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AVANT-PROPOS

Dans le cas de I'infection par le virus de I'héga€ (VHC), 75 a 85% des patients évoluent
vers une infection persistante. La forme persistadg I'infection virale est responsable de la
pathogénécité du VHC en raison du développemettiedites hépatiques, telles que la cirrhose et
le carcinome hépatocellulaire. Ces stades termidaua maladie associée a I'infection par le VHC
représentent des indications majeures de transpiamtde foie dans les pays industrialisés. En
2010, il a été estimé qu’environ 160 millions diwidus sont chroniquement infectés par le VHC
dans le monde.

Aucun vaccin prophylactique n’est actuellementpdisble. Le traitement antiviral de
référence associe la combinaison interfémopégylé et ribavirine. Toutefois, il est tres malété
sur le plan clinique, biologique et psychologiqu@’est efficace que chez environ 50% des patients
chroniquement infectés par un VHC de génotype hoype le plus frequent en Europe et en
Amérique du Nord.

Depuis plusieurs années et dans le but d’améllergaitement anti-VHC et de développer
des outils thérapeutiques spécifiques de certaiidss virales, la recherche est active sur leecycl
viral et les mécanismes par lesquels le VHC échappteaitement antiviral de référence. En effet,
les mécanismes d’échappement du VHC au traitenoeinsal connus. Certains facteurs d’hote tels
gue I'age, le sexe, l'origine ethnique, les comdits ou encore des facteurs génétiques ont été mis
en évidence pour leur corrélation avec la réponge l@Eithérapie pégylée. Bien que des facteurs
virologiques comme les niveaux de charge virala eature du génotype du VHC soient associés a
la réponse au traitement, peu d’'informations saspahibles sur les caractéristiques moléculaires
des protéines virales, en particulier les glycafirms d’enveloppe, en lien avec la résistance au
traitement.

En raison du rdle important que jouent les glyotgines d’enveloppe E1 et E2 dans le
cycle viral et dans I'échappement aux réponses iniiaives de I'h6te, nous nous sommes
intéressés dans le cadre de ce projet a évaluercdeactéristiques moléculaires de ces
glycoprotéines et leur lien potentiel avec la ré&morau traitement antiviral de référence, tout
d’abord par des approches de bio-informatique st par des tests fonctionnels.

Dans une premiére partie, ce manuscrit fait un aeatlieux détaillé sur le sujet. Dans un
second temps, il présente les résultats obtensgloces travaux de these et leurs implications. Le

procédures expérimentales utilisées pour la rdalisdu travail figurent en annexe.



INTRODUCTION GENERALE

|. Découverte d’un virus responsable d’'une hépatite meA, non-B : le virus de
I'hépatite C (VHC)

Au début des années 70, des tests sérologiquesicpes des virus de I'hépatite A (VHA)
et B (VHB) ont été développés. En 1975, Feinsteinal. ont évalué une cohorte de 22 patients
pour qui un diagnostic d’hépatite post-transfusalenétait clairement établi. Les patients ont été
testés avant et apres transfusion sanguine pouVHk, le VHB ainsi que pour d’autres agents
viraux déja connus a I'époque comme pouvant éspomsables de dommages hépatiques (virus
d’Epstein Barr et cytomégalovirus). Leurs résultatd montré qu’aucun de ces virus n’étaient
impliqués dans ces cas d’hépatite. En outre, la rais cause d’'un agent non-viral dans ce type
d’hépatite a également été écartée. Ainsi, lesuasiten ont déduit qu'un probable nouvel agent
viral inconnu pouvait étre responsable de ces tépappelées “non-A, non-B” (NANBH) et que
cet agent serait communément transmis dans le catle la transfusion sanguine
(Feinstoneet al, 1975).

En 1978, Alteret al. réussirent a infecter des chimpanzés a partiédenss en provenance
de patients atteints d’'une NANBH post-transfusidiené.’évidence biochimique et histologique du
développement d’'une hépatite était retrouvée cloes tles chimpanzés infectés. Comme la
NANBH était transmise par des sérums de patienésng aussi bien d’'une hépatite aigué que
d’'une hépatite chronique, une phase de portagenicju® de I'agent responsable de la NANBH a
alors été fortement suggérée (Aladral, 1978). Ainsi, bien que I'agent causal ne f(t pasore
clairement identifié, les auteurs ont conclu queNEANBH étaient dues a un agent transmissible
qui pouvait persister et rester infectieux durar longue période.

Dans les années 80, une banque d’ADNc dérivée danséde chimpanzés atteints de
NANBH a été construite par Choet al. dans le bactériophagegtll, lequel permettait une
expression efficace des polypeptides codés paARNc (Choo et al, 1989). Cette banque a
ensuite été passée au crible avec des sérums i@atpatteints de NANBH, ce qui a permis
d’identifier un clone positif réactif aux anticorge ces patients (clone 5-1-1). Les caractérissique
moléculaires de ce clone ont ensuite été étudiipsd 1).

D’apres les propriétés moléculaires du clone 5-@'elst en 1989 aprés six ans de travail que
Choo et al. ont enfin pu identifier pour la premiére fois l&ag viral responsable des NANBH

(Chooet al, 1989). Cet agent causal fut dés lors rebaptises de I'hépatite C ou VHC.
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Cette découverte a permis rapidement de prévenmd@rité des cas de transmission du
VHC par transfusion sanguine. En effet, des 1990premier test ELISA était disponible et a
permis le dépistage systématique des donneurslaahgpart des pays occidentaux. Ceci a permis
de diminuer de plus de 70% l'incidence des hématiens le cadre de la transfusion sanguine pour
arriver a un taux résiduel d’'incidence de 1,5%spubche de 0% désormais. Les cas d’hépatite C
post-transfusionnelle ont en effet été pratiquem@madiqués en 1992 avec l'arrivée d'un test
ELISA de seconde génération, plus sensible (Altétaaghton, 2000).

Ultracentrifuge MNANBH
MNANBH-infectious patients
chimpanzes plasma
l Serum antibodies
Pellet

;ramota‘ / Figure 1. Schéma de l'approche
RNA+DNA i
\ posiioas T Inebate expérimentale de Chocet al.
m,/ (1989) ayant abouti a l'isolement
Bacterial cDNA libraries in “expression’ vector Agt1i
l moléculaire et a [lidentification
Deterrmine properies of clona 5-1-1 du VHC (d'aprés Houghton
« Extra-chromosomal
« Derived from RNA (~9600 nt) found any
L DI s s el s oo (Houghton, 2009)).

found anly in NANBH infactions

|

|dentification of hepatitis C virus
(HCV)

[I. Caractéristiques cliniques du VHC

1). Prévalence de l'infection par le VHC
a.Dans le monde

Comme la plupart des infections aigués par le V8@t ssymptomatiques, des données
fiables sur I'incidence des nouveaux cas d’infectpar le VHC sont difficiles a obtenir. Ainsi,
comme la mesure de l'incidence ne produit que rargrdes chiffres fiables, I'épidémiologie du
VHC est souvent évaluée a partir de données dalere.

En 2010, a partir de données publiées, Lavanchstim& que la prévalence mondiale du
VHC était de 2,35%, soit environ 160 millions d'midus chroniquement infectés risquant de
développer une cirrhose suivie ou non d'un carcedmpatocellulaire (Lavanchy, 2011). Ces
estimations sont en accord avec les données faupaie’ OMS qui évalue a 130 - 170 millions les
personnes aujourd’hui chroniguement infectées @afHC a travers le monde. Bien que le VHC

11



soit endémique dans le monde entier, il existe dendgs disparités dans sa distribution
géographique. Comme illustré danditpure 2, les pays du continent américain (a I'exceptiorade
Bolivie présentant un taux de prévalence de 4,1686)pays d’'Europe de I'Ouest et du Nord, la
majorité des pays du Maghreb, les pays a I'extr8ome du continent africain, les pays d’Asie
bordant le golfe du Bengale et I'Australie présantdes taux de prévalence relativement faibles
(< 2%). Une grande disparité existe au sein des payMoyen-Orient qui affichent des taux de
prévalence allant de < 1% jusqu'a > 10%. En eff&gypte est un pays de forte endémicité
atteignant un taux de prévalence du VHC de 14%4dhely, 2011). La principale cause de ce taux
élevé en Egypte remonte aux campagnes de traitedaantisse de la bilharziose par administration
parentérale d’antimoine. Ces campagnes ont étét@Ebulans les années 20 et arrétées dans les
années 80 (Frankt al, 2000). Les procédures d’hygiéne et de stéribsatiu matériel entre chaque
patient étaient souvent omises en raison d'un maggguipement et de contraintes de temps, ce
qui a certainement engendré une vaste transmisigota maladie au sein de la population
égyptienne. Les pays d’Europe de I'Est, d’Afriguen@ale et d’Asie sont globalement les plus
touchés par le VHC et présentent des taux de pée@alde moyens a élevés. En effet, 'endémicité
est globalement moyenne dans les pays d’EuropeEde de I'Asie Centrale, Orientale et du
Sud-Est avec des taux de prévalence variant ergteb2 (a I'exception de I'Ouzbékistan et de la
Mongolie atteignant des taux de prévalence éleve$,8% et 10,7%, respectivement). C’est
I'Afrigue Centrale qui regroupe le plus de paysnaémicité élevée dont une grande proportion
affiche des taux de prévalence compris entre D#t &t méme au-dela. En effet le Cameroun et le

Burundi atteignent des taux de prévalence de 1&83é 11,3%, respectivement (Lavanchy, 2011).
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Figure 2. Prévalence du VHC dans le monde en 2010 (d’apmearnchy (Lavanchy, 2011)).
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b. En France

Une enquéte de I'INVS incluant 14 416 sujets a régnée en 2004 afin d’évaluer la
prévalence de l'infection par le VHC en France wgttitaine (INVS, 2007). Cette étude a permis
d’estimer que le taux de prévalence d’anticorps\AHC dans la population francaise agee de 18 a
80 ans était de 0,84%, soit environ 367 000 pees®mporteuses d’'anticorps anti-VHC. Parmi les
personnes détectées séropositives dans I'étugrélalence de I'infection chronique par le VHC
était estimée a 65%. Ainsi, le taux de prévaleredidfection chronique au sein de la population
francaise agée de 18 a 80 ans a été estimé a 0se®%nviron 221 000 individus chroniquement
infectés. Globalement, parmi les personnes diagnasts séropositives pour le VHC durant cette
enquéte, seulement 57,4% d’entre elles avaientaissemnce de leur séropositivité.

L’étude a également montré que la séropositivitér pe VHC variait en fonction du sexe et de
l'age. En effet, la prévalence d’anticorps anti-VHCété estimée chez les hommes et chez les
femmes a 0,66% et 1,02%, respectivement. La pnéeald’anticorps anti-VHC la plus élevée était
retrouvée chez les personnes agées de 45 a 4R 28%] alors que la plus faible chez les
personnes agées de 18 a 24 ans (0,04%).

Toutefois, dans une étude plus récente de 2018ujede prévalence du VHC en France a été

estimé a un niveau plus élevé que celui détermanél'ptude de I'INVS en 2004. En effet,
Lavanchy a estimé que le taux de prévalence ercérmtait de 1,3% (Lavanchy, 2011).
Cette disparité dans les chiffres entre 2004 eDiurrait en partie étre due i). a la survenue de
nouveaux cas chez les personnes résidentes ereFiiqnia prise en compte ou non des personnes
agées de moins de 18 ans dans les estimationgvkdgmce et/ou iii). a une immigration accrue de
personnes nées dans un pays ou la prévalence duegHE2,5%, puisque selon I'INVS, ces

personnes présentent un risque d’'infection paHE€\lus élevé (INVS, 2007).

2). Aspects cliniques et physiopathologie de l'infectiopar le VHC

a. Mode de transmission

La transmission du VHC se fait essdletigent par voie parentérale. Avant I'apparition de
tests serologiques en 1990 permettant le dépisimiématique des donneurs de sang dans les pays
développés, la cause majeure de transmission du Y&pOsait sur les actes de transfusion
sanguine. Aujourd’hui, les cas de transmissioresaities transfusions sont pratiquement éradiqués.
De méme, l'application d’'un dépistage systématighez des donneurs d’organes a également

permis d’enrayer fortement les cas de transmisdens le cadre de la transplantation d’organes.
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Cependant, dans les pays n'appliquant pas en eooéis tests de dépistage (notamment les pays en
voie de développement), les actes de transfusingus@e et de transplantation d’organes restent
des sources importantes de transmission du VHC (Ab@s; Alter, 2007).

