur les 

trois variants C1, C2 et C3 se situe au niveau de la structure en tige boucle SL4. Afin 

de savoir si cette mutation en position 83 pourrait modifier la structure de l’ARN, 

nous avons réalisé une prédiction de la structure secondaire en comparant la 

séquence de C1, C2 et C3 avec la séquence du variant DMSO (Figure 22). On 

remarque que la structure secondaire de l’ARN viral pourrait être modifiée par la 

mutation G en U en position 83, via une augmentation de la zone de non 

appariement dans la boucle interne où se situe la mutation. Ce changement 

nucléotidique entraînerait un changement structural de la tige SL4. 
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Figure 22 : Prédiction de la structure secondaire de l’ARN – A) séquence du virus DMSO B) séquence des variants 

C1, C2 et C3 ; la position 83 est entourée en rouge sur les deux figures ; encadré noir = zoom sur la structure SL4  
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Figure 22 (suite) : Prédiction de la structure secondaire de l’ARN – Diagramme en arc de la probabilité 

d’appariement de bases C) séquence de SL4 du virus DMSO D) séquence de SL4 des variants C1, C2 et C3 ; la 

position 83 est entourée en rouge sur les deux figures  
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3) Identification de la cyclophiline impliquée dans le cycle du HCoV-229E 
 

Afin de caractériser l’interaction entre la proteine N et la cyclophiline A ainsi 

que l’effet du F836 sur cette interaction des expérience de « crosslinking » ont été 

réalisées. La CypA purifiée a été incubée 5 minutes en présence de la protéine N du 

HcoV-229E purifiée et du F836 ou de l’Alv et de glutaraldehyde (0,025%). Les 

interactions entre la CypA et la protéine N ont été analysées par Western Blot (Figure 

25). La CypA a un poids moléculaire de 18 kDa et la protéine N du HCoV-229E, 44 

kDa. 

Les résultats montrent que la CypA interagit avec elle-même et s’oligomérise. 

L’Alv semble diminuer l’interaction entre les monomères de CypA tandis que le F836 

semble favoriser la dimérisation de celle-ci. Enfin, il semblerait que le F836 favorise 

l’interaction entre la protéine N du virus HCoV-229E et la CypA. 

 

Figure 25 : Le composé F836 favorise l’interaction de la CypA avec la protéine N du virus HCoV-229E– La 

cyclophiline A et la protéine N ont été incubées en présence de F836 ou d’Alv. A) Révélation avec l’anticorps anti-

CypA B) Révélation avec l’anticorps anti-N   
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La même expérience a été réalisée avec la protéine N du SARS-CoV-2 et les  

mêmes résultats que pour HCoV-229E ont été observés. Le composé F836 favorise 

l’interaction entre la protéine N du virus SARS-CoV-2 et la cyclophiline A (Figure 26). 

 

 

 

Figure 26 : Interaction de la CypA avec la protéine N du virus SARS-CoV-2 rompue par le F836 – La 

cyclophiline A et la protéine N ont été incubées en présence de F836 ou d’Alv. A) Révélation avec l’anticorps 

anti-CypA B) Révélation avec l’anticorps anti-N   
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III)  Repositionnement de drogues pour la lutte contre 
l’infection par le SARS-CoV-2 

 

A la fin de l’année 2019, le coronavirus SARS-CoV-2 a émergé en Chine. Très 

rapidement le virus s’est répandue sur toute la planète et la recherche d’un 

traitement efficace est devenu une priorité internationale. Au début de l’année 2020 

nous avons  entamé une stratégie de repositionnement de drogues afin de lutter 

contre l’infection par le SARS-CoV-2. 

 

 Alisporivir 
 

 

Inhibition of SARS-CoV-2 Infection by the Cyclophilin Inhibitor Alisporivir (Debio 

025) 

 Laurent Softic, Rozenn Brillet, François Berry, Nazim Ahnou, Quentin Nevers, 

Margot Morin-Dewaele, Sabah Hamadat, Patrice Bruscella, Slim Fourati, Jean-

Michel Pawlotsky, Abdelhakim Ahmed-Belkacem 

 

Nous avons commencé par étudier l’effet de l’alisporivir sur l’infection par le 

SARS-CoV-2. En effet l’alisporivir était connu pour avoir un effet antiviral in vitro sur 

les coronavirus. Celui-ci a également été jusqu’en phase 3 d’essai clinique dans le 

traitement contre le virus de l’hepatite C mais a été arrêté car, administré en 

association avec du peginterferon-α2a et de la ribavirine, le traitment a engendré 

cinq pancréatites dont une mortelle. Il n’était cependant pas responsable de toxicité 

lorsqu’administré seul, ce qui en faisait un candidat crédible pour lutter contre la 

Covid-19 face à la pénurie de solutions thérapeutiques.  

