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Introduction

Le virus de I'hépatite C (VHC) a été découvert en 1989 par I'équipe de Michael Houghton
grace a de nouvelles méthodes de biologie moléculaire qui ont permis de séquencer le virus a
partir du plasma d'un chimpanzé expérimentalement infecté par le sang d'un patient présentant
une hépatite post-transfusionnelle non-A non-B.

La découverte du VHC a révolutionné 1'hépatologie du fait de la fréquence de I'hépatite
chronique liée a ce virus et de sa responsabilité en tant que cause majeure de cirrhose et
carcinome hépatocellulaire, représentant ainsi un probléme majeur de santé publique.

Depuis sa découverte, les progrés thérapeutiques ont été¢ considérables : en 20 ans, le
pourcentage de réponse virologique soutenue synonyme d'éradication virale et donc de
guérison a été multiplié par dix (de 6 a 60%). Cependant, de nombreux patients sont encore
rechuteurs ou non répondeurs avec le traitement standard de 1'hépatite chronique C associant
l'interféron pégylé et la ribavirine. De plus, ce traitement provoque de nombreux effets
indésirables avec un retentissement sur la qualité de vie des patients. C'est pourquoi il était
nécessaire de développer de nouveaux traitements.

C'est ainsi qu'au cours de ces dernieres années, I’amélioration de la compréhension du cycle
de réplication virale et la caractérisation d’enzymes virales, cibles thérapeutiques potentielles,
ont permis le développement de nouvelles molécules trés prometteuses qui devraient
permettre d'obtenir dans le futur la guérison d'un plus grand nombre de patients.

En dépit du recul de l'incidence de la maladie, certaines populations a risque comme les
usagers de drogues par voie intraveineuse restent particulicrement touchées, en effet ils
représentent environ deux tiers des nouvelles contaminations. C'est pourquoi le pharmacien
d'officine, du fait de sa proximité, se doit d'intervenir auprés de cette population
particulierement exposée afin de contribuer efficacement a la prévention de la propagation de
ce virus.

Dans un premier temps, nous ferons le point sur les connaissances actuelles concernant
l'infection et le virus responsable. Puis nous présenterons les thérapeutiques en
développement et, pour finir, nous aborderons la contribution du pharmacien d'officine en

matiere de prévention, d'information et de conseils.
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1. Le virus de I’hépatite C

Dans cette partie consacrée au virus de I’hépatite C, nous aborderons dans un premier temps
les caractéristiques taxinomiques et structurales du virus, puis nous détaillerons les différentes
¢étapes du cycle de réplication virale et dans un dernier temps nous étudierons la variabilité du

génome viral.

1.1.Caractéristiques du virus

1.1.1. Classification taxinomique

Le virus de I’hépatite C (VHC) est classé¢ au sein de la famille des Flaviviridae dans un
nouveau genre créé pour lui nommé Hepacivirus, constitué exclusivement de 1’ensemble de
ses variants. Cette famille regroupe les Flavivirus (virus de la fiévre jaune, de la dengue ou de
I’encéphalite japonaise), les Pestivirus, responsables de pathologies animales et les virus des
hépatites G (GBV) (figure 1). Tous les virus appartenant a cette famille sont de petits virus

enveloppés possédant un génome a ARN simple brin de polarité positive (Gordien, 2003).

Hepacivirus

GBV-B

/ By \

S Flavivirus
Pestivirus

Figure 1 : Arbre phylogénétique schématique des genres et des principaux virus de la famille des
Flaviviridae. BVDV : virus de la diarrhée bovine virale, CSFV : virus de la fiévre classique porcine,
JEV : virus de I’encéphalite japonaise, DENV : virus de la dengue, YFV : virus de la fiévre jaune,
GBYV : virus des hépatites G ; HCV : virus de I’hépatite C (Legrand-Abravanel, 2008).
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1.1.2. Structure des particules virales

Le VHC est un petit virus enveloppé de 55 a 65 nm de diamétre, trés difficilement visualisé
en microscopie électronique. Le génome viral, constitu¢ d’une molécule d’ARN simple brin
de polarité positive, est contenu dans une capside protéique a symétrie icosaédrique qui est
elle-méme entourée d’une enveloppe lipidique d’origine cellulaire au sein de laquelle sont
ancrées deux glycoprotéines d’enveloppe virales, E1 et E2, organisées en complexes

hétérodimériques non covalents (figure 2), (Pawlotsky, 2004).