Ainsi, dans les pays développés, le facteur dgueisactuellement le plus important est
l'utilisation de drogues en intraveineuse (IV) li@éai partage du matériel d’injection entre
toxicomanes. D’aprés 98 études (publiées entre £#92000) mentionnant la prévalence du VHC
dans quasiment tous les pays d’Europe, Royal. ont rapporté que le taux de prévalence
d’anticorps anti-VHC au sein de la population eéeme des utilisateurs de drogues en IV variait
entre 30 et 98% (Rogt al, 2002). En revanche, aprés exposition accidendéellsang contaminé,
'incidence moyenne de la séroconversion anti-VHi@zcles personnels de santé n'a été estimée
qu’a 1,8% (Alter, 2007).

Contrairement aux pays développés, I'approvisiorerd@ des pays émergeants en matériel
meédical stérile peut étre faible voire inexistddans le contexte des injections thérapeutiques, ce
mangue conduit a la réutilisation de matériel $éudxposant les individus a un risque de
contamination. Par exemple, en Inde, la prévaleheeVHC chez des personnes ayant recu
plusieurs injections thérapeutiques contre la femhiose viscérale est de 31,1%, ce qui est
significativement plus élevé que la prévalence mageobservée dans I'ensemble de la population
indienne (Martinget al, 2011).

Il a été documenté que les patients sous hémodiglgsentent de hauts taux de prévalence
d’infection par le VHC. La transmission du virusndace contexte est généralement nosocomiale :
mauvaise deésinfection des appareils entre lesmigtipartage entre patients de matériel de dialyse
(comme la fiole d’'infusion) normalement a usageguei(Sy & Jamal, 2006).

Par ailleurs, le taux moyen de transmission vddic@de la mére a l'enfant) est
approximativement de 5%. Les facteurs de risque peuype de transmission peuvent étre une
charge virale élevée chez la mére, un accouchemmibngé ou encore une co-infection
VIH-VHC. En revanche, il semblerait que l'allaitentene contribue pas significativement a la
transmission du VHC (Martinst al, 2011).

Le comportement sexuel pourrait aussi contribuda @aransmission du VHC. Dans ce
contexte, les facteurs de risque peuvent inclakes: partenaires sexuel(le)s multiples, la présence
d’autres maladies sexuellement transmissibleshfinmnase, VIH, syphilis et chlamydiose) ou la
non-utilisation de préservatifs (Martiesal, 2011).

Pour finir, plusieurs autres modeles de transmissixistent tels que : tatouage, piercing,

acupuncture, rituels de scarification ou encoreoticision (Martingt al, 2011).
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b. Manifestations cliniques de l'infection par le VHC

La primo-infection par le VHC va en premier lieuctncher chez I'héte une phase aigué
qui pourra se résoudre spontanément. Cependantlalgrhgpart des cas, I'hépatite C va évoluer
vers une phase chronigue pouvant a long terme aenaules atteintes hépatiques graves comme la

cirrhose suivie ou non d’un carcinome hépatoceahelgdigure 3).

d

\ Infection aigtie

)\ Infection chronique
\ Cirrhose

Carcinome
\ hépatocellulaire

Guérison
spontanée
(15%-25%)

Figure 3 Histoire naturelle de l'infection par le VHC.

Lors d’une infection aigué par le VHC, I'ARN virgleut étre détecté dans le sérum de la
plupart des patients entre 1 a 2 semaines apgmaia-infection. Les niveaux d’ARN augmentent
rapidement dans les toutes premieres semainesnsulirdection puis ensuite plus lentement,
jusqu’a atteindre brievement des niveaux compriseedl@ & 10 Ul/mL juste avant le pic
d’élévation des transaminases (ALAT) dans le sémime début des symptdmes. La période
d’incubation du virus est relativement courte puesdiélévation des ALAT, indiquant une cytolyse
hépatique, commence entre 2 et 8 semaines appésia-infection (Hoofnagle, 2002jigure 4A).
Généralement, la plupart des individus sont asymatigues sur le plan clinique. Toutefois, selon
'OMS, environ 20% des personnes en phase aigliéntection peuvent présenter des symptomes
clinigues comme fievre, fatigue, anorexie, nausgmieszomissements, douleurs abdominales et/ou
articulaires, urines foncées, décoloration dessf@teactére. L'hépatite C aigué évolue trés raréamen
vers une hépatite fulminante. Grace au développerdame réponse immunitaire efficace,

I’hépatite aigué est résolue chez 15 a 25% desithds infectés par le VHC. Chez ces personnes, la
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clairance virale est généralement effective dass3la 6 mois suivant la primo-infection. Le reste
des patients évolue vers une hépatite C chronigpeésentant la majorité des cas.

Une hépatite chronique C est définie par la penstgt de 'ARN du VHC au moins 6 mois
apres la primo-infection. Le taux moyen de passafgechronicité est de 75-85% mais peut varier
en fonction de I'age, du sexe, de l'origine etheigt du statut immunitaire des individus.

Durant I'évolution de I'hépatite aigué vers la ahimté, les niveaux d’ARN du VHC et d'ALAT
peuvent fortement fluctuer et certains patientsuma période ou I'ARN du VHC est indétectable et
les niveaux d’ALAT sont normauxigure 4B). Cette période est immediatement suivie par une
forte remontée de la charge virale ainsi qu'uneatién des ALAT. Ce motif de clairance suivi
d’'un rebond virologique est observé chez au moimsquart des patients qui développent une
hépatite chronique. Cependant, il n'est détecté anez les patients régulierement suivis pour la
guantification de leur virémie. Ainsi, la fréquenoéelle de ce motif d’évolution pourrait étre
beaucoup plus élevée (Hoofnagle, 2002). La fluetnatde I'ARN du VHC ou le rebond
virologiqgue observés reflétent vraisemblablemestHappement du VHC au systéme immunitaire

permettant I'établissement de la chronicité defdation.
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Figure 4. Cinétique des marqueurs d®) ('infection VHC aigué résolutive etB() I'infection VHC

aigué qui évolue vers une infection chronique (cBagHoofnagle (Hoofnagle, 2002)).

Une fois que la chronicité de l'infection est étables niveaux d’ARN tendent a se stabiliser. La
plupart des patients atteints d’hépatite chroniGuant peu ou pas de symptémes cliniques, le plus
commun pouvant étre une fatigue intermittente. @fmig, des cas de douleurs a I'hypochondre
droit, de nausée et d’anorexie sont parfois raggoita chronicité de l'infection va engendrer chez
la plupart des patients des lésions nécro-inflaroitest hépatiques (Hoofnagle, 2002). Afin

d’apprécier le degré de sévérité de l'atteinte tigpe, la référence est la ponction biopsie
hépatique (PBH). L'analyse histologique de la biegsermettra de définir le score METAVIR
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associant un score d’activité (A0 a A3) et un saw&dibrose (FO a F4). Un score de fibrose F4 sera
révélateur d’'une cirrhose. A c6té de la PBH, dessteon-invasifs sont de plus en plus utilisés

(fibroscan, actitest-fibrotest).

Il a été estimé qu’environ 20% des patients chregngent infectés par le VHC développent une

cirrhose aprés 20 ans d’infection (Seeff, 2002eZLBs patients dont le diagnostic de cirrhosetC es
établi, l'incidence annuelle du développement daarcinome hépatocellulaire est de 1 a 4%

(Zein, 2003).

c. Manifestations extra-hépatiques de l'infection paVHC

Les manifestations extra-hépatiques (MEH) danstgexte d’'une infection VHC sont des
phénomenes fréquents puisqu’il est estimé qu’etiret 74% des patients infectés développeront
au moins une MEH au cours de la maladie. Plusidiitsl ont été rapportées dont la plus commune
est la cryoglobulinémie mixte. D’autres MEH de gr@s plus ou moins importantes ont été décrites
comme par exemple : lymphome non-Hodgkinien, patiphyichen plan, hypothyroidie ou encore

des manifestations rhumatologiques (Galessil, 2007).

3). Traitement de l'infection chronique par le VHC

a. Du premier traitement au traitement actuel de réf@re par IFNa pégylé et ribavirine

A la fin des années 80, il a été montré que I'iéren-o. (IFN-o) était capable de réduire le
niveau des transaminases dans le sérum (ASAT etTAlodarqueurs biologiques de la cytolyse
hépatique) ainsi que celui de la charge virale HCV Cette cytokine est devenue disponible au
début des années 90 pour le traitement des patigmsniquement infectés par le VHC
(Ramadori & Meier, 2001). Cependant, le taux denéps biochimiques soutenues (normalisation
du niveau des ALAT dans le sérum) et celui de répsrvirologiques soutenues (RVS : ARN du
VHC indétectable 6 mois apres l'arrét du traiterhétaient faibles chez les patients traités avec
cette molécule. Le taux de RVS n’excédait pas 6% (Ramadori & Meier, 2001).

En 1998, I'lFNe a été associé a la ribavirine (analogue nuclémpsidide la guanosine) ce
qui a permis d’augmenter le taux de réponses \gigles. En effet, dans une étude de Davial,
I'efficacité de la combinaison IFN-et ribavirine par rapport a celle de I'lFiNseul a été évaluée
dans une cohorte de 345 patients chroniquemertdtéset porteurs d’un VHC de génotype 1, 2 ou

3. Les résultats ont montré que le taux de RVS tsepatients traités par la bithérapie augmentait
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a 49% alors qu'l restait faible (5%) chez les eats traités uniquement par IFN-
(Daviset al, 1998).

Au début des années 2000, I'lFNségylé (PEG IFNx : molécule d'interféron stabilisée par
couplage a du polyéthylene glycol) a été introdais la bithérapie anti-VHC a la place de I'lN-
standard. A I'hneure actuelle, cette bithérapie pEgyeste le traitement de référence administré
chez les patients chroniquement infectés par le VHC
La pégylation de I'lFN produit une molécule biolggement active avec une demi-vie plus longue
et donc limite le nombre d’injections a une par aem, alors que le traitement par IleNstandard
nécessitait trois injections par semaine. De plug, été montré que l'association PEG lkNet
ribavirine augmentait le taux de réponses virologgja long terme par rapport a la bithérapie
standard. Selon trois essais cliniques de référéese¢aux de RVS chez les patients traités par PEG
IFN-o/ribavirine sont de 42-52% pour le génotype 1 et84% pour les génotypes 2 et 3
(Mannset al, 2001; Friecet al, 2002; Hadziyannist al, 2004).

Deux types de PEG IFNM-sont commercialisés : PEG IFIN2a et -2b. La posologie de la
bithérapie pégylée est généralement de 180 ugiserda PEG IFNx-2a ou de 1,5 pg/kg/semaine
de PEG IFNa-2b et de 800 a 1 400 mg/jour de ribavirine en fiomcdu génotype viral et du poids
du patient. D’apres des essais cliniques, les dutédraitement optimales sont ordinairement de 24
semaines pour les patients infectés par un VHCémotgpe 2 ou 3 et de 48 semaines pour ceux
porteurs d'un VHC de génotype 1, 4 et 6. Trop peuddnnées sont disponibles pour pouvoir
prévoir la durée optimale de traitement des paienfectés par un VHC de génotype 5
(Ghanyet al, 2009).

Cependant, le traitement est de plus en plus adtrénia la carte” en fonction notamment
des réponses virologiques tot apres linitiationtcaiitement. Par exemple, la réponse virologique
rapide (RVR: ARN du VHC indétectable 4 semainesegf’initiation du traitement) est un
excellent facteur prédictif d'une RVS. A l'inverskgchec du patient a développer une réponse
virologique précoce (RVP : diminution de 'ARN dwHZ > 2 log UI/mL 12 semaines apres le
début du traitement, cRVP : ARN du VHC indétectabla semaine 12) est un fort indicateur d’'une
absence ultérieure de RVS (Martinot-Peignetnral, 2009). Ainsi, la durée du traitement pourra
étre raccourcie en cas de RVR ou arrétée en chsatiae de RVP (Ghamy al, 2009).

Le traitement peut étre également affecté dansisse et sa posologie théoriques a cause de
la tolérance du patient présentant des effets iraddss. En effet, le traitement par PEG kNt
ribavirine entraine souvent de lourds effets seawad pouvant conduire a diminuer le dosage voire
interrompre prématurément le traitement.