Nous avons tout d’abord montré, par RT-qPCR, l’activité antivirale dose-

dépendante de l’alisporivir in vitro en comparaison à la chloroquine (contrôle positif 

de l’inhibition de la réplication du SARS-CoV-2) ce qui nous a permis de calculer une 

EC50 = 0,46 ± 0,04µM pour l’alisporivir et de 0,35 ± 0,02µM pour la chloroquine. 
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Grâce à un test de cytotoxicité nous avons pu calculer la CC50  des composés et 

aucune des deux drogues ne montre de toxicité avant la concentration de 20µM. Ces 

résultats nous ont permis de calculer l’index thérapeutique de l’alisporivir >43 et de 

la chloroquine >57. 

Nous avons confirmé les résultats obtenus par mesure de l’ARN par RT-qPCR, 

précedemment décrit, grâce à la technique d’immunofluorescence et à un anticorps 

primaire anti-ARNdb. L’alisporivir inhibe de manière dose dépendante le nombre de 

cellules infectées par le SARS-CoV-2 avec une inhibition complète à 10µM. 

Par la suite nous avons déterminé l’étape du cycle viral du SARS-CoV-2 ciblée 

par l’alisporivir toujours en comparaison à la chloroquine qui est connue pour inhiber 

l’entrée par la voie endosomale. Nous avons tout d’abord infecté des cellules VERO 

E6 pendant 2h en présence d’alisporivir ou de chloroquine. Après lavage , les cellules 

ont été incubées 7 heures supplémentaires en présence de milieux frais sans 

composés. Les cellules ont ensuite été fixées et marquées grâce à un anticorps anti-

ARNdb. Aucune cellule n’était infectée dans la condition traitée à la chloroquine 

comme prévu, contrairement à l’alisporivir qui n’inhibe visiblement pas une étape 

d’entrée.  

Ces résultats ont été confirmés par un test de temps d’ajout montrant que la 

chloroquine perdait son effet lorsqu’elle était ajoutée 3h post infection alors que 

l’alisporivir perdait son effet 6h post infection, suggérant que l’alisporivir inhibe une 

étape post entrée du cycle de vie du SARS-CoV-2. 

Notre étude a montré que l’alisporivir avait un effet anti-SARS-CoV-2 similaire 

à la chloroquine in vitro avec une EC50 de 0,46 ± 0,04µM et de 0,35 ± 0,02µM , 

respectivement. L’étape ciblée par l’alisporivir est plus tardive que pour la 

chloroquine (post-entrée).  

En plus d’avoir une activité antivirale l’alisporivir pourrait avoir un effet 

protecteur sur les lésions causées par le virus par son inhibition de la CypD, impliquée 

dans l’ouverture  du mPTP et donc de la mort cellulaire par apoptose. L’inhibition de 

la cyclophiline D a été bénéfique dans de nombreuses pathologies différentes :  
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cardiaques, rénales et hépatiques. Les inhibiteurs de cyclophilines apparaissent donc 

comme une voie thérapeutique potentielle pour lutter contre l’infection par le SARS-

Cov2 par une activité antivirale et/ou par une activité protectrice des lésions 

pulmonaires. 
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 Ivermectine 
 

 

Oral ivermectin for a scabies outbreak in a long-term–care facility: Potential value 

in preventing COVID-19 and associated mortality?  

C. Bernigaud, D. Guillemot,* A. Ahmed-Belkacem,* L. Grimaldi-Bensouda, A. 

Lespine, F. Berry, L. Softic, C. Chenost, G. Do-Pham, B. Giraudeau, S. Fourati, and 

O. Chosidow 

 

 

L’ivermectine est un anti-parasitaire très utilisée dans le traitement contre la 

gale. L’équipe de dermatologues du Pr. Chosidow de l’Hôpital Henri Mondor a 

observé un effet positif de l’ivermectine orale, utilisée dans le cas d’une épidémie de 

gale dans un centre de soin pour personnes agées, sur le taux, la sévérité et le décès 

lié au SARS-CoV-2.  

 

Dans le cas de cette étude, le travail qui a été confié à notre équipe a été de 

confirmer les résultats de l’ivermectine in vitro et de tester la moxidectine qui est 

également un anti-parasitaire qui possède une demi-vie plasmatique plus longue.  

 

Nous avons commencé par déterminer les EC50 des deux composés. Pour cela 

nous avons infecté des cellules Vero E6 à MOI 0.05 pendant 48h en présence de 

concentrations croissantes de drogues. La production virale a été mesurée par RT-

qPCR et a permis de déterminer une EC50 de 0.14 ± 0.2 µM avec un maximum de 

réduction de l’ARN viral de 54846 fois à 5 µM pour l’ivermectine et une EC50 de 0.48 

± 0.08 µM avec un maximum de réduction de 19074 fois à 5 µM pour la moxidectine. 

