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Introduction

Les infections chroniques du foie par les virus de I’hépatite
B et C (VHB et VHC) affectent plus de 500 millions de per-
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Résumé. Les infections chroniques par les virus hépatiques sont un enjeu de santé
publique mondiale. Les virus de I’hépatite B, C et D (VHB, VHC, VHD) sont les
trois principaux virus responsables de ces affections graves du foie. IIs se carac-
térisent par des structures et des cycles viraux tres différents mais sont liés par un
hépatotropisme exclusif, suggérant I’existence de facteurs cellulaires hépatocyte-
spécifiques impliqués dans ces infections. Si les cycles viraux sont relativement
bien décrits, les interactions moléculaires entre virus et facteurs hépatiques sont
encore en partie méconnues. Les facteurs de 1’hote impliqués dans ces infections
virales constituent des candidats potentiels pour le développement de nouvelles
cibles antivirales. Récemment, le transporteur d’acides biliaires pour sodium -
taurocholate co-transporting polypeptide (NTCP), exprimé majoritairement a la
surface des hépatocytes, a été décrit comme le premier récepteur du VHB et du
VHD. De plus, ce transporteur membranaire est impliqué dans la régulation de
I’entrée du VHC, confirmant son importance lors de 1’infection virale des hépa-
tocytes. Le but de cette revue est de décrire les interactions entre NTCP et ces
trois virus hépatotropes.

Mots clés : virus hépatiques, entrée virale, NTCP, acides biliaires

Abstract. Liver chronic infections by hepatotropic viruses remain a major health
problem worldwide. Hepatitis B, C, and D viruses (HBV, HCV, HDV) are respon-
sible for severe liver damages. In spite of different viral structures and life cycles,
they all exclusively infect the liver, suggesting the presence of hepatocyte-specific
factors allowing viral infection. If viral life cycles are already well described, the
molecular interactions between liver host factors and viral structures remain elu-
sive. Host factors represent promising targets for the development of new antiviral
strategies. Recently, the bile acid transporter NTCP, mainly expressed at the cell
surface of hepatocytes, was described as the first bona-fide receptor for both
HBYV and HDV. Moreover, this solute carrier was shown to be involved in the
modulation of HCV entry, confirming its importance in liver infection by hepatic
viruses. This review summarizes the interactions between NTCP and these three
major viruses.

Key words: hepatotropic viruses, viral entry, NTCP, bile acids

sonnes dans le monde, et représentent un probleme majeur
de santé publique [ 1, 2]. Elles sont responsables de maladies
hépatiques graves et évolutives, telles que la cirrhose et le
carcinome hépatocellulaire (CHC) qui constitue la seconde
cause de mortalité par cancer dans le monde [1, 3, 4]. De
plus, entre 5 et 10 % des patients souffrant d’hépatite B
chronique sont co-infectés par le virus de 1’hépatite delta
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(VHD), un virus satellite du VHB qui détourne les protéines
d’enveloppe du VHB pour assembler ses propres particules
infectieuses [5]. Cette co-infection s’accompagne d’une
aggravation de la maladie hépatique et d’une augmentation
du risque d’apparition d’un CHC [5].

Un certain nombre d’avancées significatives dans le
développement des traitements antiviraux a permis une
amélioration notable de la prise en charge thérapeutique des
patients. Ces traitements restent perfectibles et le dévelop-
pement de nouvelles stratégies de lutte antivirale demeure
un enjeu majeur de la recherche médicale. En effet, en
dépit de I’existence d’un vaccin préventif, la prévalence
de I'infection par le VHB n’a que modérément décliné
au cours des dernieres années [3]. Les traitements actuels
contre le VHB, basés sur 'utilisation d’interféron (IFN)
pegylé de type I et d’analogues de nucléo(s)tides, limitent
la réplication virale mais ne permettent pas la guérison des
patients chroniquement infectés en raison de la persistance
de I’ADN viral sous forme épisomale dans le noyau des
cellules infectées [6, 7]. De méme, dans le domaine de la
recherche contre le VHC, les progres considérables réali-
sés ces dernieres années ont permis le développement de
nouveaux agents antiviraux a action directe (Direct Acting
Antivirals [DAAs]), permettant 1’éradication du virus chez
la plupart des patients [8]. Néanmoins, le cofit tres élevé de
ces traitements limite leur accés a un nombre restreint de
patients.

Parmi les nouvelles stratégies antivirales contre ces virus
hépatotropes, les molécules ciblant les facteurs hépa-
tiques (Myrcludex B, ITX 5061, Miravirsen, Alisporivir. . .)
impliqués dans le cycle viral se révelent prometteuses
[9, 10]. Elles pourraient en particulier permettre de limi-
ter I’émergence de résistances virales lors des traitements
par les DAAs, d’agir de maniére pan-génotypique et de
freiner la progression de la maladie hépatique en empé-
chant I’infection des hépatocytes néoformés [11]. L’entrée
des virus dans les hépatocytes est la cible privilégiée
de ces nouvelles stratégies, et les inhibiteurs d’entrée
anti-VHC et anti-VHB/VHD ont d’ores et déja montré
leur efficacité pour non seulement prévenir, mais égale-
ment guérir I’infection in vitro et in vivo [12-15]. Cette
stratégie est encouragée par le succes de 1’utilisation
d’inhibiteurs de I’entrée virale au cours des thérapies antivi-
rales contre le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH)
[16]. L’identification de facteurs communs impliqués dans
I’infection d’un organe par plusieurs virus permettrait le
développement de stratégies antivirales a large spectre. Le
tropisme exclusivement hépatique de VHB, VHD et VHC
encourage la recherche de tels facteurs cellulaires impliqués
dans I’entrée virale et spécifiques du foie.