Les effets secondaires les plus communs dus au IFEG incluent la fatigue, les douleurs

musculaires et des troubles psychologiques (dépresgsque suicidaire, irritabilité, anxiété et
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sommeil perturbé). Quant a la ribavirine, les sffsecondaires les plus frequents sont d’ordre

biologique et regroupent I'hémolyse et 'anémie (ydedet al, 2007).

b. Mode d’action de l'interféron- et de la ribavirine

- Interféronw

L'IFN-a et 3 sont des interférons de type I. Lors d’'une infactvirale, les interférons de
type | sont naturellement induits lors de la régomsmunitaire innée de I'hote. L'immunité innée
est déclenchée par 'activation de détecteurs le@is qui vont reconnaitre la présence des PAMPs
(pathogen-associated molecular patterridans le cas du VHC, les deux principaux détesteant
TLR3 (toll-like receptor 3 et RIG-I {etinoic acid inducible genekl La détection des PAMPs va
conduire a l'activation des facteurs de transaipiRF3 (nterferon regulatory factor Bet NFkB
(nuclear factorxB) qui seront transloqués au noyau cellulaire owdsveront la transcription du
gene de I'IFNB. L'IFN-B sécrété va agir de maniere autocrine et paragome stimuler le
récepteur tyrosine kinase de l'interféreffy- et ainsi activer la voie de signalisation Jak-STAT
L’activation de cette voie de signalisation va détieer sur la transcription des ISGs
(interferon-stimulated gengsPlus de 200 ISGs ont été identifiés parmi lelqlee PKR protein
kinase RNAds-dependgntla OAS @’-5-oligoadenylate synthetakeet la Mx1 (nyxovirus
resistance JLont des actions antivirales directes (Tai & Chu2@09), permettant de minimiser la
propagation du virus. Cependant, certaines praémhe VHC peuvent négativement moduler
immunité innée en interférant avec le bon dérmdat de la voie de signalisation de I'lFN ou en
interagissant directement avec les produits dess.ISt&ci sera discuté plus en détail pour les
protéines virales impliguées dans la partBIOLOGIE DU VHC, section ‘Organisation

génomique du VHC

Dans le cas d’'une infection VHC, cette voie de aligation endogéne de I'lFN de type |
déclenchée au niveau des cellules permissivesc{palement les hépatocytes) est la méme que
celle qui est empruntée par le PEG IkNexogene, administré lors du traitement anti-VHC

(figure 5).
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Figure 5. Voie de signalisation de I'lFN-(d’apres Aghemet al. (Aghemoet al, 2010)).

Outre son role crucial dans 'immunité innée, Eriéron de type | augmente la réponse
immunitaire adaptative contre le VHC. Par exemfle été montré que l'interféron de type |
stimule la prolifération des cellules T CD4+ mémpiaugmente la différenciation des cellules
dendritiques et permet d’accroitre I'expression@MH de classe | a la surface des hépatocytes
(Tai & Chung, 2009), nécessaire aux lymphocytedDB-€cytotoxiques pour la reconnaissance des
cellules infectées.

L'interféron de type | exerce donc d’une part uctvéé antivirale directe, et d’autre part
une activité antivirale indirecte via des mécanisimemunomodulateurs.

De plus, Le Bonet al. ont montré que I'lFN de type | pouvait stimuler léponse
immunitaire humorale. En effet, 10 jours aprésj¢aion de gammaglobulines de poulet (GGP) a
des souris B6, les auteurs ont mesuré les titrastidorps spécifiques des GGP dans le sérum par
un test ELISA. Leurs résultats montraient que I'adstration de GGP seule était faiblement
immunogéne. En revanche, en immunisant les soarignpection simultanée de GGP et d'IFN de
type |, les titres d’anticorps anti-GGP augmentaggnificativement dans le sérum des souris 10
jours apres l'injection. L'augmentation était ere@ius significative si les souris recevaient 1 a 2
injections supplémentaires d’IFN de type | apréariunisation. Ils ont donc conclu que I'lFN de
type | pouvait avoir une forte activité adjuvanteassi permettre d’accroitre la réponse humorale
primaire face a un antigene soluble (Le Bemnal, 2001). Par un mécanisme similaire, il est
possible d’envisager que le PEG INgsuisse stimuler 'immunité humorale chez les indlig
infectés par le VHC.
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- Ribavirine

La ribavirine est un analogue nucléosidique deulangsine synthétisé pour la premiére fois
en 1972 (Witkowsket al, 1972). Cette molécule correspondait au premieléoside synthétique
qui montrait une activité antivirale a large spe¢®idwellet al, 1972).

Le réle antiviral de la ribavirine reste encorecaufl’hui mal compris. Chez le patient traité,
la ribavirine est administrée sous forme de nudaospuis est convertie en ribavirine
monophosphate (RMP), diphosphate (RDP) puis triphate (RTP) grace a des kinases cellulaires.
La RMP induit une réduction du pool intracellulaide guanosine triphosphate (GTP) via sa
capacité a inhiber I'inosine monophosphate déstygirase (IMPDH). En effet, la RMP entre en
compétition avec le substrat naturel de cette epzyiimosine monophosphate (IMP). L'IMPDH
est cruciale pour la synthesie novode GTP qui est un précurseur essentiel pour |ghéga
intracellulaire de 'ARN (Graci & Cameron, 2006)’irhibition de 'IMPDH pourrait fortement
contribuer a I'activité antivirale de la ribavirinEn effet, en réduisant les niveaux intracellesir
du concurrent GTP, la ribavirine pourrait étre edfie en tant qu’inhibiteur de '’'ARN polymérase
ARN-dépendante virale ou en tant que mutagéne létal

La forme métabolique préedominante de la ribaviaoeniveau intracellulaire est la RTP. En
s’accumulant dans les cellules, il est possible qat analogue nucléotidique puisse entrer
efficacement en compétition avec les pools celletaide GTP et ainsi interagir avec I'ARN
polymérase virale pour inhiber la synthese de [I'ARMrs de Ila réplication
(Graci & Cameron, 2006).

Sur le modele de I'ARN polymérase ARN-dépendantepdiiovirus, Crottyet al. ont
montré que la ribavirine peut étre utilisée parRM polymérase virale et qu’elle peut étre
incorporée dans I’ARN durant la réplication du giCrottyet al, 2000). En outre, étant donné que
la ribavirine mime de par sa structure les basegpes, elle peut se lier aux bases pyrimidiques
cytidine et uridine avec une efficacité équivalef@eaci & Cameron, 2006). De cette maniére, la
ribavirine est capable d’entrainer un défaut dapphriement des bases. Ce phénomene conduirait
a une accumulation progressive de mutations danget®me viral jusqu'a atteindre un taux
d’erreurs qui serait létal pour le virus (“erreatastrophe”).

Une étude a porté sur I'hétérogénéité des quasieesp(mélange de variants viraux
génétiquement apparentés) du VHC (région codapblamérase virale NS5B) dans des lignées
d’hépatome humain Huh7 hébergeant un réplicon sugiEjue du VHC et cultivées en présence
de ribavirine ou non. Les lignées cellulaires é&ad par ribavirine montraient une augmentation
significative de la fréquence des mutations dan&BN8u VHC. De méme, la fréquence des
mutations augmentait dans les quasi-especes dengatthroniquement infectés par le VHC
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lorsqu’ils étaient traités par ribavirine en moretpie. Cependant, cet effet mutagene de la
ribavirine n’était pas détecté chez les patientaussithérapie pégylée de référence
(Hofmann et al, 2007). En revanche, une étude menée chez demnigatiraités pendant 24
semaines par ribavirine en monothérapie ou en raithe avec de I'lFNx n’a montré aucune
augmentation des taux de mutations du VHC (Chexaieal, 2007). Toutefois, les auteurs
n'avaient évalué I'accumulation des substitutionsl@otidiques que sur les 4 premieres semaines
de traitement. Lutchmaet al. ont étudié la variation de NS5B du VHC au courdrditement par
ribavirine en monothérapie chez 31 patients infepar un VHC de génotype 1. Une augmentation
du taux de mutations sur NS5B était observée dardd'™® semaine de traitement mais pas aprés la
semaine 24. Puisque le traitement par ribaviriaét éssocié a une élévation du taux de mutations
seulement transitoire, les auteurs ont conclu @uéité mutagéne de la ribavirine n’est pas lelse
mode d’action de la molécule (Lutchmeinal, 2007).

Une autre hypothése est que la ribavirine poup@sséder une activité immunomodulatrice.
En effet, une étude a analysé le profil d’exprassies génes dans les hépatocytes de patients
infectés par un VHC de génotype 1 qui avaient it par une dose unique de PEG trhlvec
ou sans ribavirine avant la biopsie hépatique. Et& montré que I'adjonction de ribavirine
augmentait les niveaux d’expression de plusieu@sI8t diminuait I'expression de plusieurs genes
impliqués dans I'inhibition de I'lFNx (Feld et al, 2007). Ce travail a démontré que la ribavirine
peut stimuler la réponse immunitaire innée méda¥d’[i-N.

Les modes d’action de la ribavirine mentionnés egsilis ne sont pas mutuellement
exclusifs. En effet, I'action antivirale de la nibane repose probablement sur une combinaison de

ces mécanismes.
c. Traitements émergeants et en perspective

Ces derniéres années, de gros progrés dans la@oamgion du cycle viral du VHC ont été
réalisés et ont permis de développer des agenitdrank agissant directement sur le processus
post-traductionnel ou la réplication du VHC en aitil directement les protéines virales impliquées
dans ces étapes du cycle. Ces agents constituepisies a poursuivre pour améliorer le traitement
antiviral.

En effet, la protéase NS3/4A du VHC a été recorsarame une cible importante dans le
cadre de la thérapie anti-VHC en raison du roleciatugu’elle joue dans le clivage de la
polyprotéine virale et de l'activité inhibitrice @lie exerce sur les protéines cellulaires requises
pour l'immunité innée (voir plus bas partiBIOLOGIE DU VHC, section ‘Organisation
génomique du VHG.
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De nombreuses anti-protéases sont actuellemertiagep | a Ill d’essais cliniques. Les deux seules
en phase lll sont le Télaprévir et le Bocéprévirjgaqu’a maintenant ont montré une forte activité
antivirale lors de leur utilisation en combinaisorec la bithérapie pégylée de référence. Les essais
clinigues ont montré que I'administration d’'undhérapie pégylée comportant I'une ou l'autre de
ces anti-protéases aboutissait a une augmentagaoiiiGative du taux de RVS chez des patients
infectés par un VHC de génotype 1 (génotype quomédple moins bien a la bithérapie pégylée
standard) naifs de tout traitement anti-VHC. Il @galement intéressant de constater que des taux
de RVS non-négligeables peuvent é&tre obtenus ches gatients retraités par
PEG IFNe/ribavirine/anti-protéase, alors qu’ils étaient srépondeurs a la bithérapie pégylée
standard (Vermehren & Sarrazin, 2011).

Cependant, l'introduction des ces anti-protéases @aegendrer des effets secondaires additionnels
a ceux causes par le PEG lleNet la ribavirine. Les plus importants sont I'anénfpour le
Télaprevir et le Bocéprévir) et les rashs cutamesir( le Télaprévir) dont certaines formes tres
graves (Birerdinc & Younossi, 2010). En outre, méldeur forte activité antivirale, ces
anti-protéases montrent une faible barriere génétigla résistance.

Une autre cible des agents antiviraux en voie éeldppement est 'ARN polymérase
ARN-dépendante NS5B du VHC qui permet la réplicatioale. Toutefois, ces inhibiteurs ne sont
actuellement qu’en phase | ou Il d’essais clinigi@esux types d’inhibiteurs de 'ARN polymérase
peuvent étre distingués : i). Inhibiteurs analoguesléosidiques qui miment les substrats naturels
de la polymérase (ribonucléotides) et qui sontgrég dans I'’ARN en cours d’élongation. Ces
inhibiteurs vont agir comme des terminateurs dénghpour stopper la polymérisation de I'ARN en
cours de syntheése. ii). Inhibiteurs analogues naméosidiques s’attachant a différents sites
allostériques de I'enzyme. L’attachement de cesibitdurs entraine une modification
conformationnelle de la protéine altérant la famcti enzymatique de la polymérase
(Vermehren & Sarrazin, 2011).