Hétérodimere E1/E2

oe———— Enveloppe Virale

ARN Viral

Capside

W

1 Héérodimere EVE2

Figure 2 : Structure schématique de la particule virale VHC (Gordien, 2003).

1.1.3. Structure du génome

Le génome du VHC est constitué d’'un ARN simple brin de polarité positive, d’environ 9600
paires de bases (pb) comportant trois régions : deux régions non codantes trés conservées aux

extrémités 5’ et 3’ encadrant une région codant les protéines virales (figure 3).
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Figure 3 : Structure du génome du VHC (Imbert ef al., 2004).

1.1.3.1.  Région 5’ non codante

L’extrémité 5° non codante (5’NC) d’une longueur de 341 nucléotides est la région la plus

conservée du génome entre les différents sous-types du VHC.

Elle présente des structures secondaires complexes en tige-boucle formant un site interne
d’entrée du ribosome ou IRES (Internal Ribosomal Entry Site). L’IRES forme un complexe
avec la petite sous-unité ribosomale 40S et des facteurs de traduction, essentiel a la

production des protéines virales (Soussan, 2010).

De plus, cette région 5’NC, a la fois par des séquences situées en amont de I’'IRES, mais aussi

au sein de ’IRES, semble étre impliquée dans la réplication virale.

1.1.3.2.  Région codant les protéines virales

La région 5’NC est suivie d’un cadre de lecture ouvert débutant par un codon AUG initiateur
de la traduction. Il comporte 9024 a 9111 nucléotides qui codent une grande polyprotéine de
3010 a 3033 acides aminés. Cette polyprotéine sera ensuite clivée pendant et apres sa
traduction par des protéases virales et des protéases cellulaires de I’hote pour donner au moins
10 protéines virales distinctes, de 5’ en 3’ : les protéines structurales (protéine de capside C et
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2), une protéine appelée p7 et les protéines fonctionnelles

non structurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B).

Un cadre unique de lecture a longtemps ¢t¢ admis jusqu’a ce que des anticorps dirigés contre
une protéine inconnue du VHC soient identifiés dans le sérum de patients infectés
chroniquement. Ils révélaient 1’existence d’une nouvelle protéine F possédant une extrémité
N-terminale commune avec la capside, mais résultant d’un changement de phase de lecture

des ribosomes. Bien que son rdle exact soit inconnu, elle pourrait partager une ou certaines
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des nombreuses fonctions attribuées a la capside (Cahour, 2006).

1.1.3.3.  Région 3’ non codante

L’extrémité 3°’NC du génome, située en aval du codon stop du cadre de lecture ouvert,
comporte trois régions successives, de 5’ en 3’ : une région non traduite de longueur et de
séquences variables (28 a 42 nucléotides) d’une souche virale a I’autre ; une queue poly-
U/UC de taille hétérogeéne (de 30 a 150 nucléotides) et une région 3’ terminale trés conservée
de 98 nucléotides : la région X, repliée en trois tiges-boucles successives. Cette région X joue
un role important dans 1’initiation de la synthése du brin d’ARN négatif, servant de matrice a
la réplication virale et a également un role régulateur dans la traduction de la polyprotéine du

VHC (Gordien, 2003 ; Pawlotsky, 2004).

1.1.4. Structure et fonction des protéines virales
1.1.4.1.  Protéines structurales du virus

1.1.4.1.1. Protéine de capside

La protéine de capside est une phosphoprotéine fortement basique de 21 kDa (p21), avec des
régions tres hydrophobes. Elle est issue du clivage de l’extrémité N-terminale de la
polyprotéine virale au niveau de I’acide aminé 191 sous ’action de protéases cellulaires. Sa

localisation est cytoplasmique et semble associée a des gouttelettes lipidiques.

D’autres formes de cette protéine ont ¢été décrites dans des modeles cellulaires
expérimentaux : une protéine de 19 kDa (p19) générée par un clivage secondaire, localisée
dans le réticulum endoplasmique et une protéine de 16 kDa (p16) localisée dans le noyau (au

niveau des nucléoles) des cellules infectées.

La protéine de capside est la sous unité de base qui par multimérisation forme la
nucléocapside virale. Elle fixe ’ARN viral, permettant 1’encapsidation du génome viral et a
une action de régulation de la traduction en s’associant notamment aux sous-unités 60S du
ribosome. Elle se fixe aux glycoprotéines de I’enveloppe virale pour I’assemblage des virions

(Gordien, 2003).

