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RESUME 
Les virus influenza provoquent chaque année la grippe saisonnière qui peut toucher 5 

à 15 % de la population. Les médicaments antiviraux sont un moyen important 

complémentaire à la vaccination pour le traitement et la prévention de la grippe. 

Actuellement, deux classes d’antiviraux ont été approuvées, l'une pour inhiber l'étape de 

décapsidation (l’inhibiteur du canal ionique M2), et l'autre pour empêcher la libération de 

néo-virions (l’inhibiteur de la neuraminidase). Cependant, de plus en plus de virus sont 

nativement résistants aux inhibiteurs de la protéine M2. Des virus résistants aux inhibiteurs de 

la neuraminidase ont également circulé durant les hivers 2008 – 2009. Le développement de 

nouveaux médicaments afin de substituer ou de compléter ces inhibiteurs est donc crucial 

dans la lutte contre les virus de la grippe. L’accent mis ces dernières années sur l’activité 

biologique des sucres (oligosaccharides/polysaccharides) montre une voie pour l’étude de 

l’activité antivirale d’une des plus importantes biosources. 

Dans le but d'évaluer le potentiel antigrippal des molécules dérivées de sucres, nous 

avons effectué un criblage à partir d'une bibliothèque de 245 composés de polysaccharides et 

d'oligosaccharides, dont la plupart proviennent d’algues et de végétaux supérieurs. Plusieurs 

molécules actives réparties dans différentes familles de sucres ont été mises en évidence. 

Parmi les candidats d'intérêt, l’oligosaccharide sulfaté 152, appartenant à la famille des 

arabinogalactanes de l'espèce Codium fragile, a présenté une activité inhibitrice vis-à-vis des 

deux virus influenza de type A et de type B in vitro. Le mécanisme d’action de cet 

oligosaccharide a été caractérisé. Il montre que les deux glycoprotéines de surface, 

l’hémagglutinine et la neuraminidase, sont les cibles virales de cette molécule. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Discipline : Virologie 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Mots-clés : virus influenza, antiviraux, polysaccharide, oligosaccharide 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Adresse :  Virologie et Pathologie Humaine, CNRS FRE 3011, 

Université Claude Bernard Lyon 1, Faculté de Médecine RTH Laënnec,  

7-11 Rue Guillaume Paradin,  

69372 Lyon Cedex 08 - France  
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TITLE 
DEVELOPMENT OF NEW THERAPEUTIC STRATEGIES AGAINST 

INFLUENZA VIRUS 

 

ABSTRACT 
The annual seasonal flu caused by influenza viruses can affect 5 to 15 % of the 

population. In addition to vaccination, the use of antiviral drugs in the treatment and 

prevention allows the control of influenza virus infection. So far, two classes of antiviral 

drugs have been approved for influenza treatment, one to inhibit the uncoating step (M2 

inhibitors), and the other to prevent the release of progeny virions (NA inhibitors). However, 

the emergence and circulation of M2 inhibitor resistant viruses at high frequencies have 

restricted the use of these inhibitors. Neuraminidase inhibitor resistance among circulating 

influenza viruses has emerged since the 2008 – 2009 season. The development of new classes 

of antiviral agents is crucial in the fight against influenza virus. In recent years, many 

molecules belonging to a large group of compounds known as carbohydrates 

(oligosaccharides/polysaccharides) have been revealed essential for various biological 

activities. The establishment of carbohydrate-based antiviral agents is, therefore, a highly 

promising strategy. 
In order to evaluate the potentially anti-influenza molecules derived from 

carbohydrates, we have performed a screening from a library of 245 polysaccharides and 

oligosaccharides. These compounds were extracted mainly from plants and algae. Several 

active molecules of different families have been identified. Among them, the sulfated 

oligosaccharide 152, belonging to the family of arabinogalactane, was found to be highly 

active toward both influenza virus A and B in vitro. This oligosaccharide was purified from 

the green algal species Codium fragile. The study of the 152 mechanism suggests that this 

oligosaccharide can cooperatively inhibit both viral HA binding activity and NA catalytic 

activity. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Key words : Influenza virus, antiviral, polysaccharide, oligosaccharide 



  
   

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       7 

TABLE DES MATIERES 

TABLE DES ILLUSTRATIONS.......................................................................................... 10 

LISTE DES ABREVIATIONS ............................................................................................. 12 
 

INTRODUCTION .................................................................................................................. 15 
 

CHAPITRE I. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ............................................................ 18 

I.1. GENERALITES SUR LES VIRUS INFLUENZA ................................................. 19 
I.1.1. La grippe et classification des virus grippaux ............................................................. 19 

I.1.1.1. La grippe en général............................................................................................. 19 
I.1.1.2. Classification des virus grippaux ......................................................................... 20 

I.1.2. Structure générale du virion ........................................................................................ 21 
I.1.3. Le génome viral........................................................................................................... 23 
I.1.4. Les protéines virales.................................................................................................... 26 

I.1.4.1. L’hémagglutinine (HA) ....................................................................................... 26 
I.1.4.1.1 La structure de l’hémagglutinine ...................................................................... 26 
I.1.4.1.2 La fonction de l’hémagglutinine ....................................................................... 28 
I.1.4.1.3 Les sites antigéniques........................................................................................ 31 
I.1.4.1.4 La glycosylation................................................................................................ 32 

I.1.4.2. La neuraminidase (NA)........................................................................................ 33 
I.1.4.2.1. La structure de la région globulaire ................................................................. 33 
I.1.4.2.2. La fonction de la neuraminidase ...................................................................... 35 
I.1.4.2.3. La glycosylation............................................................................................... 36 

I.1.4.3. La protéine de canal (A/M2 et BM2)................................................................... 37 
I.1.4.4. La protéine NB..................................................................................................... 38 
I.1.4.5. La protéine de matrice (M1) ................................................................................ 38 
I.1.4.6. La nucléoprotéine NP .......................................................................................... 39 
I.1.4.7. Le complexe polymérasique (PB1, PB2, PA)...................................................... 39 

I.1.4.7.1. La protéine basique 1 (PB1)............................................................................. 39 
I.1.4.7.2. La protéine basique 2 (PB2)............................................................................. 40 
I.1.4.7.3. La protéine acide (PA) ..................................................................................... 40 

I.1.4.8. La protéine non structurale NS1 .......................................................................... 40 
I.1.4.9. La protéine d'export nucléaire (NEP, anciennement NS2) .................................. 41 
I.1.4.10. La protéine PB1-F2.............................................................................................. 41 

I.1.5. Cycle biologique du virus ........................................................................................... 42 
I.1.6. Les variations antigéniques des virus influenza .......................................................... 45 

I.1.6.1. Les variations antigéniques mineures .................................................................. 45 
I.1.6.2. Les variations antigéniques majeures .................................................................. 46 

I.2. LES ANTIVIRAUX................................................................................................. 47 
I.2.1. Les inhibiteurs de l'entrée virale.................................................................................. 48 

I.2.1.1. Camostat – L'inhibiteur de l'activation protéolytique de la protéine   
hémagglutinine..................................................................................................... 48 

I.2.1.2. Cyanovirin-N – L'inhibiteur de l'attachement virale............................................ 48 
I.2.1.3. DAS181 – La protéine de fusion composée de l'activité sialidase....................... 49 
I.2.1.4. TBHQ – L'inhibiteur du changement conformationnel de l'hémagglutinine ....... 50 
I.2.1.5. Dérivés d'adamantane – L'inhibiteur du canal ionique M2.................................. 51 

I.2.2. Les inhibiteurs de la réplication et de la transcription du virus influenza................... 52 
I.2.2.1. Ribavirine, viramidine – Les analogues de nucléoside synthétique..................... 52 
I.2.2.2. T-705.................................................................................................................... 53 
I.2.2.3. Flutimide – L'inhibiteur de l'activité endonucléasique ........................................ 54 



  
   

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       8 

I.2.3. Les inhibiteurs de la sortie du virus – Les inhibiteurs de la neuraminidase................ 55 
I.2.3.1. Zanamivir............................................................................................................. 55 
I.2.3.2. Oseltamivir........................................................................................................... 56 
I.2.3.3. Les virus résistants aux inhibiteurs de la neuraminidase ..................................... 57 
I.2.3.4. Les nouveaux candidats potentiels des inhibiteurs de la neuraminidase ............. 58 

I.2.3.4.1 Forme dimère du zanamivir .............................................................................. 58 
I.2.3.4.2 Peramivir (RWJ-270201) .................................................................................. 58 
I.2.3.4.3 Laninamivir ....................................................................................................... 60 

I.3. DIVERSITE ET FONCTIONS DES GLUCIDES................................................... 60 
I.3.1. La diversification des monosaccharides et oligosaccharides ...................................... 61 
I.3.2. La structure diversifiée des polysaccharides ............................................................... 67 
I.3.3. Les glycanes de glycoconjugués et l’infection des pathogènes................................... 69 

I.3.3.1. Les glycoconjugués.............................................................................................. 69 
I.3.3.1.1. Les glycoprotéines ........................................................................................... 69 
I.3.3.1.2. Les protéoglycanes........................................................................................... 71 
I.3.3.1.3. Les glycolipides ............................................................................................... 72 

I.3.3.2. Rôle des glycoconjugués dans la pathologie microbienne................................... 73 
I.3.3.2.1. Rôles des protéoglycanes dans l’étape d’entré et dans la pathogénécité des 

pathogènes........................................................................................................ 74 
I.3.3.2.2. Implication des sialyloligosaccharides dans la spécificité de récepteur, le 

spectre d’hôte et le tropisme du pathogène ...................................................... 76 
I.3.4. Les polysaccharides naturels d’intérêt ........................................................................ 78 

I.3.4.1. Les polysaccharides sulfatés ................................................................................ 79 
I.3.4.2. Les polysaccharides pectiques ............................................................................. 82 

 

CHAPITRE II. MATERIELS ET METHODES............................................................... 86 

II.1. MATERIELS ........................................................................................................... 87 
II.1.1. La banque des polysaccharides et oligosaccharides.................................................... 87 
II.1.2. Les lignées cellulaires ................................................................................................. 89 
II.1.3. Les virus ...................................................................................................................... 89 

II.2. METHODES ............................................................................................................ 90 
II.2.1. Production de virus...................................................................................................... 90 
II.2.2. Test de cytotoxicité au rouge neutre............................................................................ 90 
II.2.3. Titrage du pouvoir infectieux du virus ........................................................................ 91 
II.2.4. Essai de neutralisation de la multiplication virale....................................................... 92 

II.2.4.1. Criblage des composés......................................................................................... 92 
II.2.4.2. Evaluation de l'effet inhibiteur des molécules actives ......................................... 94 

II.2.5. Test d'hémagglutination et dosage de l'activité hémagglutinante ............................... 94 
II.2.5.1. Test d'hémagglutination ....................................................................................... 94 
II.2.5.2. Dosage de l'activité hémagglutinante................................................................... 95 

II.2.6. Test fluorimétrie de l'activité neuraminidasique ......................................................... 95 
II.2.6.1. Détection de l'activité de la NA du virus dans le surnageant de culture .............. 96 
II.2.6.2. Inhibition de l'activité neuraminidasique ............................................................. 96 

II.2.7. Essai de neutralisation de la multiplication virale au cours du temps ......................... 96 
II.2.8. Détermination de l’affinité du virus/sucre................................................................... 98 

II.2.8.1. Immobilisation du composé de sucre................................................................... 98 
II.2.8.2. Essai de compétition entre la fétuine et le composé de sucre ............................ 100 