Parmi les analogues nucléosidiques, le RG 712k gdus avancé dans son développement (phase
I). Les plus récentes données indiquent que l'aistration de cet analogue en combinaison avec
la bithérapie pégylée aboutit a un fort taux de PRY¥ 80% contre seulement 49% pour les patients
traités par la bithérapie pégylée standard) chezpdaents infectés par un VHC de génotype 1 ou 4
et naifs de tout traitement (Jenstral, 2010).

Parmi les inhibiteurs non-nucléosidiques, on reteopar exemple 'ANA598 (phase Il) qui a été
testé en combinaison avec PEG IkMNbavirine chez des patients infectés par un ggreofl naifs

de traitement anti-VHC. Les essais cliniques ooémément rapporté que 73% des patients traités a

une dose de 200 mg de cet inhibiteur développentRVP (Lawitzet al, 2010).
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Une autre protéine virale intéressante a ciblerdea agents antiviraux est la NS5A. Cette
protéine virale intervient a plusieurs étapes defycle viral qui sont la réplication (joue uneré
de régulateur), 'assemblage et la libération dmsiqules du VHC néoformées. Les inhibiteurs de
la NS5A sont actuellement en phase | ou Il d’essamgyues. De récents résultats d’essais en phase
Il de linhibiteur de la NS5A BMS-790052 administe& combinaison avec la bithérapie pégylée
ont montré que 83% des patients traités a des dies&6 et 60 mg développaient une cRVP, alors
gue seulement 42% des patients traités par PEGulfibavirine/placebo développaient une cRVP
(Polet al, 2010).

Dans un futur proche, certaines de ces nouveltdéaunles pourront étre disponibles sur le
marché afin de pouvoir augmenter les chances d@sute réponse au traitement antiviral chez un
maximum de patients. Toutefois, ces molécules nasteassociées avec la bithérapie pégylée
standard, en tout cas dans les premiers temps. @am®ntexte, un autre axe de recherche est
actuellement en cours et correspond au développameemouveaux IFNs. Une étude a récemment
montré que le PEG IFIN{IFN de type Ill) a une activité antivirale ausfficace que le PEG IFN-
mais qu’il est mieux toléré par les patients (Matial, 2010).

Une autre piste intéressante pour améliorer leetne@nt anti-VHC serait de développer des
inhibiteurs d’entrée. Ces agents antiviraux poemgiétre concus afin de cibler directement les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC qui juueain rbéle fondamental dans la
reconnaissance des corécepteurs cellulaires et demme la premiéere étape du cycle viral qui est
'attachement et I'entrée du virus dans la celludge. Alternativement, ces molécules pourraient
cibler les corécepteurs cellulaires pour bloquesttdchement et I'entrée du virus. Les
caractéristiques des glycoprotéines E1 et E2 du \AHiSi que les propriétés et I'implication des
différents corécepteurs dans le processus d’attaehieet d’entrée du virus seront discutées plus en
détail dans la partieBIOLOGIE DU VHC.

Comme les glycoprotéines E1 et E2 sont les ciblagunes de I'immunité adaptative de
I'héte, des anticorps neutralisants (NAc) anti-VidQurraient représenter des outils thérapeutiques
interférant avec le processus d’entrée virale. Géaet, en raison de la haute variabilité des
glycoprotéines du VHC, le défi repose dans le dipmement d’Ac a activité neutralisante croisée
efficace et ciblant des épitopes conservés parms ties génotypes du VHC afin d’éviter
I'échappement du virus a ces Ac. Par exemple, gu&trdes ont montré la possibilité d’'une telle
approche :

a). Une région antigénique appelée ARS3, a été recemidentifiée dans la glycoprotéine E2 du
VHC. AR3 semble contenir des épitopes discontinus spnt formés par au moins trois
segments d’acides aminés aux positions 396-4244436et 523-540. Des Ac monoclonaux

(mAc) recombinants humains spécifiques de cettionégeutralisaienin vitro non seulement le
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b).

d).

clone infectieux en culture cellulaire (HCVcc, JEH3énotype 2a) mais également diverses
pseudoparticules rétrovirales du VHC (HCVpp) arborkes glycoprotéines d’enveloppe de
différentes souches (génotypes la, 1b, 2a, 2b5} &es résultats montrent qu’AR3 est un site
de neutralisation relativement bien conservé sudi&2/HC. Ces Ac ont également été testés
dans un modele murinhgman liver-chimeric Alb-uPA/SC)D L’injection de ces mAc
AR3-spécifiques pouvait protéger ces souris cdkitriection par un VHC de génotype la issu
du sérum d’un patient infecté, mais a de fortesentrations (Lavet al, 2008).

L’anticorps monoclonal (mAc) de souris AP33 recdhnan épitope linéaire s’étendant des
résidus 413 a 420 de E2 du VHC. Cet mAc neutralisfiicacement des HCVpp portant les
glycoprotéines du VHC de souches couvrant tougyéeotypes (1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5 et 6)
(Owsiankaet al, 2005; Tarret al, 2006). AP33 était également capable de neutrdéselone
infectieux JFH-1 (Tarret al, 2006). Ces résultats indiquent qu’AP33 cible ymitope de
neutralisation sur E2 relativement bien conservénp#ous les génotypes du VHC. Cependant,
la linéarité de I'épitope reconnu par le mAc AP33 eontroversée. En effet, avec le modele
HCVcc, une étude récente a isolé apres plusiessagas en culture cellulaire et en présence de
mAc AP33 des mutants capables d’échapper a ceD&x mutations ponctuelles dans E2 ont
éte identifiées chez quasiment tous les mutantshdj@pement aux positions 415 et 655, la
premiere présente dans I'épitope linéaire suggéné seconde distante de cet épitope. Or,
comme la mutation en position 655 participait aémitype d’échappement a mAc AP33, les
auteurs ont suggéré que Iépitope AP33 serait em dscontinu et probablement
conformationnel (Gal-Tananst al, 2008).

. Le HCV-Ab‘™68 est un mAc humain qui s’attache & E2 du VHC, tddépitope est

conformationnel et relativement bien conservé pdesigénotypes du VHC. Quatre acides
aminés a I'extrémité C-terminale de HVR1 de E2iagusun nombre inconnu d’acides aminés
supplémentaires sur E2 constituent I'épitope reaopar HCV-AB-68. Comme les patients
subissant une transplantation hépatique pour Hépetiironigue C en phase terminale sont
presque tous réinfectés de fagon précoce apresefte,gcet Ac a été testé pour évaluer son
innocuité et son efficacité a prévenir la récureede I'infection chez des patients transplantés.
Bien qu'aucune disparition de 'ARN du VHC n’aitéébbservée, tous les patients traités par
'Ac présentaient une diminution significative deut charge virale immédiatement apres la
greffe (Schianat al, 2006). De plus, I'incidence des effets indésieal@tait plus élevée dans le
groupe des patients recevant un placebo que danslee patients traités par HCV-AB68.
Meunier et al. ont décrit la capacité de mAc dirigés contre lgcgprotéine E1 du VHC a
pouvoir prévenir l'infection par le VHC. En effdes auteurs ont identifié deux mAc humains
(IGH505 and IGH526), dont les épitopes sont regésupgans une région C-terminale de
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'ectodomaine de E1 (acides aminés 313 a 327)étguent capables de fortement neutraliser les
HCVpp portant des glycoprotéines de génotypes i,a44d, 5a, 6a ainsi que des HCVpp portant
E1l et E2 de génotype 2a bien qu'a un plus faibleau. De plus, ces deux mAc étaient
capables de fortement neutraliser des HCVcc podeastprotéines structurales de génotype la
ou 2a (Meunieet al, 2008).

L’'option alternative serait d’empécher l'attachemet I'entrée du virus médiés par les
glycoprotéines d’enveloppe, en ciblant directentestcorécepteurs cellulaires impliqués dans cette
étape. Le VHC interagit principalement avec quédcteurs d’entrée qui sont tous requis pour une
infection productive : CD81, SR-Bls¢avenger receptode type B et de classe [), CLDN-1
(Claudine-1) et OCLN (Occludine).

Outre leur potentiel a inhiber l'infection VHI@ vitro (modeles HCVpp et HCVcc), des Ac
anti-CD81 administrés en prophylaxie ont été cagmbe prévenir I'infectiom vivo en utilisant le
modéle murirhuman liver-chimeric Alb-uPA/SCIMeulemaret al, 2008).

De leur cété, des Ac anti-SR-BI peuvent inhibenféction VHC in vitro en utilisant le
modele HCVcc (Cataness al, 2007). L'ITX 5061 est une petite molécule cibl@R-Bl qui a
récemment été développée. Sydeal. ont évalué I'impact de cette molécule sur I'entiéeVHC.
Leurs résultats ont indiqué que I''TX 5061 étaipable d’inhiber I'infectionin vitro d’hépatocytes
primaires humains et/ou de lignées cellulaires pht@éme par des HCVcc et des HCVpp de divers
génotypes (Sydeet al, 2011). De plus, I'I'TX 5061 a été évalué chez plies280 patients et
montrait de bons profils de pharmacocinétique etndcuité. Ceci fait de cette molécule un bon
candidat pour de futurs essais cliniques chez dtsnts infectés par le VHC.

Des anticorps monoclonaux anti-CLDN-1 peuvent iehikefficacement le pouvoir
infectieux des HCVcc (portant des protéines stmadés de génotype 1b ou 2a) et des HCVpp
portant les glycoprotéines de diverses souchesdetgpes variables (génotypes 1 a 6). De plus,
les Ac anti-CLDN-1 inhibaient fortement I'infectié des HCVpp portant les glycoprotéines E1 et
E2 de divers variants de quasi-espéces issus dengsachroniguement infectés par le VHC
(Fofanaet al, 2010).

Enfin, OCLN peut aussi étre considérée comme ubple @otentielle pour inhiber I'entrée
du VHC. Cependant, a notre connaissance, aucum©OE&LN inhibant l'infection VHC n’a a ce
jour été décrit.

Bien sar, le but ultime reste le développement d/ancin prophylactique contre le VHC.
Un tel vaccin serait plus facile d’accés pour lasgnts des pays en voie de développement.

Depuis plusieurs années, la recherche sur desngapobphylactiqgues anti-VHC est active.

Par exemple, des résultats encourageants ont &éusbchez des chimpanzés qui recevaient un

26



vaccin prophylactique contenant des glycoprotéirtBsnveloppe E1 et E2 (gpEl/gpE2)
recombinantes et un adjuvant. Malgré I'absence mimité conduisant a une protection complete,
la progression de l'infection vers la forme chrar@q(phase de linfection responsable de la
pathogénicité du VHC chez I'humain) était inhibéansl la majorité des cas. Les chimpanzeés
vaccinés avec des gpE1l/gpE2 recombinantes étapables de produire des titres élevés d’Ac a
activité neutralisante croisée contre des HCVppambries glycoprotéines d’enveloppe des divers
génotypes du VHC (Houghton, 2011). Basé sur ceséksiencourageantes, un essai clinique de
phase | a été mené recemment chez 60 sujets humansentants pour évaluer la sécurité et
l'immunogénicité du vaccin HCV E1E2/MF59C.Ndvartis’ Vaccines and DiagnosticsCe
vaccin contient les gpEl/gpE2 recombinantes désivéeine souche VHC de génotype la
mélangées a I'adjuvant MF59C.1 du type “huile dBeau”. Les résultats ont montré qu’il était
bien toléré et immunogene. De fortes réponsesyaeghiocytes T Helpef’ (LTh) étaient obtenues
chez les volontaires et s’accompagnaient de tétegés d’Ac anti-gpE1/gpE2 similaires a ceux
observés chez les chimpanzés vaccinés. De plugitidssfaibles mais significatifs d’Ac bloquant
'attachement de la gpE2 recombinante au corécemeliulaire CD81 étaient présents chez de
nombreux sujets vaccinés (Fretyal, 2010).