 

Nous avons confirmé ces résultats par immunofluorecence en infectant des 

celulles VERO E6 à MOI 0.3 pendant 24h en présence de concentrations croissantes 

de drogues. L’ARN double brin a été marqué pour pouvoir observer et quantifier 

l’infection. L’ivermectine et la moxidectine diminuent de manière dose dépendante 



135 
 

l’infection par le SARS-CoV-2 avec une inhibition complète à 2.5 µM  pour chacune 

des molécules. 

 

Un test de temps d’ajout a également été réalisé pour identifier l’étape du 

cycle viral ciblé par les deux molécules. Les drogues ont été ajoutés 0h, 3h, 6h ou 9h 

post-infection. Les résultats ont montré que l’ivermectine et la moxidectine perdent 

une grande partie de leur activité lorsqu’elles sont ajoutées 3h post infection ce qui 

suggère que les deux molécules ciblent une étape précoce du cycle viral du SARS-

CoV-2. 

 

Cette étude confirme et caractérise l’effet antiviral de l’ivermectine sur le 

SARS-CoV-2 in vitro. Elle permet également de caractériser l’effet antiviral de la 

moxidectine, un autre anti-parasitaire dont les résultats in vitro sont semblables à 

ceux de l’ivermectine. Bien que la preuve formelle que les patients du centre de soins 

pour personnes agées soient infectés par le SARS-CoV-2 ne soit pas totalement 

établis, elle permet de soulever l’interêt à la fois de l’ivermectine comme traitement 

potentiel à la covid-19, mais aussi du concept d’un traitement en prophylaxie. 
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Discussion 

 

Les dernières décennies ont vu l’émergence ou la réémergence de nombreux 

virus. Le VIH et le VHC ont concentré une grande partie de la recherche notamment 

sur le développement d’antiviraux spécifiques. Aujourd’hui, malgré un traitement 

lourd et quotidien, l’infection par le VIH est contrôlée par l’utilisation de DAA et 

permet aux patients traités une nette amélioration de l’espérance et de la qualité de 

vie. L’utilisation de DAA pour lutter contre le VHC permet une guérison complète 

pour la quasi-totalité des patients soignés. Néanmoins, le développement de ces 

antiviraux a pris de nombreuses années. Face à plus de 200 virus, infectant l’Homme, 

orphelins de traitement et face à l’augmentation de l’émergence ou réémergence 

virale des dernières années, la stratégie de développement d’antiviraux spécifiques 

pour chacun d’entre eux ne semble pas toujours être la plus adéquate.   

 

A l’instar des antibiotiques pour les bactéries, la stratégie de développement 

d’antiviraux à large spectre semble la plus adaptée pour pallier l’absence de 

traitement antiviraux, comme nous le rappelle la crise sanitaire en cours. Les HTA 

ciblent des protéines ou des voies de signalisations de l’hôte, utilisées par les virus au 

cours de leurs cycles de vie. Les cyclophilines font partie de ces protéines et sont 

donc une cible très intéressante pour le développement d’HTA.  Il existe déjà des 

inhibiteurs de cyclophilines, comme la cyclosporine A qui a montré une activité 

antivirale sur de nombreux virus. Néanmoins, ses propriétés immunosuppressives 

l’empêchent d’être un candidat crédible pour le traitement d’infections virales. Pour 

pallier ce problème l’alisporivir, un dérivé non immunosuppressif de la CsA, a été 

conçu. Cette molécule a atteint la phase 3 d’essai clinique dans le cadre du 

traitement de patients atteints par le VHC, diminuant de 3 à 4 log la charge virale. Le 

développement de l’Alv a été arrêté à cause d’effets secondaires graves, non liés à 

l’inhibition des cyclophilines, lorsqu’il était administré avec de la ribavirine et de 

l’interféron. 
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Le laboratoire a conçu une famille de petites molécules non peptidiques 

inhibitrices des cyclophilines (SMCypI), qui se fixent dans les deux poches du site actif 

des cyclophilines : la poche catalytique et la poche gardienne. Les SMCypI inhibent 

puissamment l’activité PPiase des cyclophilines, bien que plus faiblement que l’Alv et 

la CsA, et sont moins toxiques que ces dernières (Ahmed-Belkacem et al. 2016).  

 

Les SMCypIs possèdent une activité antivirale in vitro sur plusieurs virus de 

familles différentes (VHC, DNV, ZIKV, Fièvre Jaune HCoV-229E, OC43, MERS et SARS-

CoV2) confirmant le potentiel des inhibiteurs de cyclophilines pour le développement 

d’antiviraux à large spectre. 