En plus de sa fonction d’encapsidation de I’ARN du VHC, la protéine de capside présente un
grand nombre d’activités fonctionnelles. En effet, il a ét¢ montré qu’elle pouvait interagir

avec de nombreuses protéines cellulaires participant a des fonctions aussi diverses que la
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régulation de la croissance cellulaire, ou encore le métabolisme des lipides. Cette protéine
aurait donc un rdle important dans la pathogenése en modifiant le métabolisme lipidique, en
modulant certaines voies de signalisation cellulaire, 1’apoptose, ou encore 1’expression de
certains genes. C’est ainsi qu’elle participerait a la transformation cellulaire et au processus de

cancérisation induit par le VHC (Durantel et al., 2006).

1.1.4.1.2. Protéine F

La protéine F, dont la masse moléculaire est de ’ordre de 17 kDa, est issue d’une phase
ouverte de lecture alternative a la séquence codant pour la capside, appelée aussi ARFP pour
Alternative Reading Frame Protein, ou protéine F pour Frameshift. Sa fonction dans le cycle
viral et sa localisation subcellulaire restent a ce jour peu connues (Soussan et al., 2010), mais
elle ne semble pas nécessaire a la réplication virale en culture cellulaire ainsi qu’in vivo chez
le chimpanzé (McMullan ef al., 2007). Une étude suggeére que la protéine F pourrait avoir des

fonctions immunomodulatrices (Fiorucci et al., 2007).

1.1.4.1.3. Protéines d’enveloppe E1 et E2

Les protéines E1 et E2 sont des constituants majeurs de 1’enveloppe virale. Elles résultent du
clivage de la polyprotéine par des signal-peptidases respectivement en position 383 et 746.
Parfois, une forme E2/p7 (qui peut étre stable chez certaines souches) est retrouvée, mais le

plus souvent elle est rapidement clivée a son tour.

Ce sont des glycoprotéines transmembranaires de masse moléculaire apparente de 30 a 35
kDa et 70 kDa respectivement, contenant des régions hypervariables. Elles sont capables de
s’associer entre elles par leur domaine transmembranaire en deux types d’hétérodimeres
stables (respectivement avec ou sans pont disulfure), ce qui constitue une étape critique de la
morphogenéese des virions. Les protéines E1 et E2 s’associent aussi aux autres protéines
virales et participent ainsi a la régulation de la réplication virale. E2 serait capable de se lier a
une boucle extracellulaire du CD81, protéine de la membrane cellulaire de la superfamille des
tétraspanines. Cette interaction permettrait I’entrée du virus dans les hépatocytes. Par ailleurs,
il a été montré que la protéine E2 pouvait interférer avec la fonction de la protéine PKR,
protéine kinase associée aux ARN double brin, inductible par le systéme interféron de type 1.

Il s’agirait d’un mécanisme d’échappement du virus aux défenses de 1’héte.
La protéine E2 représente la partie la plus variable du génome du VHC. Elle possede deux
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régions hypervariables HVRI1 et 2 (hyper variable region I et 2), qui seraient a la base de la
diversité génétique du virus (quasi-especes), mais €¢galement impliquées dans la sélection de
variants d’échappement a la réponse immunologique de I’hdte infectieux (figure 4),

(Pawlotsky, 2004).
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Figure 4 : Les glycoprotéines (gp) d’enveloppe E1 et E2 du VHC. Sur le virion, les deux
glycoprotéines E1 et E2 sont associées de facon non covalente en hétérodimeres. Les repliements sont
dépendants de la coexpression de El et E2 dans la lumiére du réticulum endoplasmique (RE), E2
remplissant le r6le de protéine chaperon pour E1 (Gordien, 2003).
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1.1.4.14. Protéine p7

La protéine p7 (7 kDa), localisée au niveau de I’extrémité C-terminale de la protéine E2, est
une petite protéine treés hydrophobe exclusivement membranaire du réticulum endoplasmique.
Sa fonction semble é&tre, aprés polymérisation, la formation de canaux ioniques

potentiellement impliqués dans la morphogenese et la sécrétion du VHC (Soussan, 2010).

1.1.4.2. Protéines non structurales du virus

1.1.4.2.1. Protéine NS2

La protéine NS2 est une protéine transmembranaire de 23 kDa, insérée dans la membrane du
réticulum endoplasmique. Cette protéine forme avec le domaine N-terminal de la protéine
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NS3, une métallo-protéase zinc-dépendante responsable du clivage autocatalytique de la

jonction NS2/NS3.

1.1.4.2.2. Protéine NS3

La protéine NS3 est une protéine hydrophile de 70 kDa avec deux domaines fonctionnels.
Elle possede une activité sérine protéase dans sa région N-terminale et une activit¢ NTPase et

hélicase pour I’ARN dans sa région C-terminale.