Le TG4040 Transgeng) est un vaccin thérapeutique développé & pamin goxvirus recombinant
exprimant les protéines non-structurales NS3, NB4&t/NS5B d’'un isolat prototypique du VHC
de génotype 1b. Dans un essai clinique récent dseph ce vaccin était bien toléré, pouvait induire
des réponses immunitaires cellulaires spécifiquegrC et permettait de diminuer les niveaux de

charge virale (Habersetzeral, 2011).
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BIOLOGIE DU VHC

|. Propriétés intrinseques du VHC

1). Classification et caractéristiques biophysiques dHC

Le VHC appartient a la famille ddslaviviridae. Cette famille est subdivisée en plusieurs
genres : les-lavivirus le plus souvent responsables d’arboviroses (\deuta fievre jaune (YFV),
virus de la Dengue (DENV), virus du Nil occidental West Nile VirugWNV)) ; les Pestivirus
responsables de pathologies animales (virus deeséepporcine classique (VPPC), virus de la
diarrhée virale bovine (BVDV)) et lddepacivirusdont le VHC est le seul représentant.

Le VHC est un petit virus d'un diametre de 55 an®® (Kaitoet al, 1994) dont la particule
virale est constituée de l'extérieur vers lintémede trois structures: une enveloppe lipidique
dérivée lors de la sécrétion des membranes dwid@ticendoplasmique dans laquelle sont ancrées
les deux glycoprotéines d’enveloppe virale E1 et H2e capside icosaédriqgue formée par la
polymérisation de la protéine de capside C ou Garen génome viral a ARNigure 6).

Glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2

Capside

ARN viral
Enveloppe

55-65nm

Figure BReprésentation schématique d’un virion du VHC.

Plusieurs études ont montré que le VHC circule dtifférentes formes dans le sang des
patients infectés. En effet, les virions du VHCgardtent une distribution hétérogene lorsqu’ils sont
sépares sur gradient de sucrose par ultracenttifugde VHC est trouvé dans différentes fractions
du gradient dont les densités varient de 1,03 & @/&L (Andréet al, 2002). Cette variation de
densité correspond a la présence de virions sauseflibre” ou associés a des lipoprotéines de
densité variable. Ainsi, on peut retrouver desipalds virales associées aux lipoprotéines dedaibl

densité low density liproteinou LDL) ou de tres faible densitéefy low density lipoproteinsu
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VLDL). Des virions complexés a des immunoglobulirfgp, entrainant une augmentation de la
densité, peuvent également étre retrouvés. Lewngiriassociés aux lipoprotéines sont plus
infectieux que les virions circulant sous formebfé”. Les particules virales de faible densité,
généralement associées aux LDL ou VLDL, sont phisciieuses que les particules virales de
haute densité associées a des Ig. Ce potentiatied@ différentiel pourrait au moins en partie
s’expliquer par le fait que les virions de faibkndité semblent étre libres d’lg.

Une autre forme circulante du VHC a été décritesdas fractions de faible densité et a été appelée
lipo-viro-particule de faible densité (LVP). Ces BY infectieuses seraient en fait des
nucléocapsides non-enveloppées qui ont une cap#aitdchement au fragmemt Fc des IgG. Ces
LVPs sont des particules sphériques enrichiesiglydérides. Au minimum, elles contiennent de
I'apolipoprotéine B (ApoB) et tres probablement|tgpoE, 'ARN du VHC et la protéine Core
(Andréet al, 2002). Le pouvoir infectieux des LVPs pourraitfait étre médiée a I'étape d’entrée
par des protéines endogenes de I'h6te (apolipdpestéet récepteurs des lipoprotéines) plutét que
par des composants viraux tels que les glycopresé&irenveloppe E1 et E2. Le récepteur aux LDL
reconnait les lipoprotéines par un attachementcdieyec ApoB et ApoE. Ainsi, I'absence
d’intervention de composants viraux dans le pouudectieux des LVPs pourrait leur fournir un

mécanisme d’échappement a la réponse immunitaim®tale de I'héte.

2). Organisation génomique du VHC

Le génome du VHC est un ARN monocaténaire de pélgositive d’environ 9,6 kb. Cet
ARN génomique est constitué d’'un cadre de lectureed ©Epen reading frameu ORF) flanqué
de régions non-codantes aux extrémités 5’ (5’NCSINITR) et 3’ (3'NC ou3'NTR) fortement
structurées et relativement bien conservées.

L’ORF code une polyprotéine precurseur d’enviroOd® acides aminés. Cette polyprotéine est
synthétisée au niveau du réticulum endoplasmigug) (Ruis est co- et post-traductionnellement
clivée en 10 protéines virales par des protéaskslaies et virales (Moradpouet al, 2007)
(figure 7). Parmi ces protéines, on retrouve les protéitrestarales (Core, E1, E2) clivées par des
protéases cellulaires et les protéines non-straletsiou NS (p7 (ou NS1), NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A et NS5B) clivées par des protéases cellulgioes p7 et par les protéases virales pour toutes
les autres protéines NS (Moradpetial, 2007).
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Figure 7. Organisation génomique du VHC (d’apres Birerdind &ounossi (Birerdinc &
Younossi, 2010)).

a. Les régions non-codantes

La région 5’'NC, trés conservée et structurée, aunre région de 341 nucléotides. Elle
contient quatre domaines structurés distincts, moté@g | a IV. Les domaines Il & IV ainsi qu'une
trentaine de nucléotides de la phase codante comamirée codon d’initiation de la traduction AUG
constituent 'IRES (nucléotides 40 a 37fgure 8). L'IRES assure un rdle primordial dans
I'initiation de la traduction de I'ARN du VHC co#findépendante (Lukavsky, 2009).

Outre le réle fondamental de la région 5’NC dangdduction des protéines virales via I'|RES, elle
intervient dans la réplication de 'ARN. En effatne étude a montré que la quarantaine de
nucléotides (comprenant le domaine I) en amontIB&E$ sont essentiels pour la réplication de
'ARN du VHC. La délétion de cette séquence dan®’MC entrainait une perte du potentiel
réplicatif. Toutefois, une réplication efficace véert également des séquences de I'IRES dont au
moins le domaine Il (Friebet al, 2001).

In vitro, il a été montré que le micro-ARN (miR-122), sfigciement et abondamment exprimeé
dans le foie, facilitait la réplication du VHC emteragissant avec la région 5'NC
(Joplinget al, 2005). Une étude récente a mornitré&ivo que lesilencingde miR-122 entraine une
forte diminution de la virémie chez des chimpanz&sfordet al, 2010).
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La région 3'NC se compose de trois parties : un&rte séquence variable, une séquence
interne poly-uracile/pyrimidine (poly (U/UC)) deilta variable et une séquence terminale
hautement conservée de 98 nucléotides appeléenregid.a présence de la région 3'NC est
absolument requise pour la réplication de 'ARNaliin vivo (Schusteret al, 2002). Il a été
rapportéin vitro que la région X, formée de trois tiges-bouclesl (&IlI), peut servir de matrice
minimale pour l'initiation de la synthese du bridBN négatif (intermédiaire réplicatif) par TARN
polymérase virale NS5B. La 3'NC du brin d’ARN néfatuerait un rble analogue pour la synthése
du brin d’ARN positif (Smitret al, 2002).

b. Les régions codant les protéines virales
- La protéine C ou Core
La protéine C forme la nucléocapside virale entouf&ARN génomique du VHC. Lors de
sa maturation, elle est clivée du précurseur polgiue a la jonction Core-E1 par une signal

peptidase (SP) cellulaire en une forme immature2tlekDa contenant le peptide signal en
C-terminal qui est enchassé dans la membrane dWREecond clivage se produit au niveau du
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peptide signal grace a une signal peptide pepti(BB®) présente au niveau de la membrane du
RE, libérant ainsi une protéine C mature de 19 @@eLauchlanet al, 2002).

La protéine C mature est constituée de deux domaireedomaine D1 en N-terminal, riche
en acides aminés basiques, est impliqué dans itoriaavec 'ARN génomique permettant la
formation de la nucléocapside. Le domaine D2 erer@ihal, de nature hydrophobe, est
responsable de l'association de Core avec les ajetids lipidiques et avec la membrane du
réticulum endoplasmique (RE). L'interaction de Cavec la membrane du RE est nécessaire pour
le repliement et la stabilité de la protéine (Botlket al, 2005, 2006). Core joue un rdle important
dans le recrutement des protéines NS et des coewpldr réplication jusqu’aux membranes
associées aux gouttelettes lipidiques : ce recrménest crucial pour la production de virus
infectieux (Miyanariet al, 2007).

La surexpression de la protéine Core conduiraltinduction de la protéine SOCS-3
(suppressors of cytokine signaliny-@ui inhibe la phosphorylation de STAT1 par Jatbquant
ainsi la voie de signalisation de I'lFN de typeDe plus, Core inhiberait directement STAT1 en
s'attachant dans le domaine SH2 de STAT1, conduigata dégradation de STAT1 dans le
protéasome. Pour finir, Core entrainerait la suresgion de la protéine phosphatase 2A (PP2A),
qui conduit a 'hypométhylation de STAT1 dont larfe hypométhylée s’attache a la protéine
inhibitrice de STAT1 : PIAS1pfotein inhibitor of activated STAJ.1Cet attachement conduisant a
I'inhibition de STAT1 engendre alors un blocagelaeoie de signalisation de I'lFN de type | est

ainsi previent la transcription des ISGs (Tai & G9u2009).

- La protéine ARFP ou F

La protéine ARFP dlternative reading frame proteirou protéine Ffameshifj est une
protéine de 17 kDa qui a été identifié par des @gpesin vitro. Au départ, on pensait que cette
protéine était une simple forme tronquée de lagmetCore mais il a été montré que la synthése de
la protéine F est en fait issue d'tmameshift(décalage du cadre) ribosomal (¥tual, 2001). En
effet, la protéine F est synthétisée a partir ddoood’initiation AUG de la séquence codant la
polyprotéine suivi par uframeshiftribosomal -2/+1 durant le processus de traduc#amsi, cette
protéine est codée par un cadre de lecture alierfeternative reading frame ou ARFRjui
chevauche la séquence de [I'ORFopén reading frame codant & protéine Core
(Xu et al, 2001, 2003).

Apres sa syntheése, la protéine ARFP s’associe audeEe protéine a une demi-vie trés
courte (inférieure a 10 minutes) en raison de spidea dégradation par le protéasome
(Xu et al, 2003).
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L’existence d’anticorps et de réponses des cellliladirigés contre la protéine F a été
démontrée chez des patients infectés par le VHGn(Baal, 2004; Gaoet al, 2008). Cette
observation suggeére que la protéine ARFP est syséleén vivo, durant une infection naturelle par
le VHC.

Toutefois, bien qu’'une étude ait montré que I'espien de la protéine Core réprimait celle
de la protéine ARFP (WoHt al, 2008), le role exact de la protéine F dans ldecytal du VHC

n'est a I'heure actuelle pas connu.

- Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Lors de leur maturation, les glycoprotéines E1 &t 9bnt clivées de la polyprotéine
précurseur par une signal peptidase cellulairenaan de la membrane du RE (Peeiral, 2004).

En référence a la souche VHC H77 de génotype ladérauud’accession dans la banque de
géenes du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedAF009606), E1 et E2 comportent 192 et
362 acides aminés, respectivement. Par ailleuss,glgcoprotéines E1 et E2 ont des poids
moléculaires d’environ 31 kDa et 70 kDa, respeatigrt (Yagniket al, 2000).

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont degépres transmembranaires de type |
comportant toutes deux un ectodomaine N-terminalnetiomaine transmembranaire C-terminal
d’'une trentaine d’acides aminés. Les domaines rimantbranaires ont une double fonction : ils
permettent d’une part I'ancrage des glycoprotéoss la membrane du RE et d’autre part, jouent
un réle important dans la formation des hétéroden&l/E2 (Peniet al, 2004). En effet, E1 et E2
s’associent pour former des hétérodiméres non-eatah la surface des virions, qui sont enchassés
dans I'enveloppe virale dérivée du RE.

E1l et E2 sont exprimées a la surface de I'envelalpp@HC et constituent les déterminants
essentiels de la reconnaissance des coréceptasglycoprotéines jouent donc un rdle primordial
dans la premiére phase du cycle viral qui estaldiiément et I'entrée du virus dans la cellule héte.
En outre, I'exposition des glycoprotéines a laaefdu virion en font une cible de choix pour le
systeme immunitaire adaptatif. Un nombre importiépitopes ciblés par les Ac et par la réponse
cellulaire médiée par les lymphocytes T CD4+ et €08 été deécrit sur ces glycoprotéines
(Brownet al, 2007).