Récemment, le transporteur d’acides biliaires sodium -
taurocholate co-transporting polypeptide (NTCP), tres
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majoritairement exprimé a la surface des hépatocytes, a été
identifié comme le premier récepteur commun au VHB et
au VHD. Ce récepteur semble également jouer un role régu-
lateur dans I’entrée du VHC. Le but de cette revue est de
résumer les mécanismes moléculaires et cellulaires mis en
jeu entre le transporteur NTCP et ces virus hépatotropes
majeurs.

Le polypeptide co-transporteur
de Na/taurocholate (NTCP)

Codé par le gene SLC10A 1, NTCP a été le premier membre
décrit de la famille des « solute carriers » (SLC10) [17],
qui comprend de nombreux transporteurs membranaires
d’acides biliaires et de sodium. NTCP est une phos-
phoprotéine glycosylée de 349 acides aminés possédant
neuf domaines transmembranaires, presque exclusivement
exprimée a la surface basolatérale des hépatocytes [18, 19].
Les substrats du NTCP sont principalement les acides
biliaires couplés ou non a des sels, typiquement le tauro-
cholate, dont il permet I’import dans les hépatocytes depuis
la circulation systémique [17, 18] (figure 1). Quelques
petites molécules comme la cyclosporine A (CsA), peptide
cyclique aux propriétés immunosuppressives utilisé lors de
transplantations d’organes, ou I’ezetimibe, utilisé dans le
traitement de I’hypercholestérolémie, se fixent directement
sur NTCP, inhibant I’entrée des acides biliaires dans les
hépatocytes [20, 21].

La concentration en acides biliaires dans les hépatocytes
est finement régulée en raison de leur forte cytotoxicité
a concentration élevée. De ce fait, I’expression du NTCP
dans les hépatocytes est régulée au niveau transcriptionnel
par des hormones, des cytokines, mais également par les
substrats eux-mémes. Il est a noter que les 1ésions hépa-
tiques peuvent affecter son expression [22]. En effet, les
maladies hépatiques telles que la cirrhose biliaire primi-
tive ou I’hépatite alcoolique choléstatique sont associées
a une diminution de I’expression des pompes a acides
biliaires tel que NTCP [23-25], avec pour conséquence
une dérégulation de 1’absorption et 1’excrétion des acides
biliaires. Au contraire, la surexpression du transporteur a été
observée chez les patients souffrant de stéatohépatite non-
alcoolique [26]. Récemment, Kang et al. ont montré que
dans le CHC, la cycline D1 inhibe I’expression transcrip-
tionnelle du NTCP en bloquant I’activité de son promoteur
[27], ce qui pourrait expliquer 1’absence d’expression de ce
transporteur dans les lignées cellulaires dérivées de CHC,
Huh7 et ses sous-clones, et HepG2. Sur le plan génétique, le
polymorphisme de la séquence de SLCI0AI peut étre asso-
cié aune modification d’expression de la protéine NTCP ala
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Figure 1. Import de taurocholate dans les hépatocytes médié par NTCP. Libérés dans I'espace de Disse depuis la circulation sanguine,
les acides biliaires, et notamment le taurocholate (TC) sont importés dans les hépatocytes principalement via le transporteur NTCP
(présenté ici de maniére fonctionnelle) localisé au pble basolatéral des cellules. Une molécule de taurocholate conjuguée a deux ions
sodium (Na +) se lie au site actif du NTCP (ou « poche » d’acides biliaires). La liaison des ions Na+ au transporteur induit un changement

de conformation de la protéine qui se traduit par I'import des acides biliaires dans I'hépatocyte.

surface cellulaire, perturbant le transport des acides biliaires
in vitro, mais la pertinence clinique de ces polymorphismes
reste a déterminer [28].

En tant que transporteur membranaire, NTCP est exprimé a
la membrane plasmique [18]. La régulation de I’expression
membranaire du NTCP est également controlée par
des mécanismes post-traductionnels [29]. Notamment,
I’activation de la phosphatidylinisitol 3-kinase (PI3K) par
I’ AMP cyclique active les kinases C (PKC) { et §, qui a
leur tour induisent la translocation du NTCP des endosomes
vers la membrane plasmique en stimulant les GTPase Rab4
[30]. Au contraire, 1’activation des PKC conventionnelles
(cPKC), et notamment nPKCa, via le Tauroursodeoxycho-
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late par exemple, induit I’endocytose et I’internalisation du
NTCP [29, 31]. Indispensable a ’homéostasie hépatique,
NTCP joue également un role crucial dans I’infection par
deux virus hépatiques majeurs, le VHB et le VHD.