L’activité sérine protéase de NS3 assure le clivage des protéines situées en aval : clivage en
cis de la jonction NS3/NS4A et clivage en trans des jonctions NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et
NS5A/NSS5B. Cette activité nécessite la liaison de NS3 avec son cofacteur NS4A.

L’activité hélicase couplée a une activité NTPase est essentielle pour la traduction et la
réplication du génome viral. L’hydrolyse de nucléosides triphosphates fournirait 1’énergie
nécessaire a 1’hélicase pour « casser » les structures secondaires et séparer les brins positifs et
négatifs de ’ARN du VHC, permettant ainsi I’accés du génome viral aux enzymes virales et

cellulaires.

Enfin, la portion hélicase de NS3 est également impliquée dans la régulation de la
transduction du signal par la protéine kinase dépendante de I’AMP cyclique (PKA) et semble

pouvoir influencer la survie et la prolifération de la cellule hote.

1.1.4.2.3. Protéine NS4A

La protéine NS4A est une protéine transmembranaire de 54 acides aminés et de 8 kDa. Sa
principale fonction est celle de cofacteur de la sérine protéase NS3 avec laquelle elle forme un
complexe avec sa région centrale. Elle permet ¢galement 1’ancrage de NS3 et d’autres
protéines du complexe de réplication du VHC aux membranes cellulaires grace a son domaine
hydrophobe et interagit avec la protéine NS5A dont elle régule la phosphorylation. De plus,
des ¢études récentes suggerent qu’elle pourrait inhiber la synthése protéique cellulaire,

favorisant ainsi la traduction des protéines virales.

1.1.4.2.4. Protéine NS4B

La protéine NS4B est une protéine hydrophobe de 27 kDa et longue de 260 acides aminés,
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fortement associée a la membrane du réticulum endoplasmique. Sa fonction pourrait étre de
modifier la nature de la membrane du réticulum endoplasmique afin de faciliter la formation
du complexe de réplication au sein duquel elle est associé¢e a I’ARN polymérase dépendante
de ’ARN et autres protéines virales non structurales. De plus, cette protéine semble bloquer
la synthese de certaines protéines de 1’hote et coopérer avec des oncogenes (H-Ras) dans la

transformation cellulaire.

1.1.4.2.5. Protéine NS5A

La protéine NS5A est une protéine hydrophile longue de 446 acides aminés qui existe sous
deux isoformes distinctes de masse moléculaire de 56 et 58 kDa correspondant a des degrés
différents de phosphorylation sur résidus sérine, phosphorylations médi¢es par des sérine-
thréonine kinases cellulaires. La phosphorylation de NS5A semble nécessaire a son activité et
les différences de phosphorylation, qui dépendent notamment du génotype viral, I’influencent
probablement. NS5A est localisée a proximité des membranes du réticulum endoplasmique ou
elle est associée aux autres protéines non structurales au sein du complexe de réplication. Sa
fonction au sein de ce complexe reste inconnue, mais elle participe probablement a la
régulation de I’activité de I’ARN polymérase dépendante de I’ARN. De plus, la protéine
NS5A possede de nombreuses propriétés qui pourraient jouer un role dans la résistance aux
traitements par interféron alpha. En effet, elle posséde une région hypervariable appelée ISDR
(Interferon Sensibility Determining Region) capable de fixer la PKR (protéine kinase associée
aux ARN double brin) bloquant ainsi son action antivirale et il a ét¢ montré que NS5A

pouvait aussi induire I’interleukine 8 (IL-8) qui, & son tour, inhibe les effets de 1’interféron.

1.1.4.2.6. Protéine NS5B

La protéine NS5B est une protéine cytosolique longue de 592 acides aminés et de masse
moléculaire apparente de 68 kDa. Elle est ancrée a la membrane du réticulum endoplasmique
par sa partie C-terminale. Sa séquence nucléotidique est extrémement conservée, non
seulement dans les différents isolats du VHC, mais aussi chez les Pestivirus, les Flavivirus et
d’autres virus @ ARN. Elle possede en particulier un motif en acides aminés G-D-D
totalement conservé, caractéristique des ARN polymérases dépendantes de I’ARN. Ainsi,
NS5B serait donc I’ARN polymérase du VHC. Elle exerce trés probablement son action au

sein d’'un complexe multimoléculaire de réplication, du fait d’interaction directe avec les

18



protéines NS3, NS4 et, par I’intermédiaire de celles-ci, avec NS4B et NS5A. La résolution de
sa structure tridimensionnelle par cristallographie aux rayons X a révélé une structure en main
droite, avec des sous-domaines « doigts », « paume » et « pouce » caractéristiques constituant
le domaine catalytique, ce qui a permis de mieux comprendre le mécanisme de réplication de
I’ARN viral et le développement d’inhibiteurs spécifiques a visée thérapeutique (Gordien,

2003 ; Durantel et al.,2006 ; Pawlotsky, 2004).