 

Les inhibiteurs de cyclophilines n’ont pas seulement un intérêt thérapeutique, 

ils sont aussi d’excellents outils pour comprendre l’implication des cyclophilines dans 

les cycles viraux.  La première étude des SMCypI a été réalisée sur le VHC, virus 

modèle du laboratoire, dont les interactions avec les cyclophilines sont maintenant 

bien connues. Nous avons pu montrer, qu’à l’instar de la CsA et l’Alv, le composé C31 

a une activité antivirale pan-génotypique sur les réplicons sous génomiques du VHC 

(génotypes 1a, 1b, 2a, 3a, 3b, 4a et 5a). L’utilisation de 6 SMCypI a permis de 

démontrer que l’activité antivirale et l’activité anti-PPiase sont finement corrélées. La 

modélisation moléculaire de la cyclophiline A en complexe avec le composé C31 et la 

CsA montre que leurs sites de fixations sont partiellement recouvrant. Ce résultat a 

été confirmé par les expériences de FRET qui montrent que le C31 déplace la CsA du 

site actif de la CypA. 

 

Nous avons également montré que le composé C31 rompt l’interaction entre 

la cyclophiline A et NS5A comme la CsA et l’Alv. Ce résultat indique que le C31, l’Alv 

et la CsA possèderaient un mécanisme d’action commun, responsable de l’activité 

anti-VHC. L’étude de la résistance du VHC au composé C31 nous a permis de 

conforter cette hypothèse. En effet, les deux mutations de résistance identifiées au 

sein du domaine II de la protéine virale NS5A, D320E et Y321H, ont également été 

décrites pour conférer la résistance à la CsA et l’Alv.  
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Bien que les effets soient parfois très modestes, le C31 inhibe, in vitro, la 

réplication de la Dengue, de la fièvre jaune, de Zika et du virus West Nile. Un seul des 

virus testés n’a montré aucune sensibilité au composé, le virus de l’encéphalite 

japonaise. Il n’existe encore aucune étude montrant l’implication des cyclophilines 

dans le cycle de vie du virus Zika. Seule une étude montre des résultats peu clairs 

quant à l’activité antivirale de la CsA sur la réplication du virus.  C’est dans ce 

contexte que nous avons réalisé un crible de 25 SMCypI contre la souche MR766 du 

virus Zika. Ce crible a permis d’identifier le composé F833 qui inhibe la réplication du 

virus Zika de plus de 2 logs. Cependant la plupart des composés n’ont montré aucune 

véritable activité antivirale. La relation de structure activité montre l’importance de 

la présence du benzothiophène greffé sur un groupement pyrrolidine en R1 et la 

présence d’un cyclohexyl ou phenyl substitué en R3.  

 

L’activité antivirale ne semble pas directement corrélée à l’inhibition de 

l’activité enzymatique des cyclophilines.  Ce résultat est corroboré par l’absence 

d’activité anti-Zika de la CsA et de l’Alv. L’ensemble de ces observations permettent 

de conclure que les mécanismes d’action anti-HCV et anti-Zika des SMCypI sont 

différents. 

 

 Les SMCypI ont la particularité de cibler les deux poches du site actif des 

cyclophilines contrairement à la CsA et ses analogues. Le fait que le F833 se fixe dans 

la poche catalytique et dans la poche gardienne pourrait expliquer cette différence 

d’activité antivirale. Le rôle des cyclophilines dans le cycle de vie du virus pourrait 

alors dépendre d’une interaction entre la cyclophiline et une protéine virale ou 

cellulaire nécessaire au virus. Le groupement en R3 du F833 empêcherait 

l’interaction protéine-protéine. Bien que l’effet antiviral du F833 puisse être dû à la 

fixation du composé sur une autre cible, la nécessité d’inhiber l’activité enzymatique 

des cyclophilines pour observer une activité antivirale des SMCypI laisse penser que 

les cyclophilines sont impliquées dans le cycle de vie du virus Zika.  

 

L’activité antivirale du F833 a été caractérisée via l’effet du composé sur la 

production d’ARN viral intracellulaire. L’EC50 du composé a été calculée et est de 14.6 
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± 2.5 µM . L’activité antivirale du F833 a également été caractérisée sur la production 

de particules virales infectieuses. Le virus produit en présence de 20µM de F833 

diminue le titre du virus d‘environ 2 logs.  

 

Enfin, nous avons déterminé l’étape du cycle viral ciblée par le F833. Bien que 

les résultats ne permettent pas de conclure précisément, le F833 ne cible pas une 

étape précoce puisque le composé perd la plus grande partie de son activité lorsqu’il 

est ajouté 9/12h post infection. Pour confirmer ce résultat nous envisageons de 

tester l’effet du composé sur un réplicon de la souche MR766 créé par l’équipe du Pr. 

Ralf Bartenschlager à Heidelberg (Münster et al. 2018). 