 

CHAPITRE III. CRIBLAGE DES MOLECULES CAPABLES DE NEUTRALISATION 
DE L'INFECTION VIRALE.................................................................. 102 

RESULTATS  ................................................................................................................ 103 



  
   

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       9 

III.1. LES FAMILLES SULFATEES............................................................................. 106 
III.1.1. Les arabinogalactanes ............................................................................................... 106 
III.1.2. Les fucanes................................................................................................................ 111 
III.1.3. Les galactofucanes .................................................................................................... 117 
III.1.4. Les hétéroglycanes sulfatés ....................................................................................... 119 
III.1.5. Les spirulanes............................................................................................................ 122 
III.1.6. Les carraghénnanes – les xylanes sulfatés – les xylomannanes sufatés – les ulvanes ....
 ................................................................................................................................... 123 

III.2. LES FAMILLES CHARGEES .............................................................................. 127 
III.2.1. Les apiogalacturonanes ............................................................................................. 127 
III.2.2. Les alginates.............................................................................................................. 130 

III.3. LES FAMILLES NEUTRES ................................................................................. 131 

DISCUSSION  ................................................................................................................ 133 

 

CHAPITRE IV. EVALUATION DE L'ACTIVITE INHIBITRICE &  
CARACTERISATION DES CIBLES VIRALES ................................. 144 

RESULTATS  ................................................................................................................ 145 

IV.1. EVALUATION DE LA CAPACITE DE NEUTRALISATION DE 
L’OLIGOSACCHARIDE 152 ............................................................................... 146 

IV.1.1. Effet inhibiteur de l’oligosaccharide 152 vis-à-vis des grippes saisonnières de sous-
type A (H3N2), A (H1N1) et de type B..................................................................... 146 

IV.1.2. Effet inhibiteur de l’oligosaccharide 152 contre les souches pandémiques A (H1N1) 
2009 ........................................................................................................................... 147 

IV.1.3. Effet inhibiteur de l’oligosaccharide 152 vis-à-vis de la souche parentale A (H3N2) et 
son mutant R292K (résistant à l'oseltamivir)............................................................. 150 

IV.2. CARACTERISATION DES CIBLES VIRALES ................................................. 152 
IV.2.1. L'impact de l’oligosaccharide 152 sur l'activité de l'enzyme NA des virus influenza de 

type A et de type B .................................................................................................... 152 
IV.2.2. Etude d’action neutralisale de l’oligosaccharide 152 dans des phases précoces et 

phases tardives de l’infection virale .......................................................................... 154 
IV.2.3. Caractérisation de l'interaction entre l’oligosaccharide 152 et la protéine HA de 

surface des virus de type A........................................................................................ 157 

DISCUSSION  ................................................................................................................ 160 

 

CONCLUSION  ................................................................................................................ 166 

 

PERSPECTIVES  ................................................................................................................ 170 
 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ........................................................................... 172 

 

ANNEXES  ................................................................................................................ 196 



  
   

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       10 

TABLE DES ILLUSTRATIONS 

Figure 1.1 : Représentation schématique du virus influenza A et du complexe ribonucléoprotéique.........  22 
Figure 1.2 : Modèle de la distribution des glycoprotéines HA et NA dans un virion d'influenza ................ 22 
Figure 1.3 : Représentation schématique du génome du virus A/Puerto Rico/8/34. .................................... 24 
Figure 1.4 : Représentation schématique du génome du virus B/Lee/40 ..................................................... 25 
Figure 1.5 : Structure de la protéine hémagglutinine ................................................................................... 27 
Figure 1.6 : a) Représentation schématique du site de liaison de l'hémagglutinine (sous-type H3) lié avec 

l'acide sialique ; b) Deux types de liaison entre l’acide sialique et le galactose voisin............. 29 
Figure 1.7 : L’événement de fusion membranaire........................................................................................ 30 
Figure 1.8 : La distribution des sites antigéniques ....................................................................................... 32 
Figure 1.9 : Structure de la neuraminidase. .................................................................................................. 34 
Figure 1.10 : L’interaction entre les résidus du site actif de la NA avec l’acide sialique............................... 35 
Figure 1.11 : Schéma du domaine transmembranaire de deux protéines A/M2 et BM2................................ 38 
Figure 1.12 : Schéma du cycle d'infection des virus influenza de type A ...................................................... 44 
Figure 1.13 : Représentation des variations antigéniques majeures du virus influenza ................................. 47 
Figure 1.14 : Le site de fixation de la molécule TBHQ sur la protéine HA. .................................................. 50 
Figure 1.15 : Structure chimique de a) Amantadine ; b) Rimantadine........................................................... 52 
Figure 1.16 : Structure chimique de  a) Ribavirine ; b) Viramidine ; c) T-705; d) Flutimide........................ 54 
Figure 1.17 : Structure chimique de a) NANA ; b) DANA ; c) GS4071 (carboxylate d'oseltamivir) ; d) 

GS4104 ;  e) 4-guanidino-DANA (zanamivir) ; f) RWJ-270201 (peramivir)........................... 59 
Figure 1.18 : Structures du glycéraldéhyde et du dihydroacétone dans la projection de Fisher  ................... 63 
Figure 1.19 : Représentation structurelle des D-aldoses ................................................................................ 63 
Figure 1.20 : Cyclisation schématique du D-galactose avec deux configurations d'anomère  et d'anomère .
 .................................................................................................................................................. 64 
Figure 1.21 : Les conformations chaises du -D-glucose............................................................................... 65 
Figure 1.22 : Structures des disaccharides importants.................................................................................... 66 
Figure 1.23 : Schémas structuraux des hétéropolysaccharides....................................................................... 68 
Figure 1.24 : Trois classes des types de N-glycanes ...................................................................................... 70 
Figure 1.25 : Les structures de type O-GalNAc ............................................................................................. 70 
Figure 1.26 : Les structures de différentes classes de protéoglycanes............................................................ 72 
Figure 1.27 : Les structures centrales différentes des glycoshingolipides...................................................... 72 
Figure 1.28 : Différentes classes de glycanes des glycoconjugués membranaires ......................................... 73 
Figure 1.29 : a) Représentation des glycanes dans une puce ; b) Les conformations formées par les 

sialylolygosaccharides terminés par la liaison (2,3) et (2,6) avec des glycanes de tailles 
différentes ................................................................................................................................  78 

Figure 1.30 : Les 5 types disaccharidiques de chondroïtines sulfatés ............................................................ 80 
Figure 1.31 : La structure de l’héparine contenant un domaine lié à l’antithrombine AT-III (ADB) et des 

domaines liés à la thrombine (TBD) ......................................................................................... 81 
Figure 1.32 : Structure chimique des homogalacturonanes, des xylogalacturonanes, des apiogalacturonanes..
 .................................................................................................................................................. 84 
Figure 1.33 : Représentation schématique des éléments structurels de la pectine.......................................... 84 
Figure 1.34 : Modèle de la structure primaire de la pectine ........................................................................... 85 
 

Figure 2.1 : Plan de plaque pour l'essai de neutralisation ............................................................................ 93 
Figure 2.2 : Structure chimique du substrat MUN (4-methylumbelliferyl- -D-N-acetylneuraminic) et du 

produit fluorescent (4-methylumbelliferone) ............................................................................ 95 
Figure 2.3 : Structure de l’oligosaccharide de la fétuine............................................................................ 100 
 

Figure 3.1 : Histogramme de la distribution des molécules actives en fonction des 3 groupes d'inhibition 
vis-à-vis du virus de type A .................................................................................................... 135 

Figure 3.2 : Histogramme de la distribution des molécules actives en fonction des 3 groupes d'inhibition 
vis-à-vis du virus de type B .................................................................................................... 136 

Figure 3.3 : Structure chimique d’une chaîne d’apiogalacturonane........................................................... 138 
Figure 3.4 : Caractère structurel de l'aginate.............................................................................................. 138 
Figure 3.5 : Structure de l’arabinogalactane de type II des plantes terrestres ............................................ 140 



  
   

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       11 

Figure 3.6 : Structures du fucane sulfaté des algues brunes....................................................................... 141 
Figure 3.7 : Structure chimique des trois types de carraghéenane ............................................................. 142 
 

Figure 4.1 : L'activité antivirale de l’oligosaccharide 152. ........................................................................ 149 
Figure 4.2 : Comparaison de l'activité de l’oligosaccharide 152 vis-à-vis de la souche sauvage et du mutant 

résistant à l'oseltamivir............................................................................................................ 151 
Figure 4.3 : L'inhibition de l'activité de l'enzyme NA. .............................................................................. 154 
Figure 4.4 : Essai de neutralisation de la multiplication virale au cours du temps... ................................. 157 
Figure 4.5 : Interaction entre les virus et l’oligosaccharide 152. ............................................................... 158 
Figure 4.6 : Interaction entre les virus et la fétuine.................................................................................... 158 
Figure 4.7 : La compétition entre l’oligosaccharide 152 et la fétuine vis-à-vis des virus de type A ......... 159 
 

Schéma 3.1 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des arabinogalactanes ............................ 110 
Schéma 3.2 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des fucanes ............................................ 116 
Schéma 3.3 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des galactofucanes................................. 118 
Schéma 3.4 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des hétéroglycanes sulfatés.................... 121 
Schéma 3.5 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des apiogalacturonanes.......................... 129 
 

Tableau 2.1 : Liste des molécules testées ....................................................................................................... 88 
Tableau 2.2 : Liste des souches virales testées............................................................................................... 90 
 

Tableau 3.1 : La distribution des molécules en fonction de leurs charges électrostatiques, de leurs familles et 
de leurs sources....................................................................................................................... 105 

Tableau 3.2 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des arabinogalactanes vis-à-vis du virus de 
type A...................................................................................................................................... 108 

Tableau 3.3 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des arabinogalactanes vis-à-vis du virus de 
type B...................................................................................................................................... 109 

Tableau 3.4 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des fucanes  vis-à-vis du virus de type A ...
 ................................................................................................................................................ 113 
Tableau 3.5 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des fucanes  vis-à-vis du virus de type B ...
 ................................................................................................................................................ 114 
Tableau 3.6 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des galactofucanes vis-à-vis du virus de 

type A...................................................................................................................................... 117 
Tableau 3.7 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des galactofucanes vis-à-vis du virus de 

type B...................................................................................................................................... 118 
Tableau 3.8 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des hétéroglycanes sulfatés vis-à-vis du 

virus de type A........................................................................................................................ 120 
Tableau 3.9 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des hétéroglycanes sulfatés vis-à-vis du 

virus de type B ........................................................................................................................ 120 
Tableau 3.10 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des spirulanes vis-à-vis du virus de type A
 ................................................................................................................................................ 122 
Tableau 3.11 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des spirulanes vis-à-vis du virus de type B
 ................................................................................................................................................ 123 
Tableau 3.12 : Activité inhibitrice (%) des molécules des familles des carraghénanes, des xylanes sulfatés, des 

xylomannanes sulfatés, des ulvanes vis-à-vis du virus de type A........................................... 125 
Tableau 3.13 : Activité inhibitrice (%) des molécules des familles des carraghénanes, des xylanes sulfatés, des 

xylomannanes sulfatés, des ulvanes vis-à-vis du virus de type B ........................................... 126 
Tableau 3.14 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des apiogalacturonanes vis-à-vis du virus 

de type A................................................................................................................................. 128 
Tableau 3.15 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des apiogalacturonanes vis-à-vis du virus 

de type B ................................................................................................................................. 128 
 