NTCP est le récepteur fonctionnel du VHB et du VHD a la
surface des hépatocytes.

VHB et VHD : cycles infectieux

Le VHB et le VHD sont deux virus tres différents. Le
VHD est un virus satellite du VHB qui requiert I’enveloppe
du VHB pour accomplir I’ensemble de son cycle viral

(figure 2).
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Figure 2. Structure des virus des hépatites B, C, et D (VHB, VHC, VHD). La particule virale du VHB, ou particule de Dane comporte
une capside icosaédrique constituée de I'antigéne core (HBcAg), qui enferme le génome viral constitué d’'un ADN circulaire partiellement
double brin. Ce génome est lié a la polymérase virale, responsable de la retro-transcription au cours du cycle de réplication du VHB.
L’enveloppe virale (AgHBs) est constituée des glycoprotéines virales S, M et L. Cette enveloppe est également utilisée par le VHD pour
assembler ses particules infectieuses. Celles-ci sont composeées, en plus des antigénes AgHBs, d’un génome sous forme d’ARN circulaire
a simple brin négatif lié aux oligoméres de capside, composés des deux formes de I'antigéne delta (S-AgHD et L-AgHD). La particule virale
du VHC est composée d’'une capside formée par des multiméres de la protéine core, qui enferme un génome sous forme d’ARN simple
brin monocaténaire a polarité positive. Cette capside est enveloppée des glycoprotéines de surfaces E1 et E2. Dans le sang, la particule
virale est liée a des particules lipidiques de type VLDL (very low density lipoproteines), comprenant notamment les apoliproprotéines ApoB,

ApoC et ApoE.

Le VHB est un petit virus a ADN enveloppé hépato-
trope, appartenant a la famille des Hepadnaviridae [32].
Les virions enveloppés et infectieux, aussi nommés par-
ticules de Dane, sont caractérisés par une nucléocapside
icosaédrique, composée d’antigenes core HBc (AgHBc) et
d’un génome viral circulaire relaché (rcADN) partiellement
double brin de 3,2 kilo paires de bases (kpb), couplé a la
polymérase virale P [33] (figure 2). L’enveloppe virale est
constituée de trois antigeénes de surface (AgHBs) : la pro-
téine S (pour small), 1a protéine M (pour middle) composée
de S et d’une région preS2 et la protéine L (pour large)
correspondant a I’assemblage de S, preS2 et d’une région
preS1 [33, 34]. Les trois protéines d’enveloppe sont enchas-
sées dans une membrane lipidique d’origine cellulaire.
Le cycle réplicatif du VHB est relativement bien décrit.
Apres I'entrée du virus dans les hépatocytes, la nucléo-
capside est libérée dans le cytoplasme et transportée dans
le noyau [33-36]. La forme rcADN du génome viral est
convertie par les protéines cellulaires en un ADN circu-
laire clos de fagcon covalente (ADNccc). L’ ADNccce associé
aux histones forme un minichromosome qui persiste dans
le noyau et sert de matrice a tous les transcrits viraux
dont ’ARN pré-génomique (ARNpg) [37]. Apres export
dans le cytoplasme, les ARN messagers (ARNm) viraux et

58

I’ ARNpg, coiffés et polyadénylés, sont traduits en protéines
structurales (core et AgHBs) et non-structurales (AgHBe,
oncoprotéine HBx et ADN-polymérase ARN-dépendante
P). L’ARNpg se lie également a P et est encapsidé. 11 est
ensuite rétro-transcrit par P dans la nucléocapside en un
nouvel ADN génomique [38]. Les particules virales néofor-
mées sont ensuite exportées dans le milieu extracellulaire
via la machinerie des corps multivésiculaires [39, 40]. Une
proportion trés importante de particules subvirales de 22 nm
de diametre constituées d’enveloppes virales vides est éga-
lement produite [33].

Ces enveloppes virales seront nécessaires au VHD pour
achever son cycle viral. Le VHD est un petit virus 2 ARN
circulaire simple brin de 1,7 kpb de polarité négative codant
pour une seule protéine structurale, 1’antigéne de capside
delta, présent sous deux formes (longue L-AgHD et courte
S-AgHD) [41] (figure 2). Les deux formes de I’antigéne
contribuent a la formation de la capside, et se lient a’ARN
génomique probablement sous la forme d’oligomeres [41].
S-AgHD stimule la réplication virale et est essentiel a
I’accumulation d’ARN du VHD dans le noyau, alors que
L-AgHD, qui inhibe I’activité de S-AgHD, est indispen-
sable ala synthese de nouveaux virions [41]. Pour assembler
ses particules infectieuses, le virus utilise les protéines de
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surface AgHBs néoformées provenant de la réplication du
VHB, et ne peut donc répliquer completement dans les
hépatocytes que si ceux-ci sont préalablement infectés par
le VHB [42]. Conséquence directe, les deux virus partagent
les mé&mes protéines d’enveloppe et le méme mécanisme
d’entrée dans les cellules hépatiques [43] (figure 2).