 

 Par suite d’un échec de production de la souche PRVABC59, nous n’avons pu 

tester nos composés sur cette souche de lignée asiatique, provenant de l’épidémie 

de Porto Rico en 2015. Les souches de lignée asiatique sont très proches les unes des 

autres mais diffèrent des souches de la lignée africaine, notamment au niveau de la 

protéine d’enveloppe, provoquant des différences d’infectivité et de pathogénicité 

notables (Carbaugh, Baric, and Lazear 2019; Giraldo et al. 2020). En collaboration 

avec l’équipe du Dr Muriel Coulpier, un crible des 25 SMCypI sera réalisé sur les 

infections par les souches MR766 et PF-25013-18 (lignée asiatique) de progéniteurs 

neuronaux, cellules cibles du virus.  Bien que très permissives, les cellules Huh7 ne 

représentent pas un modèle très relevant pour valider totalement le concept in vitro 

d’un nouvel antiviral anti-Zika ou pour faire une étude complète de mécanisme 

d’action des cyclophilines au sein du cycle viral.  

 

L’étude sur la souche MR766 du virus Zika n’apporte pour l’instant pas de 

réponse précise sur l’implication des cyclophilines dans le cycle de vie du virus. Une 

étude de résistance est en cours afin d’identifier un partenaire viral potentiel 

impliqué par une interaction direct ou indirect avec une ou plusieurs cyclophilines. 

Cette étude a permis d’identifier une nouvelle molécule qui inhibe fortement la 

réplication du virus Zika in vitro.  Cette molécule est également le premier inhibiteur 

de cyclophilines qui montre un effet antiviral conséquent sur le virus Zika.  
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Le rôle des cyclophilines dans le cycle de vie des coronavirus demeure peu 

clair et nécessite des recherches plus approfondies. Nous avons réalisé un crible de 

29 SMCypI pour tester leur capacité à inhiber la réplication de l’alpha coronavirus 

HCoV-229E en cellules MRC5. Les résultats ont montré une grande hétérogénéité 

d’efficacité des composés que nous avons pu classer en trois groupes distincts en 

fonction de leur activité antivirale et de leur activité anti-PPiase. La relation de 

structure activité, réalisée grâce à l’analyse de ces trois groupes montre la 

dépendance du groupement benzothiophène ou thioanisole greffé sur un pyrrolidine 

en R1 et du groupement aniline en R2 pour observer une forte inhibition de l’activité 

enzymatique. L’activité antivirale dépend elle de la présence d’un cyclohexyl ou d’un 

phényl substitué par des atomes halogènes ou par un O-méthyl en position R3, c’est-

à-dire à l’interface des deux poches du site actif des cyclophilines. Au contraire du 

VHC et de manière semblable au virus Zika, l’activité antivirale n’est pas directement 

corrélée à l’activité anti-PPiase. 

 

A ce jour nous avons identifié deux profils de mécanisme d’action antiviral : 

celui du VHC où l’activité antivirale est finement corrélée à l’activité anti-PPiase et 

celui des virus Zika et HCoV-229E, plus complexe, où l’activité anti-PPiase ne semble 

pas directement corrélée. Une différence notable est quand même à noter puisque 

dans le cas de l’infection par le virus Zika, la CsA et l’Alv n’ont aucun effet antiviral, 

contrairement à l’infection par le HCoV-229E.  

 

Plusieurs SMCypI ont montré une inhibition de la réplication supérieure à 2 

logs et un des composés, le F836, n’a montré aucune toxicité jusqu’à 100 µM et a 

donc été choisi pour caractériser son activité antivirale et pour tenter de déterminer 

son mécanisme d’action. Le F836 diminue fortement la quantité d’ARN viral 

intracellulaire de façon comparable à l’alisporivir et protège de l’ECP viro-induit avec 

une protection cellulaire complète à 12,5µM. 

 

Le composé possède une activité pan-coronavirus puisqu’il est également 

efficace contre 3 trois beta-coronavirus dont deux sont responsables d’infections 
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respiratoires sévères : OC43, SARS-CoV-2 et MERS-CoV. Ce résultat illustre l’intérêt 

des inhibiteurs de cyclophilines dans la lutte contre les infections par les coronavirus.   

 

Nous avons utilisé les cellules MRC5 comme modèle d’infection par le virus 

HCoV-229E. Les coronavirus ont la particularité d’utiliser deux voies d’entrée dans la 

cellule, la voie endosomale et la fusion à la membrane plasmique. Dans notre modèle 

cellulaire MRC5, le HCoV-229E utilise préférentiellement la voie endosomale. Il est 

donc sensible à l’E64d, un inhibiteur de l’entrée par voie endosomale via l’inhibition 

des cathepsines, et non sensible au camostat qui inhibe la fusion à la membrane 

plasmique via l’inhibition des protéases à sérine comme TMPRSS2. 