 



   

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       12 

LISTE DES ABREVIATIONS 

ADN  Acide désoxyribonucléique 

ARN  Acide ribonucléique 

ARNc   ARN complémentaire 

ARNm  ARN messager 

ARNv  ARN viral 

 

BM2  Le canal à protons du virus influenza de type B 

 

CCID50 Dose infectieuse en culture de cellule 50 % 

CI50  La concentration inhibitrice à 50 % 

CRM1  Chromosome Region Maintenance protein 1 

 

DO  Densité optique 

DPBS  Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

 

ECP  Effets cytopathiques 

ELISA  Enzyme linked immunoassay 

EMEM Eagle Minimal Essential Medium 

 

HA  Hémagglutinine 

 

INA  Inhibiteur de la neuraminidase 

 

GROG  Groupes Régionaux d'Observation de la Grippe 

 

kDa  Kilo Dalton 

 



   

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       13 

M1  Protéine de matrice 

M2 (A/M2) Le canal à protons M2 du virus influenza de type A 

MDCK Cellules Madin Darby Canine Kidney 

MES  2-N-Morpholino Ethanesulfonic Acid, sodium salt 

MUN  2’-o-(4 methylumbelliferyl)-N-acetylneuraminic acid 

 

NA  Neuraminidase 

NB  Protéine transmembranaire du virus influenza de type B 

Neu5Ac Acide N-acétylneuraminique  

Neu5Gc  Acide N-glycolylneuraminique  

NEP  Nuclear export protein 

NES  Nuclear Export Signal (signal d'export nucléaire) 

NLS  Nuclear Localisation Signal (signal de localisation nucléaire) 

NP  Nucléoprotéine 

NS1  Protéine non structural 1 

NS2  Protéine non structural 2 

 

OMS  Organisation mondiale de la santé 

ORF  Cadre ouvert de lecture 

 

PA  Protéine acide 

PB1  Protéine basique 1 

PB2  Protéine basique 2 

PBS  Phosphate buffer salin 

 

RBS   Site de liaison au récepteur cellulaire  

RNPv  Complexe ribonucleoprotéique viral 

 

SA  Acide sialique 



   

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       14 

 

ACIDES AMINES, CODES A UNE ET TROIS LETTRES 

 

Nom complet de l'acide aminé Code à une lettre Code à trois lettres 
Alanine A Ala 
Arginine R Arg 

Asparagine N Asn 
Aspartate ou acide aspartique D Asp 

Cystéine C Cys 
Glutamate ou acide glutamique E Glu 

Glutamine Q Gln 
Glycine G Gly 
Histidine H His 
Isoleucine I Ile 
Leucine L Leu 
Lysine K Lys 

Méthionine M Met 
Phénylalanine F Phe 

Proline P Pro 
Sérine S Ser 

Thréonine T Thr 
Tryptophane W Trp 

Tyrosine Y Tyr 
Valine V Val 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Introduction 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCTION 

 
 

 

 

 



  Introduction 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       16 

  La grippe est une maladie respiratoire infectieuse causée par le virus influenza 

appartenant à la famille des Orthomyxoviridae. C'est une maladie qui évolue sur un mode 

épidémique et qui a, chaque hiver, un impact socio-économique important. Parmi les trois 

types de virus influenza (A, B et C), ceux de type A (sous-type H1N1 ou H3N2) et ceux de 

type B sont responsables des épidémies de grippe saisonnière chez l’homme. Cependant seuls 

les virus influenza de type A peuvent provoquer des pandémies grippales. Au cours du XXe 

siècle dernier, ils sont responsables de trois grandes pandémies grippales (1918 H1N1, 1957 

H2N2, et 1968 H3N2), causant des millions de morts (140). Alors que l’humanité craint une 

pandémie grippale d’origine aviaire provoquée par le sous-type A (H5N1) depuis 2003 (212), 

elle doit faire face à l’émergence d’un nouveau virus grippal de type A (H1N1) d’origine 

porcine (92). La propagation rapide de ce virus au niveau mondial a conduit l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) à élever son niveau d’alerte pandémique en phase 6, officialisant 

la venue de la première pandémie grippale du XXIe siècle. Cela remarque une apparition 

imprévisible de nouveaux virus de la grippe.  

Au niveau de la stratégie thérapeutique, la vaccination reste le meilleur moyen de lutte 

contre l'infection grippale. Malheureusement, en cas d'émergence d'un virus pandémique, le 

délai de production de ces vaccins est un inconvénient. Il est essentiel de mettre en place 

d'autres stratégies pour faire face à une pandémie. Dans cette optique, il est important de 

pouvoir disposer d’un traitement antiviral curatif. Jusqu'à maintenant, deux classes 

d’antiviraux ont été approuvées dans le traitement de l’infection grippale : les inhibiteurs du 

canal ionique M2 (amantadine et rimantadine) et les inhibiteurs de la neuraminidase 

(oseltamivir et zanamivir) (51).  

Cependant, on assiste déjà aujourd'hui à l'apparition de souches virales résistantes aux 

composés actuels (56, 124, 181), ce qui rend nécessaire l'identification de substances 

antivirales suffisamment différentes pour échapper au phénomène de la résistance croisée. Le 

développement de nouvelles classes d'antiviraux contre la grippe est donc un objectif majeur 

des années à venir, afin d'étoffer la pharmacopée des produits pouvant être utilisés au cours 

d'une pandémie, ou au cours d'une grippe saisonnière particulièrement importante.  

Les glucides, communément appelé sucres, sont une classe de molécules essentielles 

des être vivants. Les découvertes récentes montrent que le rôle des sucres dans l'organisme ne 

se limite pas simplement à une source d'énergie des cellules, et un rôle de structure (par 

exemple la paroi des cellules végétales). Sous forme de glycoconjugués, les sucres participent 

dans de très nombreux processus biologiques. Plusieurs pathogènes se servent de ces 
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structures spéciales, localisées à la surface des cellules, pour pénétrer à traverse ces surfaces 

et diffuser dans l’organisme hôte (322). Les virus influenza, donc, constituent une exemple 

typique, l'attachement de sa glycoprotéine HA à l'acide sialique terminal des glycoconjugués 

au niveau de la surface membranaire a été beaucoup étudié (253).  

Ces interactions biologiques sont donc une cible potentielle pour le développement 

d’une nouvelle classe de médicament basée sur des glucides : ces analogues structuraux des 

glycoconjugués peuvent empêcher l'adhésion des pathogènes aux cellules hôte. Le 

développement d’inhibiteurs ciblant l’étape d’attachement du virus est une alternative aux 

molécules antivirales qui ciblent les étapes de décapsidation, réplication, ou libération du 

virus. 

L’origine naturelle des glucides (végétaux) en fait, est une source quasi-inépuisable. 

La multiplicité des structures exploitables ouvre autant de potentialités thérapeutiques. De 

façon intéressante, plusieurs polysaccharides sulfatés ont une potentialité d’inhibition in vitro 

sur un large spectre de virus enveloppés, dont le virus de la grippe (221, 310). Cela nous 

promet une stratégie effective à développer et faire valoriser l'activité antigrippale des sucres 

d'origine naturelle.   

 

Ce travail de thèse s'inscrit dans le cadre d'un projet de recherche financé par l'ANR et 

la DGE intitulé CARBINFEC. Il s'agit, en collaboration avec deux partenaires industriels 

(KALYS et ELICITYL) et des partenaires académiques (CNRS CERMAV, IBS-UMR 

CNRS-CEA-UJF, INSERMU758, CNRS FER3011), de la production de molécules dérivées 

de sucres complexes et de l'identification de l'activité anti-infectieuse de ces dernières.  

Le travail de thèse a consisté dans un premier temps en deux objectifs : 

 Notre premier objectif est de cribler une banque d'oligo/polysaccharides 

fournie par mise en évidence d'un effet inhibiteur contre les virus de la grippe. 

Cette étude apportera des donnés de base sur les propriétés antivirales des 

molécules testées, et nous permet de sélectionner des candidats appropriés pour 

l'étude ultérieure.    

 Notre deuxième objectif est de caractériser la cible virale des molécules 

d'intérêt ainsi que l'étape du cycle infectieux inhibée par ces dernières.
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I.1. GENERALITES SUR LES VIRUS INFLUENZA   

I.1.1. La grippe et classification des virus grippaux  

I.1.1.1. La grippe en général 

La grippe est une infection respiratoire hautement contagieuse provoquée par des virus 

influenza. Sa transmission interhumaine s'effectue généralement par les contacts rapprochés et 

l'inhalation de microgouttelettes riches en virus projetées dans l'air par la toux et les 

éternuements des sujets infectés. L'infection se caractérise par l'apparition brutale d'une forte 

fièvre, d'une toux sèche, d'angine, d'une rhinite, de maux de tête, de douleurs musculaires. 

Habituellement, la période d'infection dure environ une semaine, et la plupart des sujets 

atteints peuvent guérir sans traitement. Cependant, cette maladie peut également évoluer vers 

une pathologie sévère induisant une mortalité par pneumonie virale ou par surinfection ou par 

décompensation d’une maladie chronique, en particulier pour les personnes à risques comme 

les enfants moins de 2 ans, les personnes âgées (  65 ans), les femmes enceintes ou les 

malades souffrant de pneumopathies, de diabète, de cancer, ou avec des problèmes cardiaques 

ou rénaux (302).  

Les virus grippaux circulent dans le monde entier et provoque des épidémies annuelles 

au cours de l'automne et de l'hiver dans les régions tempérées. Quant à la région tropicale, ils 

surviennent tout au long de l'année, particulièrement au cours de la saison des pluies. Il est 

estimé que les grippes saisonnières sont responsables de 3 à 5 millions de cas graves et  

250 000 à 500 000 décès par an dans le monde (302). Outre le fait d’être une préoccupation 

de santé publique, la grippe est un problème médico-économique en raison du grand nombre 

de personnes pouvant être touchés lors d’une épidémie et du coût des soins résultants. Afin de 

diminuer l’impact de cette maladie, la vaccination reste le moyen prophylactique le plus 

efficace. Elle permet de réduire jusqu'à 60 % la morbidité et 80 % la mortalité chez les 

personnes âgées ; et jusqu'à 70 à 90 % des pathologies à la grippe chez les adultes en bonne 

santé (302). 

Au cours du XXe siècle, trois pandémies de grippe ont été décrites et se sont 

caractérisées par une importante morbidité et mortalité induite. La plus connue et meurtrière 

est celle de la grippe espagnole A (H1N1) en 1918, avec 20 à 40 millions de morts. La grippe 

asiatique de 1957 A (H2N2) est responsable de plus d'un million de morts et la grippe de 
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Hong Kong de 1968 A (H3N2) moins sévère avec environ 500 000 de morts. L'émergence 

surprenante d'un virus H1N1 d'origine porcine au début du mois avril de l'année 2009 a 

provoqué une nouvelle pandémie, la première du XXIe siècle. On estime le nombre de cas 

rapporté lors de cette pandémie grippale à une dizaine de millions (92). D’autre part, le virus 

aviaire hautement pathogène de sous type A (H5N1) dont les premiers cas de transmission à 

l’homme ont été rapportés en 1997, a longtemps été considéré comme un potentiel virus 

pandémique. Il reste aujourd’hui un virus à fort potentiel pandémique en raison des cas de 

transmissions rapportés depuis 2003. En sept ans, 505 cas ont été rapportés dont 300 cas 

mortels (d'après WHO : Cumulative number of confirmed human cases of avian influenza  

A (H5N1) reported to WHO). La mortalité associée aux infections par le virus H5N1 reste 

supérieure à 50 %.  