Les ectodomaines des glycoprotéines du VHC sorteh@nt glycosylés. Entre 4 et 5 sites
de glycosylation potentiels dans E1 et jusqu’a ftéssdans E2 peuvent étre modifies par
N-glycosylation. Certains de ces N-glycanes jouemtréle essentiel dans le repliement et/ou
'entrée du VHC. De plus, le haut niveau de glydasgn suggére que ces glycanes peuvent
moduler 'immunogénicité des glycoprotéines du VEelGestreindre I'attachement de certains Ac a
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leurs épitopes (Helleet al, 2007). La N-glycosylation des protéines s’effectlors de la
modification post-traductionnelle et ne se réaliséau niveau d’'un motif d’acides aminés bien
particulier : motif N-x-S/T-x. Dans ce motif, N gespond a une asparagine, S a une sérine, T a une
thréonine et x a n'importe quel acide aminé excepté proline (Kornfeld & Kornfeld, 1985;
Helle et al, 2007).

La glycoprotéine E2 contient trois régions hypetaes, nommées HVR1, HVR2 et
HVR3. La région HVR1, en zone N-terminale de lat@ire, est constituée de 27 acides aminés. La
région HVR2 est constituée de 9 acides aminés eédaon HVR3, comprise entre les régions
HVR1 et HVR2, se compose de 36 acides aminés (Ghatsal, 2006).

Une étude récente a réévalué la région HVR3. GHttde retrouvait cette région hypervariable
nommée ici HVR3 mais les résultats concluaient qu’elle pouvai ééstreinte a 17 acides aminés
(Torres-Puentet al, 2008). Toutefois, I'évaluation de HVR3 dans cétiede n’a été réalisée qu'a
partir de souches VHC de génotype 1.

En dépit de sa forte variabilité, les propriétéggitn-chimiques et la conformation de HVR1 sont
hautement conservées et HVR1 comporte des résmhigues a des positions spécifiques de sa
séquence (Peniet al, 2001). Ceci est cohérent avec le role fonctiomeeHVR1. En effet, HVR1
est la cible du systéeme immunitaire et interagicales corécepteurs HS et SR-BI nécessaires a
I'attachement et a I'entrée du virus, respectiveimAimsi, HVR1 est soumise a des pressions de
sélection positives et négatives, la poussant &mudur échapper a la réponse immunitaire de
I’héte tout en conservant ses propriétés struasregquises pour son réle fonctionnel dans I'entrée
virale.

Outre HVR1 de E2 qui intervient dans la reconraaiss de corécepteurs cellulaires,
d’autres régions de E2 sont impliquées dans lanreiesance des corécepteurs. En effet, E2
contient un site conformationnel d’attachement avécepteur CD81. Ce site de fixation est
sudivisé en quatre sous-sites (CO#Ading domairl, -2a, -2b et -3), dont un chevauche la région
HVR2 (CD81binding domainl).

Une cartographie des glycoprotéines E1 et E2 meméint 'essentiel des régions et des
sites d'intéréts fonctionnels est illustréefigure 9. Les positions des acides aminés sont exprimées
par rapport a la polyprotéine entiére et en réfggenla souche VHC H77-1a (numéro d’accession :
AF009606).

Krey et al. ont réecemment décrit la connectivité des 9 poigslftires de I'ectodomaine de
E2. Sur la base de leurs résultats et d’autresamndisponibles, ils ont suggéré que la protéine E2
pourrait présenter une structure tertiaire semelaldelle des protéines de fusion de classe Uiet g

E1l pourrait étre sa protéine chaperonne. En diieprédominance de feuillefs au sein de la
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structure secondaire et la connectivité des poistafdres permettent le repliement de la chaine

polypeptidique de I'ectodomaine de E2 d’une fagamilaire aux protéines de fusion de classe IlI.
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Figure 9. Cartographie fonctionnelle des glycoprotéines dsoppe E1 et E2 du VHC.
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De facon semblable a ces protéines, I'ectodomameEd présente trois domaines stucturaux
distincts nommeés DI, DIl et DIIl. Le modéle en gaiimensions développé par ces auteurs révele la
distribution des acides aminés de la protéine E2sdas différents domaines, notamment la
localisation des sites de fixation au récepteur CB8interface des domaines DI et DIIl. En raison
de son interaction avec le CD81, l'interface desdimes DI/DIII pourrait avoir un role important
au cours du changement conformationnel fusogéni@es.modele tridimensionnel de E2 a
€également mis en évidence une région d'acides amheutement conservés qui pourrait
correspondre a la boucle de fusion putative. Ailesiistribution des résidus cystéine générant la
formation des ponts disulfures est un élément abpibur un repliement tridimensionnel correct
(Krey et al, 2010).

La glycoprotéine E2 contient en C-terminal un domaippelé PePHDPKR-elFZ
phosphorylation homology domaiui interagirait directement avec la PKR celltdaipouvant

ainsi réprimer son activité antivirale (Tayktral, 1999).

- La protéine p7

La protéine p7 est un petit polypeptide hydrophoke 63 acides aminés
(Griffin et al, 2005). Comme Core, E1 et E2, la protéine p7 hiengénéralement classée dans les
protéines NS, est clivée du précurseur polypro&igeal par une signal peptidase cellulaire. Cette
protéine comporte deux domaines transmembranaiiesancrent dans la membrane du RE et qui
sont connectés par une boucle cytoplasmique (Sdledhj 2003).

La protéine p7 est essentielle pour la productiom \drions infectieux in vivo
(Sakaiet al, 2003) et pourrait appartenir a la famille desparines, qui permettent d’augmenter la
perméabilité membranaire. Il a été démontré qudopme un canal ionique dans des bicouches
lipidiques artificielles, renforcant I'hypothése 'eile pourrait se rapprocher des viroporines
(Griffin et al, 2003; Pavlow et al, 2003).

- La protéine NS2

La protéine NS2 est une protéine transmembranar®id a 23 kDa qui comporte en
N-terminal 96 résidus amino-acides hautement hyurbes, formant ainsi trois ou quatre domaines
transmembranaires au sein du RE. La partie C-tedmidle NS2 est localisée dans le cytoplasme.
Avec le domaine N-terminal de NS3, la localisatitenla région C-terminale de NS2 rend possible
I'activité de l'autoprotéase NS2/3 Zrdépendante, permettant de séparer ces protéimes tle
'autre a partir du précurseur polyprotéique. lété démontré que le clivage NS2/3 est essentiel
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pour la réplication de I'’ARN viral (Welbouret al, 2005). En outre, la protéine NS2 pourrait étre

impliquée dans 'assemblage et la libération dus/{iPietschmanaet al, 2006).

- Les protéines NS3 et NS4A

Les protéines NS3 et NS4A forment un complexe o essentiel pour le clivage de la
polyprotéine et la réplication de I’ARN viral. NS&t une protéine relativement hydrophobe de
69 kDa et NS4A est une petite protéine de 54 a@deseés.

Les 189 acides aminés N-terminaux de NS3 constititeedomaine sérine-protéase de la
protéine qui s’associe avec le cofacteur NS4A. eCatisociation permet de stabiliser le domaine
sérine-protéase de NS3 et de l'activer pour permdé clivage de la polyprotéine aux sites
NS4A/4B, NS4B/5A et NS5A/5B (Pengt al, 2004). La partie N-terminale hydrophobe de NS4A
forme un segment transmembranaire requis pour Rlgcoemplexe NS3/4A dans la membrane du
RE (Wdlket al, 2000; Peniret al, 2004).

Les 442 acides aminés C-terminaux de NS3 formentdamaine hélicase/NTPase qui
intervient dans la réplication de I'ARN viral. Cerdaine a probablement plusieurs fonctions:
activité NTPase stimulée par 'ARN, capacité det@ment a '’ARN, et intervention dans le
déroulement des régions de I'ARN riches en strestgecondaires. Ce phénoméne de déroulement
est couplé a I'hydrolyse de NTP qui fournit I'éniergnécessaire (Penigt al, 2004). L'activité
hélicase de la NS3 pourrait également permettrdismcier la forme réplicative ARN double brin
du VHC. De plus, le domaine hélicase de la prot&l88 joue un rble dans les étapes précoces de
la morphogénese des virions (Mdiaal, 2008).

La protéase NS3/4A abrogerait les fonctions efiees de IRF3 ifterferon regulatory
factor 3 et de RIG-I fetinoic acid-inductible gene}l(Foy et al, 2003, 2005). RIG-I est un des
deux principaux détecteurs des PAMPs dans le easedhfection par le VHC et IRF3 participe a
'activation de la transcription du gene de I'IEN-L’inhibition des ces facteurs cellulaires
empécherait I'expression des genes codant IB-NNS3/4A pourrait donc interférer dans les

mécanismes de I'immunité innée de I'hbte.

- La protéine NS4B

La protéine NS4B est une protéine de 27 kDa intégrent associée a la membrane du RE
qui contiendrait au moins quatre domaines transmanalires (Lundiret al, 2003). Cette protéine
induit la formation d’'un compartiment membranaipgcalisé, appelémiembranous wépqui est
le siege de la réplication de 'ARN viral (Eggaral, 2002).
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- La protéine NS5A

La protéine NS5A est une phosphoprotéine de 56kDa8ancrée dans la membrane du RE.
L’association a la membrane du RE est médiée pahahcea amphipatique présente a I'extrémité
N-terminale de NS5A. Apres cette héliceNS5A contient trois domaines distincts numéradtas
Il séparés par des séquences de faible complefitdd complexity sequenceu LCS)
(Tellinghuisenet al, 2004). La région N-terminale du domaine | cortigmatre résidus cystéines,
qui génerent un motif d’attachement au zinc. Desatians empéchant soit I'ancrage de NS5A
dans la membrane du RE, soit I'attachement au s, Iétales pour la réplication de 'ARN viral
(Tellinghuisenret al, 2005). Ceci souligne le réle potentiel de NS5Agl& réplication de ’ARN.

Le domaine Il de NS5A contient une région appel&DOR (nterferon sensitivity
determining regiop (Tellinghuisenet al, 2004). L'ISDR est impliquée dans l'interactioneavia
protéine cellulaire PKR induite en réponse a I'lfBhleet al, 1998). L’interaction entre ISDR et
PKR inhiberait I'activité antivirale de cette degre.

Le domaine Il est une des régions les moins ce@ssr du génome du VHC
(Tellinghuisenet al, 2004). Appekt al. ont identifié ce domaine comme un déterminant i@
pour la formation des particules virales. En efiies, protéines Core et NS5A “colocalisent” au sein
des gouttelettes lipidiques qui semblent étre ten @our 'assemblage des particules du VHC. La
délétion du domaine Il de NS5A empéche cette @isation, la formation des particules virales
infectieuses et conduit a une accumulation de Caweniveau des gouttelettes lipidiques
(Appel et al, 2008). Comme le domaine Ill de NS5A fait partes dégions les plus variables du
génome viral, divers isolats du VHC peuvent monties différences dans leur niveau de
production de virions et ainsi dans leur pathogéhnic

Une étude récente a montré que NS5A interagit &apolipoprotéine cellulaire ApoE
(Benga et al, 2010). Cette interaction NS5A/ApoE était impotearpour l'assemblage des
particules virales et la libération des virionseictieux hors de la cellule héte.

- La protéine NS5B

La protéine NS5B est 'ARN polymérase ARN-dépendadu VHC qui catalyse la
réplication du génome viral. C’est une protéine6@8ekDa comportant un motif GDD conservé
(résidus glycine — acide aspatique — acide asp@&ftigaractéristique des ARN polymérases virales
ARN-dépendante et qui correspond au site catalgtagpul’enzyme.

Les 21 acides aminés de la région C-terminale déBNSorment un domaine
transmembranaire-hélicoidal, qui est responsable de son ancrage ldamembrane du RE et de
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son orientation cytoplasmique (Moradpaairal, 2004). En outre, I'association de NS5B avec la
membrane du RE est essentielle pour la réplicadier’ARN viral (Moradpouret al, 2004).
L’'analyse tridimensionnelle de NS5B a révélé quitecprotéine ressemble a une main droite qui
comportent les domaines structuraux appelés “paufiigigts” et “pouce” (Agoet al, 1999;
Bressanelliet al, 2002). Cette structure est similaire a celle oetrée chez d’autres polymérases
(Joyce & Steitz, 1995).