 

Le test de temps d’ajout du F836 a montré un profil tout à fait similaire à celui 

réalisé avec l’inhibiteur de l’entrée par voie endosomale, l’E64d, puisqu‘il perdait 

toute son activité entre 0 et 3h post infection (résultats non montrés). De manière 

très intéressante, le composé F836 semble efficace sur une étape précoce du cycle 

pour l’ensemble des coronavirus testés, puisqu’il est efficace lorsqu’il est ajouté 

uniquement pendant les deux premières heures d’infection. Ce résultat indiquerait 

que le mécanisme d’action antivirale du F836 pourrait être commun pour le HCoV-

229E, OC43, SARS-CoV-2 et MERS-CoV. 

 

Nous avons par la suite montré que le F836 bloquait une étape post-

attachement. Le traitement de l’infection par le HCoV-229E avec la trypsine a 

favorisé l’entrée par fusion à la membrane plasmique. Dans ce contexte, le F836 

bloque également la réplication du virus. Il semblerait donc qu’il bloque une étape 

commune aux deux voies d’entrée. L’utilisation des pseudo-particules par le Dr 

Sandrine Belouzard, nous montre que le F836 n’est pas actif sur l’étape d’entrée en 

elle-même et que l’étape ciblée par le F836 est donc post-fusion.  

 

L’étude de la résistance au F836 illustre la haute barrière à la résistance au 

composé. Après 120 jours de pression de sélection, nous avons identifié seulement 

11 mutations, présentes sur au moins un des trois variants C1, C2 et C3 et un faible 

niveau de résistance pour l’ensemble des variants (entre 4 et 20 fois). La mutation 
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dans la partie 5’ UTR a particulièrement retenu notre attention puisque c’est la seule 

présente sur l’ensemble des variants dès le premier temps de séquençage (T1) et la 

seule mutation présente de façon majoritaire (>50%) au sein de la quasi-espèce 

virale. 

 

 Cette région est composée d’éléments structuraux en tige boucle très 

conservés chez les coronavirus. La mutation 83 est située au niveau de la structure en 

tige boucle appelée SL4 et la prédiction de la structure secondaire de l’ARN montre 

un changement structurel de la tige via l’augmentation de la zone de non-

appariement dans la boucle interne où se situe la mutation.  

 

Deux mutations dans la protéine Spike en position 22125 (F519S) et 22667 

(L700I) ont également été observées sur C1, C2 et C3 et sur C1 et C2, respectivement. 

La F519S est présente dans la région S1 au niveau du RBD du HCoV-229E décrit par 

Breslin en 2003 (Breslin et al. 2003). La mutation L700I se situe au niveau du peptide 

de fusion et a déjà été publiée dans une étude qui porte sur l’identification de la voie 

d’entrée préférentielle des souches cliniques de HCoV-229E (Shirato, Kanou, et al. 

2017). Il semblerait que ces dernières soient moins sensibles aux cathepsines que les 

souches de laboratoire. Après 20 passages consécutifs sur cellules HeLa, la souche 

clinique devient plus sensible au cathepsines et entre donc plus facilement par voie 

endosomale. La mutation L700I compterait parmi les 6 mutations observées dans la 

région très conservée aux abords du peptide de fusion qui pourrait affecter l’usage 

des cathepsines. D’après les résultats de cette étude et nos résultats sur les pseudo 

particules, la mutation L700I ne semble pas due à la pression de sélection imposée 

par le F836 mais plus à l’adaptation du virus à la culture cellulaire, au fitness.  La 

mutation F519S, serait également une mutation qui favoriserait l’infection et donc le 

fitness des variants C1, C2 et C3 par rapport au virus WT.  

 

Les interactions de la cyclophiline A avec des protéines de capside ont déjà 

été démontrées. La Cyp A, par l’intermédiaire de son interaction avec deux 

hexamères de la protéine de capside du VIH (CA), participe à sa stabilisation. Celle-ci 

est cependant dépendante du niveau d’expression de cyclophiline A dans la cellule et 
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du type cellulaire infecté, témoignant de la complexité de son mécanisme d’action 

(Fricke et al. 2013; Liu et al. 2016). Dans le cas de l’infection par l’Enterovirus 71, la 

cyclophiline A interagit avec la protéine de capside VP1 et régule la décapsidation de 

manière pH dépendante (Qing et al. 2014).  