 

I.1.1.2. Classification des virus grippaux 

Les virus influenza sont des virus à ARN simple brin de polarité négative, appartenant 

à la famille des Orthomyxoviridae. Il existe trois types sérologiques de virus influenza (A, B 

et C) classés selon la spécificité antigénique des protéines virales internes, la nucléoprotéine 

NP et la protéine interne de matrice M1 (208, 300). Parmi ces trois types, seuls les virus de 

type A sont subdivisés en fonction des deux glycoprotéines de surface, l’hémagglutinine (HA) 

et la neuraminidase (NA), permettant la définition de 16 sous-types de HA (H1 à H16) et de 9 

sous-types de NA (N1 à N9) (79). Alors que les virus de type A ont un large spectre d’hôte 

(tels que l’homme, plusieurs espèces de mammifères, les oiseaux aquatiques sauvages, les 

espèces de volailles), les virus de type B et C infectent principalement l’homme. Les virus de 

type A et B sont responsables des épidémies saisonnières mais seuls les virus de type A sont 

capables de provoquer des pandémies grippales à intervalles imprévisibles. Les virus C sont 

liés à des cas sporadiques corrélés à des maladies bénignes.  

Les virus de type A responsables d’épidémie sont depuis 1977 de sous-types H3N2 et 

H1N1, avec dans les années 2000 l’incursion durant 2 saisons du sous-type H1N2 (163). Pour 

les virus de type B, deux lignées antigéniquement distinctes ont co-évolué depuis les années 

1980. Ces deux lignées sont apparentées à la souche B/Victoria/2/87 (la lignée B/Victoria) ou 

à la souche B/Yamagata/16/88 (la lignée B/Yamagata) (233).    

La nomenclature officielle d’un isolat du virus influenza contient les 

renseignements suivants : le type du virus, l’hôte d’origine (pour toutes les souches isolées de 
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l’hôte différent de l’homme), le lieu d’isolement, le code de l’isolement, l’année de 

l’isolement, l’indication des sous-types d'hémagglutinine et de neuraminidase (notée HxNy) 

uniquement pour le type A (301). Par exemple : A/Brisbane/10/07 (H3N2) signifie virus de 

type A, de sous-type H3N2, isolé chez l’homme à Brisbane en 2007 dont le numéro d’ordre 

est 10 ; B/Florida/4/06 (lignée B/Yamagata) signifie virus de type B, isolé chez l’homme à 

Florida en 2006 dont le numéro d’ordre est 4.  

  

I.1.2. Structure générale du virion 

Le virion du virus grippal comporte trois composants majeurs : l'enveloppe virale 

provenant de la cellule hôte, la couche protéique de matrice (M1), et le core composé de 

segments d'ARN associés avec les protéines internes. 

La structure du virus influenza de type A est de beaucoup la plus étudiée. Son 

enveloppe est porteuse de trois protéines transmembranaires, l’hémagglutinine (HA) en 

trimère, la neuraminidase (NA) en tétramère, et le canal à proton (M2) en tétramère. 

L'hémagglutinine est la protéine majeure de surface (~80 %), la deuxième est la 

neuraminidase (~17 %), la protéine M2 est présente en faible quantité (~16 – 20 molécules 

pour chaque virion) (195). En dessous de cette enveloppe, il existe une couche protéique de 

matrice (M1) qui forme un lien entre l'enveloppe et le génome interne. Une faible quantité de 

protéine d'export nucléaire (NEP, anciennement appelée NS2) est également associée à M1. 

Une représentation schématique du virus influenza A est illustrée sur la figure 1.1. 

Le virus influenza se présente sous forme polymorphe. La structure des virions du 

virus A/Aichi/2/68 (H3N2) a été analysée par microscopie électronique par Harris et al. en 

2006 (107). Deux grandes morphologies sont observées, 80 % de particules sphériques de 84 

– 170 nm de diamètre, et environ 14 % de formes filamenteuses de 100 nm de diamètre. Le 

ratio de la quantité des protéines HA et NA à la surface virale est d'environ 6:1. Il semble que 

les glycoprotéines ne sont pas uniformément réparties à la surface virale par le fait d’une 

observation de zones à forte densité en neuraminidase (Harris et al.) (figure 1.2). 

Les structures des virus de type B et de type A sont presque similaires. Cependant le 

type B possède quatre protéines transmembranaires de surface, l'hémagglutinine (HA), la 

neuraminidase (NA), le canal ionique BM2, et la protéine NB (33) (voir partie I.1.4.3 et 

I.1.4.4). 
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Figure 1.1 : Représentation schématique du virus influenza A et du complexe 

ribonucléoprotéique. Trois protéines virales sont exposées à l'extérieur des particules de 

virus : la protéine trimérique HA (contenant deux sous-unités HA1 et HA2 activées par le 

clivage protéolytique), la protéine tétramérique NA et la protéine de canal ionique M2. Les 

protéines de matrice M1 tapissent une couche à l'intérieur de la membrane virale. Le génome 

viral est constitué de 8 segments d'ARN. Chaque segment ARN est associé avec les protéines 

de nucléocapside NP et les protéines de complexe polymérasique (PA, PB1, PB2) pour 

former 8 composés de ribonucléoprotéines. (Source :  Karlson Hedestam et al, Nat Rev 

Micro, 2008 (133) ; Portela et Digard, 2002, J Gen Virol (219)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.2 : Modèle de la distribution des glycoprotéines HA et NA dans un virion 

d'influenza. Les protéines HA présentées en vert, les protéines NA présentées en jaune, la 

bicouche lipidique de la membrane virale est en bleu. Barre d'échelle 20 nm. (Source : Harris 

et al, 2006, PNAS (107)) 
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I.1.3. Le génome viral 

Les virus grippaux possèdent un génome segmenté formé d'ARN monocaténaire de 

polarité négative. Les virus influenza de type A et de type B comportent huit segments de 

taille variable. Chaque ARN viral (ARNv) est trouvé associé avec plusieurs monomères de 

nucléoprotéine (NP), et avec un complexe polymérasique composé de trois sous-unités (PB1, 

PB2 et PA) aux extrémités 5' et 3'. Ce complexe à la structure hélico dale est appelé 

ribonucléoprotéine (RNP) ; il est responsable de la transcription et de la réplication de chaque 

segment d'ARN viral (44, 144). La région codante de chaque segment est flanquée par deux 

régions non codantes aux extrémités 5' et 3'. Ces régions non codantes se composent d'une 

partie conservée pour tous les segments (11 à 13 et 9 à 12 nucléotides de l'extrémité 5' et 3' 

respectivement) et d'une partie non conservée caractérisée par une taille variable et une 

séquence nucléotidique différente pour chaque segment (229). Les régions non codantes sont 

impliquées dans la transcription, la réplication, et l'empaquetage des segments (170). 

 

Le génome des virus A et B codent pour 10 à 11 protéines (figure 1.3 et 1.4). Pour les 

deux virus, 9 protéines nécessaires pour la réplication virale sont codées de manière similaire 

par 8 segments d’ARN. Les segments 1 à 3 codent pour trois protéines, PB1, PB2, et PA, 

l’association de ces trois protéines formant le complexe polymérasique. Les segments 4, 5, 6, 

7, et 8 codent pour l'hémagglutinine (HA), la nucléoprotéine (NP), la neuraminidase (NA), la 

protéine de matrice (M1), la protéine non-structurale NS1 et la protéine d'export nucléaire 

(NEP/NS2) respectivement. D’autre part, les génomes de ces virus se distinguent également 

par le fait qu'ils codent pour des protéines supplémentaires. Pour le génome des virus de type 

A, le segment 7 code aussi pour une protéine transmembranaire (M2) issus d’un 

chevauchement des cadres de lecture et qui est transcrite par un processus d'épissage. 

Certaines souches de type A possèdent une petite protéine PB1-F2 codée par le segment 2. Le 

génome des virus B code pour deux protéines transmembranaires en plus. La protéine BM2 

du segment 7 possède un codon d'initiation chevauchant avec le codon de terminaison de la 

protéine M1. La glycoprotéine NB est codée par le segment 6.  
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Figure 1.3 : Représentation schématique du génome du virus A/Puerto Rico/8/34. Les 

rectangles représentent la taille des 8 segments d'ARN (de sens positif) en nucléotides et leurs 

protéines codées en acides aminés. Les lignes représentent les régions non codantes aux 

extrémités 5' et 3'. Le segment 2 comporte un deuxième ORF +1 (cadre ouvert de lecture dans 

la phase +1) code pour la protéine PB1-F2 (cette protéine n'existe pas dans toutes les 

souches virales). Les protéines M2 (segment 7) et NEP/NS2 (segment 8) sont transcrites par 

un processus d'épissage à ORF +1 (les introns sont indiqués par des lignes en forme V). 

 Source : Palese et Shaw, 2007, Fields Virology (5th edition) (209) 
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Figure 1.4 : Représentation schématique du génome du virus B/Lee/40. Les rectangles 

représentent la taille des 8 segments d'ARN (de sens positif) en nucléotides et leurs protéines 

codées en acides aminés. Les lignes représentent les régions non codantes aux extrémités 5' et 

3'. Le segment 6 comporte un deuxième ORF -1 (cadre ouvert de lecture dans la phase -1) 

code pour la protéine NB. Le segment 7 possède une séquence UAAUG, dont UAA est le 

codon stop de la protéine M1 tandis que AUG est le codon d'initiation de la protéine BM2 

(ORF +2). La protéine NEP/NS2 (segment 8) est transcrite par un processus d'épissage à 

ORF +1 (les introns sont indiqués par des lignes en forme V). Les astérisques indiquent que 

les segments d'ARN proviennent du virus B/Memphis/97/12. 

Source : Palese et Shaw, 2007, Fields Virology (5th edition) (209) 
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I.1.4. Les protéines virales 

I.1.4.1. L’hémagglutinine (HA) 

I.1.4.1.1 La structure de l’hémagglutinine 

L'hémagglutinine est la glycoprotéine de surface la plus abondante du virion (80 %). 

C'est une molécule d'environ 220 kDa formée de trois monomères identiques, qui s’associent 

de façon non covalente. La structure définie de l’HA du virus A/Hong Kong/1968, est 

composée pour chaque sous-unité monomérique d’un ectodomaine de 503 acides aminés, 

d’un domaine hydrophobe (24 - 28 acides aminés) qui s’ancre dans la membrane, et d’une 

queue cytoplasmique (10 - 15 acides aminés) à l’extrémité C-terminale (305) (figure 1.5c). 

Chaque polypeptide de l’hémagglutinine contient aussi un peptide signal (16 acides aminés) à 

l’extrémité N-terminale, qui est subséquemment enlevé au cours de la procédure de 

maturation. La protéine HA est synthétisée sous la forme d’un précurseur HA0 non 

fonctionnel (550 acides aminés) qui est clivé post-traductionnellement en position arginine 

329 par une protéase extracellulaire (304). Ses deux sous-unités HA1 (328 acides aminés, 36 

kDa) et HA2 (221 acides aminés, 26kDa) sont liées par un pont disulfure entre le résidu 14 de 

la molécule HA1 et le résidu 137 de la molécule HA2 (figure 1.5a).  

La structure tridimensionnelle de la partie d’ectodomaine trimérique, libérée par la 

protéase bromélaïne, a été déterminée par cristallographie aux rayons X. Cette structure 

contient toute la partie HA1 et les 175 premiers résidus de la partie HA2. Deux 

régions distinguées sont formées : une région globulaire associée à une région fibreuse 

allongée (figure 1.5b). 