La réplication du VHD est également bien décrite.
Apres ’entrée dans la cellule, la ribonucléoprotéine est
transportée dans le noyau, certainement via un signal
de localisation nucléaire porté par L-AgHD [44]. La
réplication virale implique I’activation des polymérases
cellulaires, notamment 1’ARN polymérase II, détournée
de son activité initiale de transcription d’ADN en ARN
[45, 46]. L’ ARN génomique de polarité négative sert de
matrice a I’amplification par cercle roulant conduisant a la
synthése d’ARNm viral [47]. Les ARNm des AgHD sont
traduits dans le cytoplasme et I’antigéne delta est importé
dans le noyau afin d’étre associé au génome viral. En
absence d’infection concomitante avec le VHB, le cycle
viral s’arréte a cette étape et ’infection est avortée [48].
La ribonucléoparticule virale est ensuite exportée dans
le cytoplasme ou elle s’assemble au niveau du réticulum
endoplasmique avec les protéines d’enveloppe du VHB,
via la région C-terminale de L-AgHD [48]. La sécrétion
des particules infectieuses néo-produites reste peu connue.
Cependant, les voies de sécrétions des particules de Dane et
des SVP du VHB semblant différentes [49], il est possible
que les particules VHD soient sécrétées selon un méca-
nisme différent du VHB. Si les étapes des cycles viraux
sont bien documentées, les interactions moléculaires entre
ces virus et leur cellule hote, I’hépatocyte, sont encore lar-
gement méconnues.

La quéte du récepteur

Les premieres étapes d’attachement des virus VHB et VHD
a la surface des hépatocytes sont longtemps restées une
zone d’ombre dans la compréhension du cycle infectieux.
Notamment car les modeles cellulaires disponibles pour
étudier I’infection par ces virus étaient peu nombreux et
peu disponibles. IIs comprennent les hépatocytes primaires
humains et les hépatocytes primaires du Toupaye de Belan-
ger (Tupaia belangeri) (PHH et PTH, respectivement), ainsi
que la lignée cellulaire humaine HepaRG, qui nécessite une
différenciation d’une quinzaine de jours avant d’étre sen-
sible a I’infection virale (pour une revue, voir [50]). Malgré
ces entraves, certaines étapes de 1’entrée virale avaient pu
étre élucidées. En effet, depuis une dizaine d’années, on
sait que I’entrée des virus débute par I’attachement des pro-
téines d’enveloppe aux protéoglycanes a sulfate d’héparane
ou HSPGs [51], et notamment Glypican 5 [52] (figure 3).
De plus, la région N-terminale myristoylée du domaine
preS1 de la protéine d’enveloppe du VHB joue un rdle
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crucial dans I'infectivité du virus [53, 54]. Le lipopeptide
soluble correspondant, identifié comme le site de liaison
du virus au récepteur avant méme 1’identification de ce
dernier, inhibe efficacement ’infection par le VHB et le
VHD dans les hépatocytes [55-57] (figure 3). C’est en
utilisant ce peptide preS1 myristoylé comme appat lors
d’une étude protéomique sur des PTH que Yan ef al. ont
finalement identifié a la fin de ’année 2012 le premier
récepteur fonctionnel du VHB et du VHD a la surface
des hépatocytes, a savoir NTCP [58]. Cette découverte fut
confirmée en parallele par Ni er al., qui comparerent le
profil transcriptomique de cellules HepaRG différenciées
et non différenciées, et identifierent SLCI0AI parmi les
genes induits par la différentiation [59]. Le role spécifique
du NTCP dans I’entrée virale du VHB et du VHD a été
confirmé par la surexpression du NTCP humain dans les
lignées hépatocytaires classiques, Huh7 et HepG2, qui leur
a conféré la sensibilité a I’infection par ces deux virus
[58, 59]. 1 faut toutefois noter qu’une infection robuste
dans ces lignées cellulaires nécessite une MOI tres éle-
vée (supérieure a 100 voire a 1000 dans de nombreuses
études), ainsi que la présence de polyéthylene glycol et de
DMSO. De ce fait, I’expression de NTCP seule est néces-
saire mais peut-étre pas suffisante pour assurer une entrée
efficace, et suggere I’existence d’autres facteurs hépatiques
impliqués dans ce processus. Quoiqu’il en soit, cette décou-
verte a révolutionné la recherche sur le VHB et le VHD
en offrant le premier modele simple et efficace d’infection
in vitro [60].