[I. Variabilité génétique du VHC

Le VHC est un virus présentant une haute varigbgnétique qui s’exprime a plusieurs
niveaux : variabilité inter-génotypique (génotypesgariabilité intra-génotypique (sous-types) et
variabilité intra-héte (quasi-espéces). En effats danalyses phylogénétiques de séquences de
souches du VHC isolées dans différentes partieandade ont conduit a lidentification de
différents génotypes. Il existe six génotypes majénumérotés 1 a 6) qui sont décomposés en de
nombreux sous-types (identifiés par une lettre stole apres le numéro du génotype : 1a, 1b, 2c,
3a, 4a,...) (Pawlotsky, 2003). Il est intéressantndeer qu’'un septieme génotype (génotype 7)
aurait été retenu récemment a partir de I'étudesélum de trois patients originaires d’Afrique
Centrale (Murphyet al, 2007; Gottweiret al, 2009). Les différents génotypes et sous-types ne
sont pas uniformément distribués au niveau monBial.exemple, les sous-types 1la et 1b sont les
génotypes les plus communément rencontrés en Ewtopex Etats-Unis alors qu’en Afrique du
Nord et au Moyen-Orient, c’est le génotype 4 gédamine (Zein, 2000).

De plus, au sein de I'héte infecté, le VHC circataus forme de quasi-espéces, c'est-a-dire
sous forme d’une population hétérogéne de varigingsix genétiquement proches mais distincts
(Pawlotsky, 2003).

Une estimation des divergences nucléotidiques egérmtypes, sous-types, isolats au sein d'un

méme sous-type et variants de quasi-espéces esidalans ld¢ableau 1

Terme Nomenclature Gamme de variations
nucléotidiques (%)
Génotype 1a6 30% a 50%
Sous-type a, b, c,.. 15% a 30%
Isolat 5% a 15%
Quasi-espéce 1% a 5%

Tableau 1.Variabilité génétique du VHC (d’apres Hoofnagleo@fhagle, 2002)).
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La haute variabilité du VHC est imputable en prerieu a une production quotidienne tres
élevée de virions chez les patients infectés. Cptteluction a été estimée a environ'?10
virions/jour (Neumanret al, 1998). En outre, cette forte production est déso@ I'absence
d’activité correctrice exonucléasique-3'’5’ de 'ARN polymérase ARN-dépendante virale (N$5B
qui entraine un taux derreurs d'environ “10substitutions nucléotidiques/site/an
(Ogataet al, 1991). Enfin, les pressions immunitaires exerg@ed’hbte influencent la variabilité
virale.

La répartition des zones de haute variabilité sigdnome du VHC n’est pas homogene. Par
exemple, la région 5’NC fait partie des réegionggdnome les plus conservées avec une homologie
de séquence entre diverses souches du VHC estipiés de 90% (Buklet al, 1992). De méme,
le géne codant la protéine de capside Core préaantéorte conservation parmi les génotypes 1 a 6
du VHC avec une similaritt de séquence nucléotaicgstimée entre 79,4% et 99%
(Bukh et al, 1994). A l'inverse, d’autres régions du VHC sdwutement variables. Parmi les
régions les plus variables, la région variable Wi3pesition C-terminale de la protéine NS5A et
certaines régions des glycoprotéines d’envelopraevont été décrites (Pawlotsky, 2003).

Trois régions hypervariables (HVR1, HVR2 et HVR3htcété mises en évidence dans la
glycoprotéine d’enveloppe E2. HVR1 varie considiaient entre différentes souches du VHC. En
effet, Simmonds a rapporté que des variants de-typesl1b épidémiologiquement non-liés
différaient en moyenne de 13,2 acides aminés suRHYtonstitué de 27 acides aminés) ce qui
représente une divergence moyenne entre les séguele 49%, alors qu’'une divergence de
seulement 9% était observée sur le reste du gériSimamonds, 1999). De plus, apres 17 ans
d’infection, une divergence dans HVR1 supérieur86& a eté observée entre des individus
infectés par le méme inoculum du VHC (Simmonds,9)9&xposées a la surface du virion, les
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont des cipladlégiées de la réponse immunitaire. Ainsi,
la forte divergence observée dans HVR1 apres piissiannées d’infection chez ces patients
originellement infectés par le méme isolat viraupétre attribuée a la pression exercée par le
systeme immunitaire de I'héte sur les quasi-espéaesHC.

En évoluant rapidement, les quasi-espéces viralsngitent le plus souvent d'assurer la
persistance du virus en sélectionnant des variadéptés a leur environnement, lequel change
continuellement au cours d’'une infection par le VHZ®:tte adaptation implique des forces de
sélection opposées qui sont d’'une part, les corimistructurales et fonctionnelles imposées pour
assurer au virus le maintien de son potentiel tidag (pressions de sélection négatives) et d’autre
part, les pressions de sélection positives pritheipant liées aux réponses immunitaires humorale
et cellulaire de I'h6te. L'administration d’'un trament antiviral fait partie des facteurs externes

entrainant un changement environnemental pourdasigspéces du VHC (Pawlotsky, 2003).
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lll. Entrée du VHC dans la cellule héte : premiére étaperuciale du cycle viral

Le VHC a un tropisme principalement hépatocytaiis effet, la permissivité des
hépatocytes au VHC a été démontnéevitro et in vivo. Cependant, des travaux ont montré la
sensibilité de plusieurs autres types cellulaire$indection par le VHCin vitro, avec une
production virale toutefois discutée peripheral blood mononuclear cellou PBMCs
(Caussin-Schwemlinget al, 2001), cellules dendritiques dérivées de monacysanguins
(Navaset al, 2002) ou encore cellules de Kupffer (Rogeal, 2003).

La premiere étape du cycle viral du VHC correspatidttachement et a I'entrée des virions
dans la cellule hoéte via leur interaction avec tesécepteurs cellulaires. Cette étape sera

développée en détail dans les sections qui suivent.

La derniére phase de I'entrée virale est la fupidrdépendante du virus avec les endosomes
cellulaires, qui engendre la décapsidation du Vid{a ébération de son génome a ARN de polarité
positive (+) dans le cytoplasme de la cellule hBtARN génomique va alors servir directement a
la synthese des protéines virales au sein du héticendoplasmique (RE). En paralléle, cet ARN+
va servir a la synthése de brins d’ARN de polaré§ative (ARN-, intermédiaires réplicatifs) grace
a ’ARN polymérase ARN-dépendante virale au nivdas complexes de réplication, localisés dans
la membrane du RE. Ces ARN- vont a leur tour setgimatrice pour générer de nouveaux brins
d’ARN+ génomiques. Les protéines structurales \semvir a 'assemblage de nouvelles particules
virales qui suivront la voie de sécrétion cellidgusqu’a leur exportation hors de la cellule par u

phénomene de bourgeonnement.

La figure 10 illustre les différentes étapes du cycle viral\dldC dans sa principale cible

cellulaire : 'hépatocyte.
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Figure 10.Cycle viral du VHC au niveau de sa principale eibtéllulaire : I'hépatocyte (d’aprés
Zeiselet al. (Zeiselet al, 2011)).

1). Facteurs d’entrée impliqués dans l'attachement eténtrée virale

L’attachement et I'entrée du VHC dans la celluléeh§ont complexes et se déroulent en
plusieurs étapes. Par l'utilisation de différentsdélesin vitro, plusieurs corécepteurs putatifs du
VHC exprimés a la surface cellulaire ont pu étreentdfiés: la tétraspanine CD81
(Pileri et al, 1998), SR-Bl (ou scavenger recepteBl) (Scarselli et al, 2002), les
glycosaminoglycanes (GAG) heparan sulfates (HS)t(Bet al, 2003), Claudine-1 (CLDN-1)
(Evanset al, 2007) et plus récemment Occludine (OCLN) (Pktsal, 2009).

Lesglycosaminoglycanes (GAG)eprésentent le premier site d’ancrage pour debneax
virus infectant les cellules eucaryotes. La contpmsiet la quantité des GAG varient en fonction du
tissu, du type cellulaire et du stade de dévelogmencellulaire. Dans le foie, ce sont des
glycosaminoglycanes hautement sulfatés.

Les GAG hautement sulfatés hépatocytaires apgadparan sulfates (HS)(Barth et al, 2006)
constituent le premier site d’attachement du VH@cala cellule cible. En effet, il a été montré
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in vitro, en utilisant une protéine recombinante soluble EH2 (sE2, sans domaine
transmembranaire) et le modéle HCNké particle’ présentant I'hétérodimeére E1/E2 (HCV-LP),
gue la glycoprotéine E2 du VHC s’attachait spéaiimment aux molécules de HS exprimées a la
surface cellulaire de lignées d’hépatome humaintfBat al, 2003). Une autre étude a montré que
’héparine (analogue de I'heparan sulfate) inhibéinfection des HCVcc quand elle était
administrée durant I'attachement du virus (Koutsdislet al, 2006). Cette méme étude montrait
gue le prétraitement des cellules avec de I'hépadr{ienzyme dégradant I'heparan sulfate) réduisait
fortement l'infection des HCVcc. Tout ceci suggégement que le HS interagit avec E2 du VHC

au moment de I'étape d’attachement permettantteémiinfection des cellules cibles.

Le CD81 est une protéine de surface cellulaire de 25 Ig2atli et al, 2006), membre de la
famille des tétraspanines qui sont des glycopreteitransmembranaires de type Ill. Ces
glycoprotéines comportent quatre segments transmagraipes, produisant ainsi deux boucles
extracellulaires dmall (SEL) et large (LEL) extracellular loopy et de courtes régions
intracellulaires (Martiret al, 2005) {igure 11). La localisation tissulaire de CD81 est ubiquéai
excepté au niveau des cellules anucléees (Bdrtd, 2006). CD81 est le premier récepteur du
VHC a avoir été identifié en utilisant une sE2 €Riéet al, 1998).

Milieu extracellulaire Figure 11. Schéma de CD8L1 : corécepteur
cellulaire du VHC (d’aprés Delandeg al.
(Delandreet al, 2009)).

- SEL :Small extracellular loop
Cytoplasme - LEL : Large extracellular loop

Membrane plasmique

Des formes recombinantes solubles de CD81-LEL hamreant capables de s’attacher a la
glycoprotéine E2 du VHC et ainsi d’'inhiber son natgion avec le récepteur cellulaire CD81
(Flint et al, 1999). De plus, des Ac anti-CD81 inhibémtvitro I'entrée du VHC dans les lignées
d’hépatome, d'aprés les modeles HCVpp et HCVcc iighet al, 2004; Zhonget al, 2005;
Wakita et al, 2005). Ces données ont démontré le réle de CE81dans I'entrée du VHC. En
outre, basé sur l'adjonction d’Ac anti-CD81 a diffiéts intervalles de temps durant la phase
précoce de linfection, Koutsoudakist al. ont prouvé en utilisant le systeme HCVcc que
linhibition du VHC par les Ac anti-CD81 se prodais a une étape post-attachement
(Koutsoudakiset al, 2006).
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En utilisant le modele HCVpp, Owsianlet al. ont déterminé des résidus cruciaux pour
'attachement de E2 a CD81 : W420, Y527, W529, GBBID535 (Owsiankat al, 2006). Ces
résidus sont conservés parmi tous les génotyp®&4idu

Toutefois, la distribution ubiquitaire de CD81 nermpet pas d’expliquer le tropisme du
VHC principalement restreint aux hépatocytes, staggeque CD81 joue un rble de cofacteur et que

d’autres molécules a la surface cellulaire sonfiopges dans le processus d’entrée virale.

En utilisant une sE2 pour identifier des protéidessurface impliquées dans l'entrée du
VHC, Scarselliet al. ont caractérisé Iscavenger receptode classe B et de type | (SR-BI ou
Cla-1 chez 'Homme)(Scarselliet al, 2002). SR-BI est une protéine de 82 kDa qui catepteux
segments transmembranaires, générant ainsi une langcle extracellulaire et deux courts
domaines cytoplasmiques. Cette protéine contientsit@s potentiels de N-glycosylation
(Cocquerelet al, 2006) figure 12). SR-BlI est hautement exprimé dans le foie, lssus
stéroidogéniques (ovaires, glandes surrénales)ediri 2001), et est aussi exprimé par les
monocytes, les macrophages, les cellules dendegiqumyéloides et plasmacytoides
(Yamadaet al, 2005), les lymphocytes B (Stamatakial, 2009).