 La région globulaire composée de 8 feuillets  antiparallèles sur lesquels se forme une 

poche où se situe le site de liaison aux récepteurs entouré par les sites antigéniques. 

Cette région ne contient qu'une partie des acides aminés de l’HA1.  

 La région fibreuse contenant à la fois le reste des résidus de l’HA1 et les 175 acides 

aminés de l’HA2. Cette région est caractérisée principalement par une structure 

cylindrique de motif hélice-boucle-hélice (résidus 36 – 130 de l’HA2). Trois des 

hélices (un de chaque monomère) s’associent ensemble en formant une structure 

« triple-stranded coiled-coil » qui stabilise le trimère. L’extrémité N-terminale d’HA2 

porte un domaine hydrophobe appelé « peptide de fusion », il est impliqué dans 

l’événement de fusion membranaire.  
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Figure 1.5 : Structure de la protéine hémagglutinine   a) La structure primaire de la 

protéine HA, deux sous-unités HA1 et HA2 sont liées entre elles par un pont disulfure.   b) La 

structure trimérique de la protéine HA, incluant toute la partie HA1 et les 175 premiers 

résidus de la partie HA2. Trois monomères d’HA1 (en jaune) sont situés au-dessus d’une 

région fibreuse composée de trois monomères d’HA2 (deux en gris, un en bleu). Les 20 

premiers résidus du peptide de fusion sont indiqués en vert. Une boucle est formée par les 

résidus 55 à 76 (en rouge) et une structure en hélice  de résidus 106 à 112 (en orange) 

participent aussi au processus de fusion.   c) La structure monomérique de l’hémagglutinine, 

les lettres N et C indiquent les extrémités N-terminale et C-terminale pour deux polypeptides 

de la protéine HA, HA1 (328 acides aminés) et HA2 (225 acides aminés). 

Source : Eckert et al., 2001, Annu Rev Biochem (63) ; Wilson et Cox, 1990, Annu Rev 

Biochem (306) 
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I.1.4.1.2 La fonction de l’hémagglutinine 

L’hémagglutinine joue deux rôles principaux dans le cycle viral : 1) Elle reconnaît et 

s’attache aux récepteurs cellulaires terminés par un résidu d'acide sialique 2) Elle initie le 

processus d’infection du virus par implication dans l’événement de fusion membranaire.  

 

La fixation spécifique de l'hémagglutinine vis-à-vis de l’acide sialique du récepteur de 

la cellule hôte 

L’attachement des hémagglutinines aux récepteurs cellulaires initie le démarrage de 

l’infection par le virus influenza. Le site de liaison au récepteur cellulaire (RBS), situé sur la 

tête globulaire de la protéine HA, est formé par des résidus hautement conservés parmi les 

virus de type A et B, incluant le Tyr 98, Trp 153, His 183, Gln 190, Leu 194, et Tyr 195 

(305). La molécule HA se lie à l’acide sialique (SA) situé en position terminale des chaînes 

des glycoprotéines ou glycolipides membranaires (304). L'interaction entre la protéine HA et 

la molécule SA est relativement faible avec une constante de dissociation de l'ordre du 

millimolaire. Cependant la force de l’attachement est renforcée grâce aux multiples liaisons 

formées simultanément par les protéines HA et les molécules SA. Les résidus d’acides aminés 

du site de liaison impliqués dans l’interaction avec l’acide sialique sont représentés dans la 

figure 1.6a.  

La spécificité de liaison du site RBS vis-à-vis du récepteur cellulaire dépend de l’acide 

sialique présent à l’extrémité de la glycoprotéine membranaire. La dénomination, acide 

sialique, caractérise une famille de monosaccharides composée d’une cinquantaine de 

molécules qui dérivent de l’acide neuraminique. Ainsi, l’HA des virus de la grippe humaine a 

une plus forte affinité pour l’acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac) que pour l’acide N-

glycolylneuraminique (Neu5Gc) bien que ces deux molécules soient courantes chez les 

mammifères (82). D’autre part, cette spécificité de liaison est déterminée par le type de liaison 

entre l’acide sialique et le pénultième carbohydrate de la glycoprotéine. La liaison pouvant 

être de type (2,6) ou (2,3), selon si la liaison entre l’acide sialique et le pénultième 

galactose se fait entre le carbone C2 de l’acide sialique et le carbone C6 ou C3 du galactose 

(figure 1.6b). Cette spécificité est hôte dépendant et peut être une des raisons de la barrière 

d’espèce entre les virus de la grippe aviaire et humaine. Les virus isolés chez l’homme 

reconnaissent préférentiellement la liaison SA (2,6)Gal, alors que les virus aviaires 

reconnaissent la liaison SA (2,3)Gal (231-232). Dans le cas de virus de sous-types H2 et H3, 
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cette spécificité de liaison dépend des résidus 226 et 228 présentant dans le site RBS de la 

protéine HA. L’hémagglutinine des virus humains possède une leucine en 226 et une sérine 

en 228 ce qui détermine la reconnaissance de la liaison SA (2,6)Gal, tandis que 

l’hémagglutinine des virus aviaires possède une glutamine en position 226, associée à la 

glycine 228 (45) conférant une spécificité pour la liaison SA (2,3)Gal. Pour les sous-types H1 

de la grippe humaine et porcine issus de l’adaptation de virus aviaires, les mutations de 

glutamine en aspartate en position 190 et glycine en glutamine en position 225 augmentent la 

spécificité pour la liaison SA (2,6)Gal (176).  

La distribution de différents types de liaisons sialylosiques parmi les espèces et les 

cellules cibles fait partie d’une pression de sélection par l’hôte. Chez l’homme une grande 

quantité des sialyloligosaccharides terminés par la liaison SA (2,6)Gal a été observée sur les 

cellules de l’épithélium du tractus respiratoire supérieur. Les cellules portant des 

sialyloligosaccharides terminés par la liaison SA (2,3)Gal se trouvent dans la partie basse du 

tractus respiratoire. Ce même type de liaison est présent principalement au niveau de 

l’épithélium intestinal des canards sauvages (47, 135). Chez le porc, les deux variétés et les 

deux types de liaison sont présents sur l’épithélium trachéal, ce qui fait de cet animal un lieu 

de recombinaison possible entre les virus de la grippe humaine et aviaire (128). 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.6 :  a) Représentation schématique du site de liaison de l'hémagglutinine (sous-

type H3) lié avec l'acide sialique (en rouge). La base du site de liaison est composée de 

résidus : Tyr 98, Trp 153, Glu 190, Leu 194, His 183, Thr 155 ; ses côté droit et gauche sont 

formés par les résidus 134 – 138 et 224 – 228 respectivement.    b) Deux types de liaison 

 

a 
b 

SA (2,6)Gal 

SA (2,3)Gal 
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entre l’acide sialique et le galactose voisin, (2,6) et (2,3). Le galactose se lie au résidu  

N-acétylglucosamine par la liaison (1,4). 

Source: Weis et al., 1988, Nature (299); Skehel et Wiley, 2000, Annu Rev Biochem (253) ; 

Erik De Clercq, 2006, Nature Review (51) 

 

La fusion membranaire 

L’événement de fusion a lieu à condition que le clivage du précurseur HA0 soit 

effectué. Une fois que le virus est internalisé dans un endosome et exposé à un environnement 

acidique (pH ~ 5,2), un changement irréversible de configuration de la protéine HA aura lieu 

(251). Le réarrangement des composants structurels des deux parties HA1 et HA2 permet 

d’exposer le peptide de fusion qui est enfoui dans la structure native sous le pH 

physiologique. Ce peptide hydrophobe à l’extrémité N-terminale d’HA2 est ensuite déplacé à 

la région distale et s’insère dans la membrane endosomale. Ces activités, par conséquent, 

entraînent un effondrement des membranes du virus et de l’endosome, favorisant la fusion des 

membranes et la création d’un pore (figure 1.7). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.7 : L’événement de fusion membranaire  a) La structure native de 

l’hémagglutinine (la liaison entre le site RBS et le récepteur cellulaire n’est pas indiquée). b) 

Les sous-unités HA1 sont dissociées des parties HA2.   c) Le changement de conformation de 

l’HA2, la boucle qui connecte deux structures en hélice  devient la même structure en hélice, 

générant une structure étendue. Cela permet au peptide de fusion (marqué en astérisque) de 

se déplacer vers la membrane cible et de s’insérer dans la membrane.   d) L’effondrement de 

la conformation intermédiaire est effectué pour générer la conformation de post-fusion dans 
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une orientation horizontale. Cet événement est terminé lors que les deux membranes sont 

fusionnées complètement.   e) La position des extrémités N-terminale et C-terminale de la 

sous-unité HA2 chez la membrane après la fusion.   (Source : Harisson, 2008, Nat Struct Mol 

Biol (108)) 

 

Le clivage de la molécule HA 

La glycoprotéine HA est synthétisée sous forme d'un précurseur HA0 qui est ensuite 

modifié par clivage protéolytique en deux molécules HA1 et HA2 liées par un pont disulfure. 

La combinaison de la composition du site de clivage et la présence des protéases appropriées 

dans la cellule hôte fait partie d'un facteur de détermination du tropisme viral, donc cette 

combinaison a une influence particulière sur la virulence du virus aviaire (29, 137, 262, 289).  

Tous les virus sont clivés au niveau d'un résidu arginine lié à un résidu glycine 

conservé. Le site de clivage des virus humains et des virus aviaires avirulents ne contient 

qu'un acide aminé basique, l'arginine (R). L'action protéolytique est réalisée par les protéases 

extracellulaires excrétées uniquement par les cellules épithéliales du tractus respiratoire ou par 

les cellules du tissu intestinal des oiseaux. C'est pour cette raison que la propagation virale est 

localisée dans ces organes. L'addition de trypsine ou de certaines protéases de type trypsine 

(telles que la plasmine ou la tryptase Clara) dans le milieu de culture permet également le 

clivage de la protéine HA (136, 192). Deux protéases de type sérine (TMPRSS2 et HAT) 

produites par les cellules du tractus respiratoire sont des enzymes potentielles de l'activation 

protéolytique in vivo (30).  

Le site de clivage de la molécule HA des virus hautement pathogènes H5 et H7 

possède une séquence pluribasique reconnue par les protéases ubiquitaires localisées 

principalement dans le système trans-Golgi comme les protéases de type subtilisine (la furine, 

le PC5/6) (120). Cela conduit ces virus à se multiplier dans de nombreux tissus de l'hôte, 

provoquant une infection systémique suivi d'une mort rapide. La plupart des virus virulents 

portent une séquence consensus R-X-R/K-R ou R-X-X-R (X pour l'acide aminé non-basique, 

K pour lysine). 

 

I.1.4.1.3 Les sites antigéniques 

La glycoprotéine HA est l’antigène majeur reconnu par des anticorps neutralisants. 