Lumiére du RE
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Figure 5 : Représentation schématique des protéines virales structurales et non structurales du virus de
I’hépatite C (Cahour, 2006).

1.2.Le cycle de réplication du VHC

L’¢tude du cycle cellulaire du virus de I’hépatite C a longtemps été freinée du fait de
I’absence d’un systéme cellulaire permettant une réplication complete du VHC. Cependant,
de nombreux modeles d’études ont permis de progresser sur la connaissance des différentes

¢étapes du cycle viral.

C’est en 2005, 16 ans apres la découverte du virus de 1’hépatite C, qu’un systéme cellulaire
permettant de reproduire un cycle infectieux complet du virus a enfin été obtenu grace a
I’utilisation d’une souche particuliere de VHC (souche JFH-1 de génotype 2a) isolée d’un
patient atteint d’une hépatite C fulminante, forme clinique exceptionnelle dans les hépatites C
(Kato et al., 2003). En effet, cette souche posséde des propriétés biologiques particulieres, la
rendant trés compétente pour la réplication et la production de virions en systéme cellulaire.
La transfection du génome complet de JFH-1 dans les cellules Huh7 a permis d’obtenir un

fort niveau de réplication du génome et une forte production de particules virales infectieuses
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in vitro, mais aussi in vivo chez le chimpanzé (Wakita et al., 2005).

Le modéle de culture cellulaire du VHC avec la souche JFH-1 a donc permis 1’étude des

étapes du cycle viral encore mal connues et la confirmation des données précédemment

¢établies a partir d’autres modéles.

Ainsi, le cycle réplication du VHC peut étre décrit en cinq €tapes (figure 6).

—

w N

Fixation du virus.

Entrée du virus dans la cellule cible et libération de I’ARN génomique.

Traduction de I’ARN génomique, apprétement de la polyprotéine produite et formation du
complexe de réplication associé aux membranes intracellulaires.

Réplication de I’ ARN génomique en brins négatifs intermédiaires et synthése de novo d’ARN
génomique positif.

Assemblage et libération des virions.

Figure 6 : Cycle de réplication du VHC (Gordien, 2003).
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1.2.1. Etapes précoces du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire du VHC est cytoplasmique et concerne essentiellement les hépatocytes.

La fixation et I’entrée du virus dans la cellule cible nécessitent des protéines de surface du

virus et des molécules de surface cellulaire impliquées dans le complexe du récepteur.

Les deux glycoprotéines d’enveloppe du VHC, E1 et E2, localisées a la surface cellulaire du
virus et organisées en complexes hétérodimériques non covalents, jouent un réle important
dans I’entrée virale et la fusion qui libére le génome viral dans le cytoplasme cellulaire. En
effet, la mise en évidence d'anticorps anti-E2 capables de bloquer ce processus a révélé qu'une
région hypervariable 1 (HRV1), située a I’extrémité N-terminale de la glycoprotéine
d’enveloppe E2, participerait a la fixation de la particule virale a sa cellule cible. Le role de la
glycoprotéine d’enveloppe E1 reste peu connu, elle serait impliquée dans le processus de

fusion des membranes qui suit la pénétration du virus dans le cytoplasme cellulaire.
Plusieurs molécules de surface cellulaire semblent jouer un réle dans le complexe récepteur :

e Les glycosaminoglycanes (GAGs), exprimées de fagon ubiquitaire a la surface
cellulaire, semblent servir de site initial d’attachement du VHC avant transfert vers
des molécules de surface de plus grande affinité.

e La molécule CD81, appartenant a la superfamille des tétraspanines et se trouvant a la
surface de nombreux types cellulaires comme les hépatocytes et les lymphocytes B,
semble capable de fixer spécifiquement la glycoprotéine d’enveloppe E2 in vitro.

e Le scavenger receptor B de type 1 (SR-B1), ligand naturel des lipoprotéines de haute
densit¢ (HDL), interagit avec la région hypervariable 1 de la glycoprotéine
d’enveloppe E2.

e La claudin-1, mo