Figure 12 Schéma de SR-Bl: corécepteur
cellulaire du VHC (d'apres Cocquerett al.
(Cocquerekt al, 2006)).

La boucle extracellulaire de SR-BI contient 9 sites
potentiels de N-glycosylation (en vert) et 6 résidu
cystéine (en violet). De plus, SR-BI est palmitoylé
au niveau de deux cystéines localisées a son
extremité C-terminale.

Milieu extracellulaire

®c

Cytoplasme

Le SR-BI peut se lier a plusieurs lipoprotéinetetefjue les HDL, VLDL, LDL, les formes
aceétylées et oxydées des LDL ainsi que les vésiadde phospholipides anioniques. La fonction
primaire de SR-BI est de médier le transport désreslu cholestérol associés aux HDL par un
mécanisme d’assimilation sélective. Dans ce typendeanisme, la lipoprotéine HDL s’attache a

SR-BI puis les esters du cholestérol sont délirda membrane plasmique sans assimilation ni
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dégradation de la particule HDL entiére. En ous®-Bl stimule le flux bidirectionnel du
cholestérol libre entre les cellules et les lipagires (Connelly & Williams, 2004).

Il a été montré que les ligands naturels de SR-&dutent I'infection par le VHC. En effet, I'ajout
de HDL humain lors de linfection de lignées d’htgpae par des HCVpp engendrait une
augmentation du pouvoir infectieux de ces HCVpp ig¥et et al, 2005). A [linverse,
von Hahnet al. ont démontré que la forme oxydée des LDL étaiablpd’inhiber I'infection par
les HCVpp et les HCVcc (von Halat al,, 2006).

En outre, HVR1 de E2 intervient dans l'interactemire E2 et SR-Bl et module I'effet positif des
HDL sur I'entrée du VHC. En effet, la délétion d&¥RIL aboutissait a I'abrogation de l'interaction
de sE2 avec SR-BI (Scarsebt al, 2002). De plus, en utilisant le modéle HCVpp ffée
facilitateur des HDL sur l'entrée du VHC était abolorsque HVR1 était délétée
(Voissetet al, 2005; Bartosclet al, 2005; Drewset al, 2007).

En raison de son réle dans le transport du chot@st8R-Bl est une protéine capable de
modifier la composition lipidique de la membrandudaire. Ainsi, il est possible d'imaginer que
I'effet facilitateur des HDL sur I'entrée du VHC isda conséquence d’'une modification de la
membrane plasmique induite par SR-BI pour qu’ilspai remplir son rble biologique aprés sa
liaison avec le HDL, son ligand principal natur€ette modification pourrait faciliter une des
étapes d’entrée du virus, comme par exemple larfusiembranaire. Alternativement, il a été
proposé que le VHC puisse interagir avec SR-BI leis lipoprotéines, fournissant ainsi un
mécanisme d’entrée de substitution en présenceAde(Maillard et al, 2006). Tout en conservant
son potentiel infectieux, le VHC pourrait ainsi épper a la réponse immunitaire humorale via un
masquage des épitopes neutralisants par les ligghpes. Une autre étude a montré que l'infection
des HCVcc en l'absence de lipoprotéines peut éwmbibée par des Ac anti-SR-BI

(Zeiselet al, 2007a), suggeérant une interaction directe eaf&irions et le récepteur SR-BI.

En passant au crible une banque d’ADNc généréeati gda la lignée d’hépatome humain
Huh7.5 hautement permissive a l'infection par le G/HEvanset al. ont identifi€ une protéine
additionnelle impliquée dans I'entrée du VHClaudine-1 (ou CLDN-1) En effet, ils ont montré
gue I'expression de CLDN-1 rendait la lignée celitd rénale embryonnaire HEK 293T permissive
a l'infection par les HCVpp et les HCVcc (Evaetsal, 2007).

CLDN-1 appartient a la grande famille des Claudioemposée d’au moins 24 membres. Les
Claudines sont des protéines transmembranairestite paille (entre 20 et 27 kDa) impliquées
dans la formation des jonctions serrées (Van étdiliAnderson, 2006). Ces protéines comportent
guatre domaines transmembranaires produisant unesggnédian intracellulaire, deux domaines

extracellulaires (ECL1 et ECL2) et des segmentadedlulaires N- et C-terminaux. Le segment
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N-terminal est tres court, constitué de 2 a 6 tésidla boucle extracellulaire ECL1 des Claudines
est caractérisée par la présence d'un motif-8LWs;-Cs4-Csq hautement conservdiqure 13).
CLDN-1 est hautement exprimée dans le foie ainse quar d’autres tissus épithéliaux
(Furuseet al, 1998).

Figure 13 Schéma de CLDN-1:

corécepteur cellulaire du VHC (dapres

Milieu extracellulaire Cukiermaret al. (Cukiermaret al, 2009)).

Membrane plasmique - ECLL1 :Extracellular loop 1
- ECL2 :Extracellular loop 2
Cytoplasme - TM: Transmembrane domain

CLDN-1 est impliquée dans l'entrée du virus danse ugtape suivant [attachement
(Evans et al, 2007). Jusqu'a aujourd’hui, une interaction dieeentre les glycoprotéines
d’enveloppe E1/E2 et le récepteur CLDN-1 n’a paéschirement démontrée. Toutefois, a partir du
modele HCVpp, il a été montré que les six résidusstituant le motif trés conservé parmi toutes
les Claudines (motif \A-GLWs3-Cs4-Csy) et les résidus 132, D38 et E48 dans la boucle E@# 1
CLDN-1 sont importants pour I'entrée du VHC (Evansl, 2007; Cukiermaset al, 2009).

CLDN-1 et CD81 “colocalisent” sur les surfacescape et basolatérale des hépatocytes
(Reynoldset al, 2008) En outre, Harriet al. ont démontré qu€LDN-1 s’associe a CD81 pour
former des complexes récepteurs CLDN-1/CD81 (Hatred, 2008).

Des mutations sur les résidus 32 et 48 (I132M etkii4tans 'ECL1 de CLDN-1 peuvent rompre
'association CLDN-1/CD81 et sa fonction de réceaptgrobablement en raison d’'une altération
conformationnelle d’'ECL1. De plus, lintroductiomviersée de ces mutations aux deux résidus
d’ECL1 (M32l et K48E) dans le récepteur inactif QWEY rend possible I'association avec CD81,
ainsi que I'entrée virale (Harret al, 2010). En outre, la nature conservée de ces asidus (132

et E48) sur ECL1 de CLDN-1 est importante pourtféa du VHC (Evanst al, 2007). La
formation des complexes CLDN-1/CD81 via des résidosservés (notamment 132 et E48 sur
ECL1) est essentielle pour promouvoir I'infecticar e VHC (Harriset al, 2010).

Pour finir, il a été montré que I'expression stadbdedeux autres membres de la famille des
Claudines, CLDN-6 et CLDN-9 dans des cellules népatiques (cellules HEK 293T), peuvent les
rendre permissives a l'infection par des HCVpp (#het al, 2007; Meertenst al, 2008). Il est
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intéressant de noter que, contrairement a CLDNEDNG6 et CLDN-9 sont exprimées dans le foie
mais aussi au niveau des PBMCs (Zheh@l, 2007). Cette distribution de CLDN-6 et CLDN-9
dans des tissus non-hépatiques pourrait expliquemoins en partie, le mécanisme d’infection

extra-hépatique du VHC et en I'occurrence son lgopisme (Caussin-Schwemlirg al, 2001).

Plus récemment, une autre protéine des jonctioméese |I0ccludine (ou OCLN), a été
identifiée comme autre facteur cellulaire essemixlr 'entrée du VHC. Tout comme pour le mode
de découverte de CLDN-1 en tant que cofacteur ceniu VHC, OCLN a été identifiée comme
corécepteur additionnel en passant au crible umgusa d’ADNc générée a partir de la lignée
d’hépatome humain Huh7.5 hautement permissivenfettion par le VHC. La lignée de carcinome
rénal (786-0) naturellement résistante a l'infectiar le VHC, exprime de hauts niveaux de CD81,
SR-Bl et CLDN-1 mais approximativement 17 fois n®iFOCLN que la lignée d’hépatome
Huh7.5. La surexpression d’OCLN dans ces cellubesles conduit & une trés forte augmentation
de leur infection par les HCVpp. De plus, la répiras de I'expression d’'OCLN entraine
inhibition de l'infection de la lignée d’hépatomidep3B par des HCVpp et celle des cellules
Huh7.5 par des HCVpp et des HCVcc (Plesal, 2009).

OCLN est une protéine transmembranaire d’envirbnkba exclusivement localisée au
niveau des jonctions serrées des cellules épitbglidCette protéine comprend quatre domaines
transmembranaires générant un segment médian altlace, deux boucles extracellulaires
(ECL1 et ECL2) et deux domaines N- et C-terminayo@asmiques, court en N-terminal et long
en C-terminalfigure 14) (Tsukitaet al, 1999).

Milieu extracellulaire

Figure 14 Schéma d’OCLN : corécepteur

T Membrane plasmique cellulaire du VHC (d’aprés Tsukitat al.
""""" (Tsukitaet al, 1999)).

Cytoplasme
ne? & — - ECL1 :Extracellular loop 1
g - ECLZ2: Extracellular loop :

L’intervention d’'OCLN dans le mécanisme d'entrée MHC se produirait a une étape
suivant I'attachement. En effet, Benedietoal. ont montré qu’OCLN serait impliquée dans I'étape
de fusion du VHC avec la cellule héte, médiée pas Iglycoprotéines d’enveloppe
(Benedicteet al, 2009). Dans une autre étude, ils ont montré quiateraction intracellulaire entre
la glycoprotéine E2 et Occludine se produisait @kctoet al, 2008). De méme, Liet al. ont

montré qu’OCLN était requise dans I'entrée du VHQ@e cette protéine co-précipitait avec E2
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dans la lignée dhépatome Huh7.5.1 infectée par dé8Vcc. Avec le systeme
d'immunoprécipitation qu’ils ont utilisé, les autsuwnt noté que la détection de cette interaction
pouvait soit dériver d’'un pool intracellulaire dengplexes OCLN/E2 ou de complexes formés
durant I'entrée virale (Liet al, 2009). D’aprés ces données, il est donc posdibtfeginer qu’une
association OCLN/E2 puisse se produire dans le adimpent extracellulaire apres I'attachement

du VHC, probablement pour promouvoir la fusion meanliire du virus avec la cellule hote.

2). Processus d’entrée du VHC

In vivo, le VHC interagit vraisemblablement avec les stg$abasolatérales des hépatocytes.
Les glycosaminoglycanes HS correspondent aux premgtes d’attachement du VHC
(Barthet al, 2003; Koutsoudakist al, 2006) avant d’interagir avec plusieurs facteuesntiée qui
sont CD81 (Pileriet al, 1998; Koutsoudakist al, 2006), SR-Bl (Scarsellet al, 2002;
Voissetet al, 2005), CLDN-1 (Evanst al, 2007) et OCLN (Plosst al,, 2009).
Tous ces facteurs sont requis pour une infectioduymtive par le VHC, suggérant que I'entrée du
virus pourrait étre meédiée par la formation de clexgs entre les différents facteurs d’entrée du

VHC au niveau de la membrane plasmique (Zaisal, 2007a; Kriegeet al, 2010).

Des études de FRETlorescence resonance energy transtart fourni la preuve que des
complexes CLDN-1/CD81 se forment et jouent un ralans [linfection par le VHC
(Harris et al, 2008, 2010). En outre, la formation de complex#DN-1, -6, -9/CD81 est
essentielle pour l'entrée virale (Kriegat al, 2010; Harriset al, 2010). Cependant, les
connaissances sur d’autre(s) association(s) petlis) entre co-facteurs d’entrée sont limitées.
Par exemple, il a été montré que CLDN-1 localiséela membrane plasmique interagit avec
OCLN mais cette association n'a pas montré dedmne interaction CLDN-1/OCLN et infection
du VHC (Harriset al, 2010).

La séquence des événements menant de linteradilidfHC avec les récepteurs cellulaires
a l'internalisation virale suivie de la fusion membaire reste encore aujourd’hui mal connue.
Cependant, plusieurs études utilisant les modelegro HCVpp et HCVcc ont montré que I'entrée
du VHC dans les lignées d’hépatome et les hépascprimaires humains s