Elle subit une pression de sélection entraînant constamment des modifications au cours du 
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temps pour échapper aux défenses immunitaires. Cinq épitopes (A, B, C, D, E) ont été 

identifiées chez le sous-type H3 (283) (figure 1.8). Le site A est formé par une boucle des 

résidus 140 - 146. Le site B est localisé au centre d’une boucle des résidus 155 - 160 et une 

région hélice  (188 - 198). Le site C est situé à la base du domaine globulaire. Le site D est 

présent à proximité de l’interface trimérique des domaines globulaires. Le site E se trouve 

proche à la base du domaine globulaire entre les sites A et C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.8 : La distribution des sites antigéniques 

Source : Wright et al., 2007, Fields Virology (5th edition) 

 

I.1.4.1.4 La glycosylation 

La quantité et la distribution des sites de glycosylation ne sont pas conservées parmi 

les hémagglutinines de différentes souches et sous-types (306). De 5 à 11 sites sont présents 

sur la protéine HA de chaque souche. La composition des chaînes d’oligosaccharide est 

dépendante non seulement de la souche virale mais aussi de la cellule hôte.  

Chaque monomère de l’hémagglutinine du virus A/Hong Kong/68 (H3N2) possède 7 

sites de glycosylation via le résidu asparagine, dont 6 chaînes d’oligosaccharides s’attachent à 

la sous-unité HA1 (en positions 8, 22, 38, 81, 165, 285) et une chaîne à la partie HA2 en 

position 154 (305). Les chaînes d’oligosaccharide en position 165 et 285 sont constituées 
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uniquement de deux types de monosaccharides (le N-acétylglucosamine et le mannose), 

tandis que les autres contiennent le galactose et le fucose en plus. Deux sites de glycosylation 

81 et 165 sont localisés dans la région globulaire de la partie HA1. L’absence du résidu 

d’acide sialique à l’extrémité terminale de ces chaînes d’oligosaccharide est due à l’activité de 

l’enzyme neuraminidasique.  

La fonction biologique des glycanes de l’hémagglutinine n’a pas encore tout à fait été 

élucidée. Ils sont importants pour le maintien structurel et la stabilité de la protéine HA. La 

position des oligosaccharides peut moduler l’efficacité du clivage de l’HA, entraînant à une 

influence sur la virulence virale (55). En outre, il a été démontré qu’ils protègent la protéine à 

la reconnaissance des protéases et des anticorps neutralisants (252). Une augmentation de la 

quantité de sites glycosylés sur la tête globulaire de l’HA chez les sous-types H3N2 circulant 

a été observée, dont récemment 6 à 7 nouvelles positions ont été ajoutées par rapport à 2 sites 

des souches en 1968. Cette observation suggère que l'addition de nouveaux oligosaccharides 

permet aux virus d’avoir une capacité à échapper aux anticorps humains (2). Les virus A 

(H1N1) et B isolés récemment possèdent également plusieurs oligosaccharides sur la région 

globulaire.  

 

I.1.4.2. La neuraminidase (NA) 

La neuraminidase est la deuxième glycoprotéine majeure présente à la surface du 

virion. C'est un homotétramère (environ 240 kDa) sous forme d'un champignon. Chaque 

monomère est composé de 4 régions : une queue cytoplasmique conservée (184), un domaine 

transmembranaire (9), une région linéaire nommée « pied » , et une région globulaire, 

nommée « tête ». La tête globulaire (~200 kDa) s’attache au pied qui s'insère sur la membrane 

virale par sa région transmembranaire proche de l'extrémité N-terminale (figure 1.9a,b).  

 

I.1.4.2.1. La structure de la région globulaire 

Le traitement protéolytique de la molécule neuraminidase (du sous-type N2) permet la 

libération de sa tête globulaire, dont la structure tridimensionnelle a été déterminée par 

cristallographie aux rayons X en 1983 (285). Cette structure est divisée en 6 parties 

composées principalement de feuillets  antiparallèles. Elle porte 4 sites enzymatiques (un sur 

chaque monomère), et 7 zones antigéniques (43). La poche de fixation de l'acide sialique est 
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constituée des résidus conservés communs entre les souches du virus de type A et B (figure 

1.9c).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
  
 

Figure 1.9 :  Structure de la neuraminidase   a) Représentation schématique de la structure 

secondaire de la NA.  b) La structure monomérique de la NA.  c) Représentation schématique 

du monomère de la NA (sous-type N2) et ses résidus conservés autour du site actif :  Glu 

119, Asp 151, Asp 198, Glu 227, Asp 243, Glu 276, Glu 277, Asp 330, Glu 425 ; Arg 118, 

Arg 152, Arg 224, His 274, Arg 292, Lys 350 ;  Tyr 121 (remplacé par Phe pour les virus de 

sous-type N1 et de type B), Leu 134, Trp 178.  

Source : Colman, Varghese et Laver, 1983, Nature (43) ; Wilson et Cox, 1990, Annu Rev 

Biochem (306) 
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L'activité enzymatique de la neuraminidase, aussi appelée sialidase, est montrée par sa 

capacité à hydrolyser la liaison glucosidique entre l’acide sialique et le galactose voisin (59). 

Huit résidus du site actif ont une interaction directement avec le substrat : Arg 292, Glu 276, 

Glu 277, Glu 119, Asp 151, Arg 152, Arg 118, Tyr 406 (figure 1.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.10 : L’interaction entre les résidus du site actif de la NA avec l’acide sialique. 

Source : von Itzstein, 2007, Nat Rev Drug Discov (292) 

 

I.1.4.2.2. La fonction de la neuraminidase 

Le rôle biologique de la neuraminidase n'est pas encore tout à fait élucidé. Il a été 

démontré que la neuraminidase jouait un rôle principalement au niveau de la sortie du cycle 

viral. Elle facilite la libération des virions néoformés par la destruction de ce résidu sialique 

situé sur l’enveloppe virale et sur les cellules infectées, évitant le phénomène d’agrégation du 

virus (207). L’hydrolyse des acides sialiques portés par les sécrétions muqueuses des voies 

respiratoires suggère un autre rôle facilitant l'infection des cellules par les virus (177). La 

spécificité de la neuraminidase pour les liaisons SA (2,6)Gal et SA (2,3)Gal en fonction de 

l’hôte est arrêté que celle de la protéine HA. L’étude des virus humains de sous-type N2 de 
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1957 à 1987 a montré l'augmentation de la capacité de cliver la liaison (2,6) en gardant la 

spécificité à la liaison (2,3) au cours de l'évolution de la molécule NA (15). 

L'hémagglutinine et la neuraminidase jouent toutes les deux un rôle indispensable 

mais leurs fonctions sont complètement différentes, voire antagonistes. Leur activité 

complémentaire est cruciale afin d'atteindre une réplication optimale du virus (185).   

Il a été démontré que les anticorps antineuraminidases n’empêchent pas l’infection du 

virus comme ceux de la protéine HA (132). Cependant, leur capacité à inhiber l’activité de la 

NA dans la phase tardive permet à ces anticorps de réduire la réplication virale, ainsi la 

gravité et la durée de la maladie (41, 139).  

Bien que la séquence phylogénétique de la protéine NA soit très différente entre les 

virus de type A et de type B (environ 80 % d’hétérogénéité), leurs résidus du site actif et les 

structures tridimensionnelles sont conservés. L’activité neuraminidasique du virus de type B 

est comparable à celle du virus de type A (89, 169).  

 

I.1.4.2.3. La glycosylation 

La neuraminidase subit des modifications post-traductionnelles, notamment la 

glycosylation. Les chaînes d’oligosaccharide s’attachent aux résidus asparagines situés dans 

différentes régions sur la tête globulaire. La structure et la composition des oligosaccharides 

dépendent de la cellule hôte (61). De plus, la présence ou l’absence d’une glycosylation peut 

varier en fonction des souches virales. Quatre positions potentielles ont été identifiées pour le 

sous-type N2 : 86, 146, 200, 234 (285). La glycosylation sur le site Asn 146 est conservée 

pour toutes les séquences de la protéine NA, associée avec un glycane de type complexe (N-

acétylglucosamine, mannose, galactose, fucose). Elle contient ainsi le résidu N-

acétylgalactosamine, qui n’existe pas dans les composants de type complexe des autre sites de 

glycosylation des protéines NA ou HA (296). Cette glycosylation est située à proximité du 

site catalytique, et semble avoir une fonction de régularisation. Il a été démontré que l'absence 

du site de glycosylation à la position 146 permet une augmentation de l’activité 

neuraminidasique, résultant en un virus neurovirulent chez la souris comme observé avec le 

virus A/WSN/33 (H1N1) (160).  
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I.1.4.3. La protéine de canal (A/M2 et BM2) 

La protéine A/M2 (ou M2) du virus influenza A est une petite protéine 

transmembranaire (~ 96 acides aminés), intégrée dans le virion en faible quantité (321). Elle 

se présente sous la forme d’un homotétramère, chaque unité comporte trois domaines 

structurels : le domaine extracellulaire dans la partie N-terminale, le domaine 

transmembranaire, et le domaine cytoplasmique dans la partie C-terminale. Cette protéine 

fonctionne comme un canal à ions, permettant aux protons d'entrer dans la particule virale où 

ils provoquent la dissociation des protéines de la matrice M1 des ribonucléoprotéines virales 

(RNPv) (215). Le courant ionique traverse le canal formé par les quatre sous-unités identiques 

de la partie transmembranaire, où les protons doivent être sélectionnés par les résidus 

constituant la paroi du canal. Parmi ces composants, deux résidus His 37 et Trp 41, trouvés 

dans le motif HXXXW, jouent un rôle important impliqué dans la sélection ionique et 

l’activation du canal à pH acide (216) (figure 1.11). La protéine M2 est la cible des antiviraux 

amantadine et rimantadine.  Un rôle de maintien d'un pH élevé dans le système trans-Golgi en 

afin de bloquer le changement de conformation de l'hémagglutinine a été démontré lors de 

l'étude du mécanisme de l'amantadine chez les souches aviaires pathogènes (268). 

La décapsidation du virus influenza de type B dépend également de l’activité du canal 

ionique. Cette activité est attribuée à la protéine BM2, protéine membranaire du virus 

influenza B (190, 211). La protéine BM2, sous la forme d’un homotétramère, est composée de 

trois domaines comme A/M2. Deux résidus clés de l’activité de cette protéine, His 19 et Trp 

23, sont situés dans le même motif HXXXW du domaine transmembranaire (211) (figure 

1.11). Cependant, la réplication des virus B n'est pas inhibée par l'amantadine (295). Il semble 

que le remplacement de certains résidus hydrophobes, situés dans la structure du domaine 

transmembranaire de BM2, par des résidus polaire de sérine réduit son affinité au résidu 

hydrophobe de l’adamantane (216). 
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Figure 1.11 : Schéma du domaine transmembranaire de deux protéines A/M2 et BM2. Deux 

résidus conservés sont indiqués, histidine en rouge et tryptophane en vert. Les sérines de BM2 

sont marquées en rose. (Source : Paterson et al., 2003, Virology (211))  

 

I.1.4.4. La protéine NB 

La protéine NB est une des quatre protéines transmembranaires de surface du virus 

influenza de type B. Elle est codée par le même segment de la neuraminidase mais avec une 

ORF différente (23). Cette protéine de 100 acides aminés est présente avec environ 15 à 100 

molécules à la surface du virion (33). Elle comprend une région d'ectodomaine dans la partie 

N-terminale, un domaine transmembranaire, et une queue cytoplasmique. Des études ont 

suggéré que la fonction de la NB ressemble à celle d'une protéine de canal ionique (220, 269). 

De plus il a été démontré que la protéine NB est nécessaire pour une réplication efficace du 

virus in vivo mais pas in vitro (111). Toutefois la fonction de la NB dans la réplication virale 

reste encore à élucider.   