 

Dans une étude très récente, l’équipe de Von Brunn a montré une interaction 

entre la protéine N du HCoV-229E avec la cyclophiline A, rompue par la CsA et l’Alv 

(Ma-Lauer et al. 2020). De manière surprenante, mais très intéressante, nous avons 

montré que le composé F836 favorise l’interaction de la protéine N du HCoV-229E 

avec la cyclophiline A. Dans nos conditions d’expérimentation nous n’avons pu 

montrer la rupture de l’interaction en présence d’Alv car en absence de F836, celle-ci 

n’était pas observable en western blot. Nous pouvons simplement conclure que l’Alv 

ne favorise pas l’interaction entre la protéine N du HCoV-229E et la cyclophiline A et 

possède donc un mécanisme d’action anti-HCoV-229E différent du F836. 

 

L’efficacité antivirale du F836 pourrait donc s’expliquer par la stabilisation de 

la nucléocapside qui empêcherait la décaspidation de l’ARN viral. Le cas inverse se 

produirait avec l’Alv qui favoriserait la rupture de l’interaction et déstabiliserait la 

nucléocapside aboutissant également à l’effet antiviral. Cette hypothèse illustrerait 

parfaitement le paradoxe de l’interaction de la protéine N avec l’ARN viral. En effet 

cette interaction doit être forte pour que la nucléocapside puisse protéger le 

matériel génétique du virus, et elle doit à la fois être rompue sans trop de difficulté 

pour permettre la décapsidation et la libération du génome viral dans le cytoplasme. 

 

Une récente étude d’interactome de l’ARN du virus SARS-CoV-2 avec des 

protéines virales et cellulaires a montré une interaction de l’ARN viral avec la CypA et 

avec la protéine N (Schmidt et al. 2020). Un test de décapsidation en présence de la 

protéine N, de la CypA, des inhibiteurs de cyclophilines et de la séquence de la région 

non codante de l’ARN génomique avec ou sans la mutation est en cours de 

préparation. 
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Les interactions de la protéine N avec l’ARN viral ne servent pas uniquement à 

la formation de la nucléocapside. Elle interagit avec les régions 5’ UTR et 3’ UTR et 

permet de circulariser le génome des coronavirus. Cette étape serait essentielle pour 

la première étape de la réplication et donc la synthèse du brin négatif d’ARN (Lo et al. 

2019). Il n’est donc pas exclu que la cyclophiline A ait une importance à une étape 

post-décapsidation comme le suggère également une étude très originale réalisée 

par une équipe d’Oxford. La protéine N du SARS-CoV-2 subirait une autoprotéolyse 

qui donnerait cinq protéoformes de tailles variables ayant des fonctions différentes. 

La cyclophiline A interagirait avec le domaine d’interaction à l’ARN (NTD) présent sur 

deux des protéoformes et cette interaction serait rompue en présence de CsA 

(Lutomski et al. 2020)(non publiée).   

 

Les différentes études menées et décrites dans ce manuscrit montrent la 

complexité de l’étude des interactions des virus avec les cyclophilines. L’identification 

des groupements chimiques déterminants pour l’activité antivirale des virus étudiés 

au laboratoire a engendré la création d’un nouveau composé, le F83233, dont l’EC50 

(50% de l’effet maximum) a été calculé et comparé à l’EC50 des meilleurs composés 

sélectionnés pour chacun des virus (Tableau 4). 

 

 

 

 

Virus EC50 RNA fold decrease of 

the lead compound (µM) 

EC50 RNA fold decrease (µM) 

of F83233 

Zika  14.6 ± 2.5 0.68 ± 0.8 

HCoV-229E 16.4 ± 0.26 0.21 ± 0.015 

Tableau 4 : EC50 des meilleurs composés identifiés lors des différents cribles en comparaison à l’EC50 du F83233, 

sur les infections par chacun des virus 

 

 

Le composé F83233 s’est avéré bien plus efficace sur les deux virus d’interêt. Il 

améliore d’un facteur 78 la puissance d’inhibition de la réplication du virus HCoV-
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229E. La forte inhibition de la réplication de virus à ARN de familles très différentes, 

témoigne de l’interêt des SMCypI, et particulièrement des composés optimisés 

comme le F83233, dans le cadre du développement d’antiviraux à large spectre pour 

une utilisation thérapeutique.  
 

Il n’existe aujourd’hui aucun antiviral contre les coronavirus. La recherche 

d’antiviraux est donc plus que jamais d’actualité. Au début de l’année 2020, pour 

lutter face à l’infection par le SARS-CoV-2, nous avons établi une stratégie de 

repositionnement de médicament. Les inhibiteurs de cyclophilines ont montré une 

activité antivirale in-vitro sur l’ensemble des coronavirus humains et la CsA un effet 

antiviral in vivo sur un modèle murin infecté par le MERS-CoV. L’alisporivir a atteint la 

phase 3 d’essai clinique dans le cadre de l’infection par le VHC sans provoquer 

d’effets secondaires grave lorsqu’il était administré seul ou en combinaison avec la 

ribavirine. L’alisporivir semblait donc un candidat crédible pour lutter contre 

l’infection par le SARS-CoV-2. Le but de l’étude était donc d’évaluer les propriétés 

antivirales de l’alisporivir dans le but de générer la preuve de concept préclinique 

d’efficacité antivirale requise pour commencer un essai clinique chez les patients 

atteints de la covid19.  