Interaction entre VHB/VHD et NTCP

Le VHB et le VHD sont caractérisés par une spécificité
d’espece tres stricte, infectant exclusivement 1’homme, les
chimpanzés et le Toupaye de Belanger, contrairement aux
souris, rats, et singes non-primates [61]. Cependant, comme
le génome du VHB est répliqué normalement in vitro dans
les hépatocytes murins et simiens, la barricre d’espece
semble principalement se jouer a I’étape d’entrée virale,
comme c’est le cas pour d’autres virus, ceux de la grippe,
par exemple [62]. Rapidement, plusieurs études ont mon-
tré I’'importance du NTCP dans la spécificité d’espece de
I’infection par ces deux virus. Notamment, la surexpres-
sion du transporteur NTCP murin ou celui du macaque
crabier (Macaca fascicularis) dans les lignées cellulaires
humaines n’a pas conféré la sensibilité a 1’infection par
le VHB et le VHD, a l’inverse du NTCP du Toupaye
de Belanger [58, 63, 64]. A partir de constructions chi-
mériques du NTCP humain et de macaque, la région des
acides aminés 157 a 165 du NTCP humain a été identifiée
comme cruciale pour la fixation du lipopeptide preS1 et
pour I’infection par le VHB et le VHD, suggérant une
interaction directe entre les protéines d’enveloppe du VHB
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Figure 3. Interaction entre NTCP et le VHB. Depuis I'espace de Disse, le VHB s’attache tout d’abord & la membrane des hépatocytes via
les protéoglycanes a sulfate d’héparane (HSPG), et notamment glypican 5 (GPC5). Le domaine preS1 des larges (L) protéines d’enveloppe
interagit ensuite directement avec le récepteur au niveau de son site actif, ce qui se traduit par une inhibition de 'import des acides biliaires.
Cette interaction induit I'internalisation de la particule virale selon un mécanisme encore inconnu. Le Myrcludex B (MyrB), lipopeptide
preS1 myristoylé dérivé de I'enveloppe du VHB se lie spécifiqguement au NTCP, inhibant le transport des acides biliaires et I'entrée du virus

dans les hépatocytes.

et le NTCP [58]. 11 est a noter que le site d’interaction
NTCP-VHB concerne des résidus impliqués dans la fonc-
tion physiologique du transporteur. En effet, la fixation
du lipopeptide preS1 et ’infection VHB elle-méme per-
turbent le transport des acides biliaires, in vitro et in vivo
[59, 65, 66] (figure 3). Réciproquement, les acides biliaires
inhibent I’infection par le virus [59]. Par ailleurs, la muta-
tion S267F du transporteur inhibe a la fois I’import d’acides
biliaires et les infections par le VHB et le VHD in vitro [67].
Deux études génétiques chez les patients VHB ont de plus
montré que 1’allele S267F du gene SLCI0A1 était associé
a une résistance a I’infection chronique par le VHB, ainsi
qu’a un risque moins élevé de développer une cirrhose ou
un CHC [68, 69].

Les résidus responsables de l’interaction entre domaine
preS1 et NTCP ne sont pas I’unique région du transporteur
impliquée dans I’entrée du VHB. En effet, certains NTCP de
mammiféres—murin notamment—ont la capacité de fixer le
lipopeptide preS1, alors méme que ces animaux sont résis-
tants a I’infection VHB, et que la surexpression de leur
NTCP dans les lignées humaines ne confére pas la sensibi-
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lité aux infections VHB et VHD in vitro [59, 63]. Un autre
domaine du récepteur (résidus 84-87) joue un role clé dans
I’entrée des virus induite par NTCP, sans que sa fonction
soit a ce jour élucidée [63]. La substitution de trois acides
aminés dans le NTCP de souris suffit a conférer la sensibi-
lité a I’infection par le VHB dans les cellules HepG2 quand
ce transporteur chimérique est surexprimé [59, 63].

NTCP est le premier récepteur identifié du VHB et du VHD.
Les études récentes suggerent qu’il est le facteur limitant
de I’entrée de ces virus dans les hépatocytes, et est donc
considéré comme une cible thérapeutique de premier choix
pour le développement de nouvelles stratégies de traitement
[10, 14, 60].

Récepteur du VHB et cible thérapeutique

L’infection chronique par le VHB est caractérisée par la
persistance du génome viral dans le noyau cellulaire sous
la forme d’un minichromosome épisomal, I’ADNccc. Les
traitements antiviraux actuels—basés sur 1’administration
d’IFN-a pegylé et d’analogues de nucléotides—permettent
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Tableau 1 Exemple d’inhibiteurs d’entrée du VHB ciblant NTCP.

Nom Classe Stade de développement Références
Myrcludex B Peptide myristoylé Essai clinique de phase Il [13]
Cyclosporine A Peptide non-ribosomal Modeles cellulaires (HepaRG-VHB ; Huh7-NTCP-VHD ; [20,75]
HepG2-NTCP-VHB ; PHH-VHB)

EGCG Catéchine Modeles cellulaires (HuS-E/2-VHB ; Huh7-NTCP-VHB) [79]
Ezetimibe B-lactam Modeles cellulaires (HepaRG-VHB) [76]
Irbésartan Sartan Modéles cellulaires (Huh7-NTCP-VHD ; HepG2-NTCP VHB) [77,78]
Vanitaracin Polycétide Modéles cellulaires (HepG2-NTCP-VHB/VHD ; PHH-VHB) [80]
Ritonavir Inhibiteur de protéase Modeles cellulaires (Huh7-NTCP-VHD) [77]