 

I.1.4.5. La protéine de matrice (M1) 

La protéine M1 est le composant structurel le plus abondant des virus influenza. Elle 

joue plusieurs rôles indispensables dans différentes étapes du cycle viral, notamment dans le 

processus de bourgeonnement conduisant à la formation morphologique du virus. En tapissant 

la face interne de l'enveloppe, les protéines M1 forment une couche intermédiaire entre les 

protéines de l'enveloppe et les ribonucléoprotéines virales (RNPv). Elle interagit avec la 

membrane virale par des interactions électrostatiques via son domaine N-terminal (acide 

aminé 1-164) et avec les RNPv via le domaine C-terminal (acide aminé 165-252) (14). Ces 

deux domaines sont aussi impliqués dans les processus de polymérisation M1-M1 pour 

former les dimères et multimères. La zone d’interaction entre la protéine M1 et l’ARN virale 

(ARNv) se situe au niveau d’un signal de localisation nucléaire (NLS) (65). Elle est un 

intermédiaire de l'association entre les protéines NEP et RNPv essentielle au transport des 

RNPv à l'extérieur du noyau (3). De même, l'interaction de la molécule M1 avec les queues 

cytoplasmiques des glycoprotéines HA et NA semble nécessaire pour le transport de M1 au 

site de bourgeonnement sur la membrane (294).  
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I.1.4.6. La nucléoprotéine NP 

La nucléoprotéine NP, composant principal du complexe RNPv, est la deuxième 

protéine la plus abondante du virion. Elle recouvre l'ARNv à raison d'une molécule NP pour 

24 nucléotides de l'ARNv (206). L'interaction entre la NP et l'ARNv s'effectue grâce aux 

résidus chargés positivement de la protéine NP et au squelette phosphorique chargé 

négativement de l'ARNv (68). Le brin d'ARNv est supposé s'enrouler autour de la molécule 

NP avec ses bases exposées à l'extérieur, afin qu'il puisse être accessible par la polymérase 

sans perturber la structure RNPv (13). En plus, la protéine NP possède également la propriété 

d'homo-oligomérisation contribuant à la structure du complexe RNPv. Cette structure qui peut 

persister même en l'absence de son composant d'ARNv, est essentielle pour le maintien de 

l'activité de transcription du complexe RNPv (67, 235). Il s'agit d'une interaction directe entre 

la protéine NP et deux protéines PB1 et PB2 du complexe polymérasique, interaction qui peut 

être impliquée dans le mécanisme de sélection entre les voies transcriptionnelles et 

réplicatives de l’ARN virale (27). Le transport des RNPv et ainsi des NP à l'intérieur du 

noyau est facilité principalement par les signaux de localisation nucléaire de la protéine NP 

(48, 202).   

 

I.1.4.7. Le complexe polymérasique (PB1, PB2, PA) 

Le complexe polymérasique du virus influenza se compose de trois sous-unités : la 

protéine basique 1 (PB1), la protéine basique 2 (PB2), et la protéine acide (PA). Ces trois 

protéines jouent des rôles étroitement liés à l'activité de transcription et de réplication du virus 

influenza. 

  

I.1.4.7.1. La protéine basique 1 (PB1) 

La protéine PB1 contient les motifs conservés responsables du caractère d'ARN 

polymérase ARN-dépendante (26), catalysant l'addition de nucléotides durant l'étape 

d'élongation de la chaîne d'ARNv (31). Il a été démontré que la protéine PB1 se lie avec les 

deux sous-unités PA et PB2 par ses régions N-terminale et C-terminale respectivement (95). 

En outre, la protéine PB1 se lie aux extrémités 5' et 3' de l'ARN complémentaire (ARNc), et 

s'associe préférentiellement à l’extrémité 5' de l'ARNv (96-97) pour l'initiation de la 
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transcription et de la réplication. PB1 possède une activité endonucléasique permettant de 

cliver la coiffe située à l’extrémité 5' des ARN messagers (ARNm) cellulaires (159).  

 

I.1.4.7.2. La protéine basique 2 (PB2) 

La protéine PB2 reconnaît et se lie à la coiffe (5'-m7GpppNm) des ARNm cellulaires, 

qui est ensuite clivée par la protéine PB1 afin de libérer des amorces (10-13 nucléotides) 

servant à initier l'étape de transcription des ARNm viraux (159, 282). Il a été démontré que la 

région N-terminale de la protéine PB2 est impliquée dans l'étape de réplication de l’ARNv 

(88). 

De plus, la protéine PB2 joue un rôle important dans la restriction d'hôte ainsi que 

dans la virulence des virus influenza de type A. En effet, les virus ayant une lysine en position 

627 sont capables de se répliquer de façon plus efficace chez les cellules mammifères que 

ceux avec un acide glutamique (265). Il a été montré que certaines souches aviaires H5N1, 

H7N7 hautement virulente pour l’homme, possédaient la substitution du résidu lysine par le 

résidu acide glutamique en position 627 (78, 110).   

 

I.1.4.7.3. La protéine acide (PA) 

Le rôle de la protéine PA est moins élucidé. De nombreuses hypothèses l’implique 

dans la réplication ainsi que dans la transcription. Des études de mutagénèse dirigé sur la 

molécule PA ont permis de relier à la protéine PA une activité endonucléasique et sa capacité 

de liaison à la coiffe de l’ARNv et au promoteur (76, 106).  La protéine PA semble participer 

à l'assemblage des particules virales (226). Il a été montré que cette molécule possède ou 

induit l'activité protéolytique (241). De plus, la co-expression des protéines PB1 et PA est 

nécessaire pour faciliter leur transport au noyau (77).  

 

I.1.4.8. La protéine non structurale NS1 

La protéine NS1 est une protéine avec de multiples fonctions, on peut l’isoler 

uniquement dans les cellules infectées car elle n'est pas intégrée dans le virion. Deux 

domaines importants de cette protéine ont été décrits : le domaine N-terminal permet la 

liaison à plusieurs types d'ARN et le domaine C-terminal (appelé domaine effecteur) permet 
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l'interaction avec des facteurs cellulaires (222). Durant le cycle infectieux, la protéine NS1 

participe à la régulation de l'activité du complexe ARN polymérase (247), et à l'induction de 

la traduction des ARNm viraux (53).  Elle est également impliquée dans l'inhibition de la 

maturation des ARNm cellulaires (165, 196). L'un des rôles importants de la protéine NS1 est 

l'inhibition du déclenchement de la réponse immunitaire antivirale, particulièrement la 

réponse aux interférons IFN- /  (86, 145).  

 

I.1.4.9. La protéine d'export nucléaire (NEP, anciennement NS2) 

Traduite du segment 8, avec un ORF différente de la protéine NS1, cette protéine est 

détectée dans le virion à raison d’environ 130 – 200 molécules (315). Le nom NEP, 

anciennement NS2, est dû à son rôle indispensable dans l'export nucléaire du complexe RNP 

virale (203).  Elle possède un motif d'export nucléaire (NES) permettant sa liaison avec le 

facteur cellulaire d'export nucléaire CRM1 (Chromosome Region Maintenance protein 1) par 

la région N-terminale (197). D'autre part, la protéine NEP interagit aussi avec la protéine M1, 

qui se lie au RNPv, par la région C-terminale (3). Le complexe entre NEP, M1, RNPv, et 

CRM1 joue coopérativement afin de conduire le processus d'export nucléaire des RNPv. 

Récemment, il a été montré que la protéine NEP permet de réguler la transcription et la 

réplication des virus influenza A par la diminution de l'accumulation des ARN messagers et 

l'augmentation des ARN complémentaires (228). 

 

I.1.4.10. La protéine PB1-F2 

La protéine PB1-F2, récemment découverte par Chen et al (2001), est une protéine 

non-structurale traduite à partir d'un cadre de lecture alternatif du gène codant pour PB1 (40). 

C'est un peptide de taille de 87 à 90 acides aminés, qui s'exprime dans presque toutes les 

souches humaines mais pas dans les souches porcines. La protéine PB1-F2 se situe dans la 

mitochondrie des cellules infectées, où elle provoque une altération morphologique et 

fonctionnelle de la mitochondrie, induisant une mort par apoptose de la cellule (318). Cette 

protéine semble participer à la virulence des souches qui la possèdent. Il est montré que la 

présence de cette protéine permet l’augmentation de virulence du virus d’épreuve lors d'une 

étude chez les souris (319). En agissant sur le système immunitaire, elle s'attaque aux 

macrophages alvéolaires et les détruit (42).  
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I.1.5. Cycle biologique du virus 

L'étude in vivo a montré que les cellules épithéliales du tractus respiratoire sont les 

cibles majeures du virus influenza. Le cycle d’infection du virus influenza pourrait être divisé 

en étapes telles que : l’entrée du virus dans la cellule hôte, le transport des RNPv dans le 

noyau cellulaire, la transcription et la réplication du génome viral, l’exportation des RNPv du 

noyau, l’assemblage et le bourgeonnement des particules virales (figure 1.12).  

Etape 1 : Entrée du virus dans la cellule hôte 

Le cycle du virus influenza commence par la reconnaissance spécifique et 

l'attachement des hémagglutinines aux résidus d'acides sialiques terminaux des glycoprotéines 

ou des glycolipides de la membrane cellulaire. Une fois que la particule virale se fixe sur la 

membrane, elle pénètre dans la cellule hôte par un phénomène d'endocytose (151), ce qui fait 

que le virus est englobé au sein d'une vésicule endosomale. L'environnement acidifié à 

l'intérieur de l'endosome (pH 5 à 6) provoque le changement conformationnel de 

l'hémagglutinine (HA2) pour exposer son peptide de fusion. L'événement de fusion 

membranaire se déroule par l'insertion de la région N-terminale du peptide fusion à la 

membrane cellulaire alors que la région C-terminale de la partie HA2 reste dans la membrane 

virale. Ce réarrangement permet aux glycoprotéines de s'ancrer aux deux membranes et à 

fusionner. En même temps, le courant ionique H+ dans l'endosome traverse le canal proton 

M2 du virus, induisant la dissociation des RNPv de la couche des protéines matricielles M1. 

Ces deux événements ont lieu ensemble et permettent la libération des 8 ribonucléoprotéines 

virales dans le cytoplasme. 

Etape 2 : Transport des complexes ribonucléoprotéines dans le noyau cellulaire  

Une fois libérés dans le cytoplasme, les RNPv sont transportés dans le noyau en 

traversant le pore nucléaire. Tous les composants de RNPv possèdent les signaux de 

localisation nucléaire reconnus par les facteurs de transport nucléaire de la cellule hôte (les 

importines). Cependant, les signaux des protéines NP semblent les plus impliqués dans le 

trafic d'import nucléaire (202).  

Etape 3 : Transcription et réplication du génome viral 

Les protéines du complexe polymérasique (PB1, PB2 et PA) sont responsables de la 

transcription et de la réplication du virus. Dès l'arrivée dans le noyau, les ARNv à polarité 

négative sont transcrits en ARNm à polarité positive. C'est un processus dépendant de 
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l'amorce d'oligonucléotide dérivée de la coiffe de l'ARNm cellulaire. La structure de cette 

coiffe (5'-m7GpppNm) est reconnue et clivée par les protéines PB2 et PB1 respectivement. 

L'élongation est suivie par la protéine PB1 possédant l'activité d'ARN polymérase ARN 

dépendante. Les ARNm viraux sont maturés par addition d'une queue poly A en 3'. Ils sont 

exportés dans le cytoplasme pour la fabrication des protéines du virus. 