 

 Nous avons évalué l’effet de l’alisporivir sur l’infection par le SARS-CoV-2 en 

cellules VERO-E6 en comparaison à la chloroquine. La production d’ARN viral diminue 

de façon dose dépendante en présence d’Alv et l’EC50 (concentration à laquelle il y a 

50% d’inhibition de la réplication du SARS-CoV-2) du composé est de 0.46 ± 0.04 µM 

contre 0.35 ± 0.02 µM pour la chloroquine. L’étape ciblée par l’Alv serait plus tardive 

que celle ciblée par la chloroquine qui cible l’entrée par voie endosomale du virus.  

Des données pharmacologiques préliminaires indiquent qu’après administration 

orale, l’alisporivir est largement distribué dans l’ensemble du corps et dans les 

poumons et que l’EC90 obtenu en cellules VERO-E6 est cliniquement réalisable sur le 

patient. De plus l’Alv pourrait également avoir un effet protecteur sur les lésions 

pulmonaires causées par l’infection par l’intermédiaire de son inhibition de la 

cyclophiline D, un régulateur clé de l’ouverture du mPTP impliqué dans le 

déclenchement de la mort cellulaire.   
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En collaboration avec une équipe de dermatologues de l’Hôpital Henri 

Mondor (Pr. Chosidow) nous avons étudié l’effet potentiel de l’ivermectine sur 

l’infection par le SARS-CoV-2. Tout d’abord nous avons confirmé l’activité antivirale in 

vitro de l’ivermectine et démontré l’activité antivirale in vitro de la moxidectine avec 

des EC50 de 0.14 ± 0.02 µM et 0.48 ± 0.08 µM, respectivement. Nous avons 

également démontré que les deux molécules agissent sur une étape précoce du cycle 

viral, puisqu’elles perdent 90% de leur efficacité lorsqu’elles sont ajoutées 3h post 

infection.  

 

 En mars 2020, des cas de gale ont été reportés dans un centre de soins pour 

personnes âgées, entrainant un traitement à l’ivermectine pour l’ensemble des 

patients (69 personnes) et du staff médical (52 personnes). Parmi les 121 personnes 

traitées à l’ivermectine, 10 cas ont été suspectés et 1 cas confirmé pour l’infection 

par le SARS-CoV-2, dont 7 patients atteints de facteurs de comorbidité d’un âge 

médian de 90 ans. Aucun cas sévère n’a été déclaré. Ces observations cliniques ont 

été comparées à celles de 45 centres de soins pour personnes âgées de la Seine et 

Marne. Le nombre de cas est un des plus faibles des 45 centres avec 1,4% de cas 

confirmés contre 22,6% dans les 42 centres ayant comptabilisés des cas. Ces résultats 

soulèvent l’intérêt potentiel d’un traitement prophylactique à l’ivermectine mais 

nécessite cependant des études plus approfondies et plus robustes pour déterminer 

si l’ivermectine est efficace contre le SARS-CoV-2. Aucune confirmation par RT-qPCR 

ou sérologique n’a été apportée pour savoir si les cas suspectés ont été infectés par 

le SARS-CoV-2. 

 

Des essais cliniques ont été menés en utilisant l’ivermectine avec des résultats 

encourageants puisque le traitement diminue la longévité des symptômes, les effets 

secondaires et la mortalité chez les patients traités avec la molécule (Pandey 2020). 

Ces résultats ont été obtenus en traitant les patients une fois les symptômes 

déclarés.  
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Face à une infection aigue, le laps de temps dans lequel les antiviraux peuvent 

avoir un effet est plutôt court (excepté s’ils ciblent l’immunité). En effet une fois les 

symptômes déclarés, les cas sévères ont montré que l’aggravement de la condition 

du patient était dû au dérèglement immunitaire important du patient (« cytokines 

storms ») pouvant aboutir à la mort de ce dernier. Le traitement antiviral post-

symptomes peut donc arriver trop tard. Il semble donc que traitement 

prophylactique soit la meilleure solution pour optimiser les effets d’une molécule sur 

le patient comme c’est le cas pour le tamiflu, utilisé en prophylaxie pour prévenir des 

grippes de type A et B. Il est néanmoins difficile d’observer des effets bénéfiques 

d’un médicament administré de façon préventive puisqu’il souffre d’aucun élément 

de comparaison et il est impossible de prouver que le patient ait été en « contact » 

avec le virus. Une étude in vivo sur un modèle animal semble alors primordiale. 
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