de réduire la virémie, mais la guérison totale n’est que tres
rarement observée [70]. De plus, ces traitements ne ciblent
pas directement I’ADNccc qui peut se réactiver spontané-
ment a tout moment. L’élimination de ce minichromosome
viral reste un défi de taille qui nécessite soit sa déstabi-
lisation, soit la destruction de 1’hépatocyte infecté. A ce
titre, plusieurs études préliminaires montrent des résul-
tats encourageants sur la capacité d’inhiber la réplication
du VHB en ciblant I’ADNccc a I’aide de la technologie
CRISPR/Cas9, méme si de nombreux défis liés notam-
ment a la spécificité de la séquence ciblée et a 1’efficacité
de I’acheminement du guide vers la cellule cible infec-
tée restent a résoudre [71]. En ce qui concerne le VHD,
il n’existe a ’heure actuelle aucun traitement spécifique
[72]. La recherche de nouvelles stratégies de traitement
reste donc une priorité pour ces maladies chroniques. Dans
ce contexte, bloquer I’entrée virale peut se révéler efficace.
En effet, le systéme immunitaire, et notamment la réponse
T cytotoxique, €élimine progressivement les hépatocytes
infectés au cours de I'infection. Les inhibiteurs d’entrée
permettraient d’empécher I’infection des hépatocytes néo-
formés lors du renouvellement cellulaire, et ainsi limiter la
propagation de I’ADNccc [14]. Cette stratégie présente, de
plus, ’avantage de cibler a la fois ’entrée du VHB et du
VHD puisqu’ils partagent les mémes mécanismes d’entrée
dans les hépatocytes.

NTCP a été, a ce titre, tres rapidement considéré comme
une cible thérapeutique de choix (voir tableau 1). 1l est &
noter que la forme commerciale synthétique du lipopeptide
preS1,le Myrcludex B, qui agit comme un leurre biologique
se fixant spécifiquement au NTCP et inhibe I’infection
par les deux virus, a déja montré son efficacité préven-
tive in vivo [56] (figure 3). Plus récemment, des études
complémentaires ont démontré 1’efficacité du Myrcludex
B dans la prévention de la dissémination virale et la réin-
fection de nouveaux hépatocytes [73, 74], suggérant une
utilisation potentielle de ce peptide pour le traitement des
patients atteints d’hépatite B chronique. Une étude clinique
de phase Ila a montré une bonne tolérance du Myrcludex
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B, avec toutefois une efficacité modérée chez les patients
(et ceci uniquement lorsqu’il est associé a I’'IFN), la charge
virale VHB n’étant diminuée que d’un ou deux log10 maxi-
mum, sans effet significatif sur le taux d’AgHBs [13].
Utilisé en monothérapie, aucune activité antivirale signi-
ficative n’a été observée. Le traitement semble beaucoup
plus efficace pour réduire la charge virale VHD, jusqu’a
devenir non-détectable chez deux patients [13]. Ces réduc-
tions de charges virales s’accompagnent d’une amélioration
des parametres hépatiques (ALT). Il est a noter que ces
études ont été réalisées sur de petites cohortes de patients
et nécessitent d’étre confirmées et approfondies. Outre le
Myrcludex B, d’autres molécules ciblant NTCP ont été tes-
tées pour leur capacité a bloquer I’entrée virale (tableau 1).
Ainsi, la CsA et I’ezetimibe inhibent I’infection par le
VHB et le VHD via leur interaction avec le récepteur
[20, 65, 75, 76] (figure 4). Certains inhibiteurs du NTCP
possédant une autorisation de mise sur le marché ont éga-
lement démontré de bonnes activités antivirales in vitro,
notamment I’irbesartan (un anti-hypertenseur) qui inhibe
les infections VHB et VHD dans les modeles cellulaires
impliquant NTCP [77, 78]. Récemment enfin, un polyphé-
nol extrait du thé vert (Camellia sinensis) (EGCG) a été
identifié lors d’un criblage de molécules phytochimiques
comme un inhibiteur de 1’infection par le VHB. Il sem-
blerait que EGCG modifie la localisation et la stabilité du
NTCP, inhibant ainsi 1’entrée virale de maniere indirecte
[79].

Une des difficultés dans I'utilisation des inhibiteurs du
NTCP chez les patients est le potentiel impact de ces molé-
cules sur la fonction physiologique du transporteur [81].
En effet, si le Myrcludex B semble bien toléré chez les
patients, le peptide affecte tout de méme le transport des
acides biliaires, entralnant des modifications transcripto-
miques notables chez la souris [66], et son effet a long terme
chez ’'Homme n’est pas connu. De ce fait, le développe-
ment d’inhibiteurs d’entrée n’affectant pas le transport des
acides biliaires permettrait de limiter les effets secondaires
potentiels du traitement. Récemment, Shimura et al. ont
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Figure 4. Role de NTCP dans I’entrée du VHB et du VHC. L’entrée du virus de I'hépatite B (VHB) dans les hépatocytes débute par
I'attachement de la particule virale aux protéoglycanes a sulfate d’héparane (HSPG), et notamment glypican 5 (GPC5). Les protéines
d’enveloppe du VHB interagissent ensuite directement avec le récepteur NTCP via le domaine preS1, avant I'internalisation de la particule
virale selon un mécanisme encore inconnu. Cette interaction peut-étre inhibée par le Myrcludex B (MyrB), lipopeptide preS1 dérivé de
I'enveloppe du VHB, I'ezetimibe ou encore la cyclosporine A (CsA), qui inhibent également I'import des acides biliaires, et notamment
le taurocholate (Na+/TC). Ces acides biliaires ont la particularité d’inhiber la voie de signalisation JAK/STAT des interférons (IFN) de
type |. Cette voie de signalisation conduit a I'import nucléaire du complexe phosphorylé STAT1/STAT2 qui stimule I'expression des genes
induits par 'IFN (ISG pour interferon stimulated genes), parmi lesquels IFITM1, IFITMZ2 et IFITM3. Ces génes codent pour trois protéines
transmembranaires connues pour inhiber I'entrée du virus de I'hépatite C (VHC) dans les hépatocytes. Celle-ci débute par I'attachement de
la particule lipovirale aux HSPG, notamment syndecan 1 et 4 (SDC1, SDC4). La glycoprotéine virale E2 interagit ensuite avec le scavenger
receptor class B member 1 ou SR-BI qui transfére la particule virale a la tétraspanine CD81. IFITM1, qui peut se complexer a CD81, joue
alors le role de perturbateur d’interaction avec le VHC. Au niveau des jonctions serrées, le complexe claudine 1 (CLDN1)—-CD81 induit
ensuite 'endocytose clathrine-dépendante du VHC. IFITM2 et IFITM3 sont exprimées a la membrane des endosomes, limitant sa fluidité
et inhibant la libération de la particule virale dans le cytoplasme, qui sera alors dégradée par voie lysosomale.

identifié un dérivé de la CsA dépourvu a la fois d’activité
immunosuppressive et d’inhibition de I’import des acides
biliaires, mais présentant une activité antivirale marquée
contre le VHB [82]. Méme si le mécanisme d’action de
cette molécule n’est pas encore €élucidé, on peut imaginer
que la modification de conformation de la molécule affecte
soit I’encombrement induit par celle-ci, soit le domaine de
fixation au récepteur, permettant ainsi toujours le passage
des acides biliaires, mais empéchant la liaison du virus, bien
plus volumineux [83]. Des analyses complémentaires sont
nécessaires pour évaluer I’ efficacité et la toxicité potentielle
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de cette molécule, toutefois, cette étude ouvre la porte a de
nouvelles stratégies d’inhibition de I’entrée du VHB et du
VHD.

La découverte du NTCP comme récepteur du VHB et VHD
arévolutionné la recherche concernant ces virus et le traite-
ment de leur infection. En fournissant les premiers modeles
cellulaires simples d’études de 1’infection par le VHB et
VHD in vitro, elle a permis de mettre en place des criblages
génétiques et chimiques afin d’identifier de nouveaux
antiviraux ciblant toutes les étapes du cycle infectieux.
Le transporteur lui-méme a également été étudié comme
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cible antivirale, ouvrant la voie a des stratégies thérapeu-
tiques innovantes. En tant que transporteur, exclusivement
exprimé a la surface des hépatocytes, il est également un
candidat de choix pour expliquer I’hépatotropisme des virus
hépatiques, et la question de son implication dans 1’entrée
d’autres virus ciblant le foie a été récemment abordée.

Acides biliaires, NTCP et entrée du VHC

Entrée du VHC dans les hépatocytes

Le VHC est un virus & ARN simple brin positif, appar-
tenant a la famille des flaviviridae. La nucléocapside,
formée de la protéine structurale core multimérisée et du
génome viral de 9,6 kpb, est enveloppée par une mem-
brane d’origine cellulaire dans laquelle sont enchéssées les
glycoprotéines de surface E1 et E2 nécessaires a 1’entrée
virale [84]. La forme infectieuse de la particule virale est
associée a des particules lipidiques de type very low den-
sity lipoproteins (VLDL) [85] (figure 2). L’entrée virale
est un processus complexe impliquant la liaison du virus
a plusieurs co-récepteurs a la surface des hépatocytes [86]
(figure 4). Comme pour le VHB, le cycle viral débute par
I’attachement du virus aux HSPGs, notamment les syn-
decan 1 et 4 [87-89]. Cet attachement est probablement
facilité par la liaison de E2 au récepteur des lipoprotéines
a faible densité (low density liprotein ou rLDL) [90]. Le
récepteur scavenger BI (SR-BI) interagit ensuite directe-
ment avec la lipoparticule virale et E2, [91] et transfere la
particule a la tétraspanine CD81 [92]. L’interaction entre
E2 et CD81 active une voix de signalisation via le récep-
teur du facteur de croissance épidermique (EGFR) [93], qui
facilite alors la migration du complexe CD81-VHC vers
les protéines de jonctions serrées [15]. La particule virale
est internalisée via un complexe néo-formé entre CDS81 et
Claudin 1 (CLDN1) facilitant son endocytose clathrine-
dépendante [94]. Un certain nombre d’autres cofacteurs
d’entrée au rdle encore incertain ont également été décrits,
tels I’occludine (OCLN), le récepteur d’absorption du cho-
lestérol Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1) ou le récepteur
de la transferrine (TFRC) (pour une revue, [15]). Malgré les
remarquables avancées de ces dernieres années, I’ hypothese
de l’existence de corécepteurs supplémentaires, notam-
ment parmi les facteurs spécifiques des hépatocytes pouvant
expliquer 1’hépatotropisme du virus, reste toutefois posée.

Interaction entre NTCP et VHC

En tant que transporteur spécifique du foie, NTCP était
un candidat idéal pour expliquer I’hépatotropisme des
virus des hépatites tels le VHC. De plus, deux inhibi-
teurs connus du NTCP bloquent I’entrée du VHC, a savoir
I’ezetimibe [95] et 'ECGC [96] (voir tableau I), suggérant
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une interaction possible entre NTCP et le VHC. Plus récem-
ment, une étude a montré que la surexpression du NTCP
a la surface des cellules hépatocytaires Huh7.5.1 indui-
sait une augmentation de 1’entrée du VHC [97] alors que
I’inhibiteur d’entrée du VHB, le Myrcludex B, limite éga-
lement I’infection par le VHC. Cependant, les mécanismes
d’interaction entre le VHC et NTCP semblent différents
dans le cas du VHC car aucune liaison directe entre le virus
et NTCP n’a été observée [97] a ce jour. En effet, c’est
la fonction physiologique du transporteur qui est impli-
quée dans la régulation de I’entrée du VHC (figure 4). 1l
est connu depuis plusieurs années que les acides biliaires
inhibent la voie de réponse des IFN de type I, expliquant
du moins en partie 1’absence de réponse efficace aux théra-
pies IFN chez les patients atteints de maladies hépatiques
avancées [98, 99]. Ainsi, le blocage de I’'import des acides
biliaires dans la cellule par le Myrcludex B léve I’inhibition
de la voie de réponse des IFN de type I, entrainant la
surexpression d’un certain nombre d’ISGs (pour Interfe-
ron Stimulated Genes), dont IFITM1, IFITM2 et IFITM3
[97]. Ces genes codent pour trois protéines transmembra-
naires impliquées dans I’inhibition de I’entrée de nombreux
virus, tels les virus de la grippe et de la dengue [100]. Dans
le cas du VHC, IFITM1 interagit avec CD81, perturbant
Iinteraction entre le virus et son récepteur [101], alors
qu’ IFITM2 et IFITM3 restreignent 1’entrée virale apres
endocytose, en inhibant la libération de la particule virale
dans le cytoplasme depuis 1I’endosome, celui-ci étant fina-
lement dégradé par voie lysosomale [102] (figure 4). Ainsi,
I’inhibition de I’import des acides biliaires via NTCP par le
Myrcludex B stimule I’expression des ISGs, dont IFITM 1,
IFIMT?2 et IFITM3, conduisant a une inhibition de I’entrée
du VHC dans les cellules [97].

NTCP joue donc également un role de régulateur de la
réponse antivirale innée dans les hépatocytes et cette fonc-
tion module I’entrée du VHC dans les cellules. Méme si des
investigations complémentaires sont nécessaires pour vali-
der I'importance de ce mécanisme in vivo, cette observation
ouvre des perspectives tres intéressantes pour le traitement
des patients co-infectés par le VHC, le VHB et le VHD,
nombreux dans certaines populations a risque comme les
utilisateurs de drogues injectables.

Conclusion

Les progres significatifs accomplis ces dernieres années
pour mieux comprendre I’entrée des virus humains
des hépatites dans leurs cellules cibles ont permis
I’identification de nouveaux facteurs cellulaires impliqués
dans I’interaction entre ces virus et les hépatocytes. NTCP
est le premier facteur impliqué dans ’entrée de trois
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virus majeurs ciblant le foie. Sa découverte a permis en
outre le développement de modeles d’étude in vitro qui
permettent de récapituler 1’intégralité du cycle infectieux
du VHB. S’il ne permet que partiellement d’expliquer
I’hépatotropisme de ces virus (pour le VHB et le VHD
uniquement), il constitue une cible antivirale clé pour
le développement de nouvelles stratégies de traitement.
Dans le cadre d’infections chroniques du foie, caractérisées
par une destruction des cellules infectées et un renou-
vellement des hépatocytes, les inhibiteurs d’entrée virale
permettent d’empécher la réinfection de nouvelles cellules,
limitant ainsi la propagation du virus et la progression
de la maladie hépatique, ainsi que I’émergence des résis-
tances virales. Dans le cas particulier de greffes hépatiques,
ces inhibiteurs pourraient permettre de limiter 1’infection
systématique du greffon. Dans 1’optique d’un traitement
contre le VHB et VHD, le Myrcludex B est déja testé en
essai clinique. Si une monothérapie efficace parait utopique,
I’association du Myrcludex B a d’autres antiviraux et/ou
I’IFN pourrait a terme représenter une approche originale
et efficace pour lutter contre ces deux virus majeurs. De
plus, I’implication récemment décrite d’un role majeur du
NTCP dans I’infection par le VHC et donc de trois virus
tres différents, mais ciblant le méme organe, encourage la
recherche de petites molécules ciblant le NTCP avec la pers-
pective de développer un traitement universel pour VHB,
VHC et VHD.
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