A l'inverse de la transcription, la réplication virale ne dépend pas des coiffes pour 

l'initiation. Les segments d'ARNv sont utilisés comme matrice pour la synthèse des ARN 

complémentaires (ARNc) non polyadénylés. Ces ARNc à polarité positive restent dans le 

noyau et à leur tour servent de matrice pour la synthèse d’ARN négatifs du génome viral. Ils 

sont également recouverts par les protéines NP et associés avec les protéines du complexe 

polymérasique. 

Les protéines PB1, PB2, PA, NP, NS1, NEP, M1 sont fabriquées dans le cytoplasme. 

Les protéines de l’enveloppe HA, NA et M2 sont traduites par les ribosomes du réticulum 

endoplasmique, subissent les modifications post-traductionnelles, et sont transportées vers la 

membrane de la cellule hôte via l'appareil de Golgi. Les ARN négatifs du génome viral 

s’associent avec les protéines néosynthétisées NP et les complexes polymérasiques pour 

former des ribonucléoprotéines RNPv. 

Etape 4 : Exportation des complexes ribonucléoprotéines du noyau cellulaire  

Les nouvelles RNPv sont transportées du noyau par un processus dépendant de 

l'interaction entre le facteur cellulaire d'export nucléaire CRM1 et les protéines M1, NEP (3, 

197). Les protéines nouvellement synthétisées M1 et NEP sont importées dans le noyau où 

ces molécules et les RNPv interagissent entre elles pour former le complexe RNPv-M1-NEP.  

Le motif d'export nucléaire situé sur la protéine NEP lui permet de se lier avec le facteur 

cellulaire d'export nucléaire CRM1. Les RNPv sont transportées par le pore nucléaire et 

orientées vers la membrane cellulaire où se trouvent les HA, NA, et M2 nouvellement 

synthétisées. 

 Etape 5 : Assemblage, bourgeonnement, et libération des particules virales  

L'assemblage du virion se produit à la membrane cytoplasmique de la cellule hôte. 

Durant ce processus, tous les composants viraux tels que HA, NA, M2, M1, et RNP, sont 

transportés et rassemblés de façon ordonnée au site d'assemblage. La protéine M1 joue un rôle 

important dans les processus d'assemblage et de bourgeonnement. (revue, (195)) 
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Les virions néoformés restent attachés à la membrane de la cellule par la liaison de 

l'hémagglutinine et l’acide sialique. La protéine NA ensuite joue son rôle enzymatique et clive 

cette liaison pour libérer les virions et leur permettre de se propager sur les nouvelles cibles.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.12 : Schéma du cycle d'infection des virus influenza de type A. L’infection du virus 

commence par la reconnaissance et l’attachement de l’hémagglutinine sur des récepteurs 

cellulaires contenant d'acide sialique, puis pénétrant dans la cellule par endocytose. Grâce 

au pH acide à l’intérieur de l’endosome, la membrane virale fusionne avec la membrane de 

l'endosome permettant la libération de matériel génétique du virus dans le cytosol. Les 

complexes RNPv se dirigent vers le noyau de la cellule dans laquelle a lieu la réplication et la 

transcription. Les protéines virales sont synthétisées dans le cytosol. Finalement, c'est le 

processus de l’assemblage des protéines et le matériel génétique du virus pour former les 

particules virales. Les virions néosynthétisés ensuite bourgeonnent et disséminent aux cellules 

voisines. 

(Disponible sur : http://www.reactome.org/cgi-bin/eventbrowser?DB=gk_current&ID=168254) 
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I.1.6. Les variations antigéniques des virus influenza 

Les virus grippaux sont dynamiques et évoluent en permanence. Chez l'homme, le 

taux d'évolution se distingue pour les différents types du virus influenza, le type A évolue plus 

rapidement suivi par le type B, le type C est plus stable (313).  

Les virus influenza de type A sont les plus inquiétants non seulement à cause de leur 

instabilité mais aussi par leur grand nombre d'espèces d'hôte. L'analyse phylogénétique 

montre que tous les sous-types HA et NA connus sont maintenus dans les espèces aviaires, 

notamment les oiseaux aquatiques sauvages (298), une source de réserve gigantesque pour la 

diversité du virus influenza A. Chez les oiseaux, les virus influenza semblent avoir attendu 

une adaptation optimale avec un changement limité des acides aminés. Cependant, une fois 

transmis à un nouvel hôte, tels que les mammifères ou les volailles, ils subissent une 

évolution pour s'adapter à ce dernier.  

L’évolution génétique des virus influenza résulte de deux mécanismes, les variations 

antigéniques mineures et les variations antigéniques majeures, ces dernières s’appliquent 

uniquement pour les virus de type A. 

   

I.1.6.1. Les variations antigéniques mineures  

Des mutations ponctuelles chez les virus influenza ont lieu fréquemment au cours de 

la réplication d'ARN faute d'un mécanisme de réparation. En générale, chez les virus à ARN 

les erreurs d’incorporation de nucléotides par la polymérase est de l’ordre de 10-3 à 10-5 par 

nucléotide et par cycle de réplication (57). La plupart des mutations chez les virus influenza 

sont silencieuses à l'exception des gènes codant pour les glycoprotéines de surface HA et NA, 

principalement lorsque ces mutations apparaissent dans des zones antigéniques. Sous la 

pression de sélection immunologique, les mutations affectant les sites antigéniques 

s'accumulent progressivement, ce qui correspond à la théorie de l'évolution positive (74). Cela 

conduit à l’apparition de nouvelles souches grippales capables d’échapper aux défenses 

immunitaires de l’hôte. De ce fait l'efficacité d’un vaccin peut être diminuée, d’où la nécessité 

d’une surveillance de la grippe au cours des épidémies pour analyser les propriétés 

antigéniques et sélectionner les nouvelles souches vaccinales. L’évolution antigénique des 

virus A (H3N2) semble plus importante que celle subit par les virus A (H1N1). Le taux de 

substitution nucléotidique dans la sous-unité HA1 du sous-type H3N2 est environ de 4x10-3 
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substitutions par site et par an, suivi par un taux de 5x10-3 de la substitution d'acide aminé par 

résidu par an (114). Les virus de type B se caractérisent par la co-circulation de variants 

antigéniquement distincts (114).    

 

I.1.6.2. Les variations antigéniques majeures  

Les variations antigéniques majeures résultent d'un changement génétique qui donne 

naissance à un sous-type, dont l’immunité préalable est absente dans la population humaine et 

le vaccin des souches saisonnières est inefficace. Ce type de variation est associé avec le 

risque d’une pandémie et peut survenir de différentes manières. Le mécanisme le plus connu 

est dû au réassortiment génétique, entraînant un échange de gènes entiers lors de la co-

infection d'une cellule par deux virus distincts au minimum. Il résulte des nouveau virus 

« hybrides », donc 28 combinaisons possibles en théorie. Néanmoins, il faut que les 

combinaisons soient reproductives et adaptées à l'hôte.  

Ce phénomène a été responsable des deux pandémies grippales du XXe siècle, dont 

celle de 1957 (grippe asiatique au sous-type H2N2) et celle de 1968 (grippe de Hong Kong au 

sous-type H3N2) (figure 1.13) (164). Le virus A (H2N2) de 1957 est issu d'un réassortiment 

entre le virus humain (H1N1) et le virus aviaire (H2N2). En effet, trois segments d'origine 

aviaire, dont les segments HA, NA, PB1, ont été incorporés dans un fond génétique 

correspondant au virus H1N1 circulant dans la population humaine depuis la pandémie de 

1918. Par conséquent, ce virus remplaça le sous-type H1N1 et se répandit rapidement chez 

l'homme. En suite, le sous-type H3N2 de 1968 devenu circulant chez l'homme après un 

réassortiment entre le virus humain H2N2 et un virus aviaire de sous-type H3, dont deux 

nouveaux segments (HA et PB1) d'origine aviaire ont été acquis. Concernant le virus 

pandémique H1N1 2009, c'est un virus issu d'une combinaison des souches circulant chez le 

porc. En effet, la première souche, circulant en Amérique du Nord, est un triple recombinant 

entre une souche porcine H1N1, une souche humaine H3N2 et une souche aviaire. La 

deuxième est une souche porcine H1N1 d'origine aviaire, circulant en Europe et en Asie 

(258).  

Dans le cas de la pandémie espagnole de 1918, le virus n'est pas issu d'un 

réassortiment génétique, mais est dû à un virus aviaire adapté directement à l'homme  (figure 

1.13) (18). Ce mécanisme de transfert à l’homme sans adaptation du virus dans un hôte 
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intermédiaire, se rapproche de la zoonose observée avec le virus A (H5N1) bien que ce 

dernier ne se soit pas suffisamment adapté pour permettre une transmission interhumaine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.13 : Représentation des variations antigéniques majeures du virus influenza 

Source : Belshe, 2005, NEJM (18) 

 

I.2. LES ANTIVIRAUX 

 

Les antiviraux contre la grippe sont des composés développés pour cibler directement 

les protéines virales ou indirectement les protéines cellulaires impliquées dans le cycle 

infectieux. En outre, le cycle réplicatif du virus influenza pourrait être divisé en trois grandes 

phases : la phase d’entrée virale incluant l'attachement, la pénétration, la fusion membranaire ; 

la phase de la réplication et de la transcription du génome viral ; la phase de sortie composée 

de l'assemblage, de la libération, et de la dissémination du virion néoformé. Donc les 

antiviraux pourraient être classés en fonction de leurs cibles sur chacune de ces trois phases. 

Bien que plusieurs antiviraux potentiels aient été étudiés, seulement deux classes de 

 

 

Réassortiment Réassortiment 

Grippe espagnole 
1918 

Grippe asiatique 
1957 

Grippe de Hong Kong 
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H1N1                                H2N2                                H3N2 

H2N2 
virus aviaire 

H1N1 
virus humaine 

H3 
virus aviaire 

H2N2 
virus humaine 

HA NA 

8 segments d'ARN 
d'origine du virus aviaire 

3 nouveaux segments 
d'origine aviaire (HA, 
NA, PB1) ; 5 segments 
d'origine du virus 1918 

2 nouveaux segments 
d'origine aviaire (HA, 
PB1) ; 5 segments 
d'origine du virus 1918 
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médicaments sont disponibles pour le traitement et la prophylaxie des infections grippales : 

les inhibiteurs de la protéine de canal (M2) et les inhibiteurs de la neuraminidase (NA). 

Actuellement, les inhibiteurs de la neuraminidase sont recommandés à utiliser dans le 

traitement curatif et préventif du virus de la grippe. En raison de l’émergence rapide de 

mutations de résistance et de l’incidence des effets secondaires au cours de traitement, les 

adamantanes sont moins recommandés pour le traitement des patients infectés. La réduction 

complète de l’utilisation de l’amantadine résulte aujourd’hui de la circulation de souches 

résistantes aux adamantanes aussi bien dans le sous-type H3N2 que H1N1.   

 

I.2.1. Les inhibiteurs de l'entrée virale 

I.2.1.1. Camostat – L'inhibiteur de l'activation protéolytique de la 

protéine hémagglutinine 

Le clivage de la protéine HA est une étape préalable pour initier l'infection virale. 

L'inhibition de cette activité peut, par conséquent, bloquer la réplication virale. Le camostat 

mesilate, un dérivé du p-guanidinobenzoate, est l'un des inhibiteurs potentiels ciblant le 

processus protéolytique du virus influenza. Il joue le rôle d'un inhibiteur de la protéase de type 

sérine, donc bloquant indirectement le clivage du précurseur HA0. Dans l'étude in vitro, le 

camostat a présenté une activité inhibitrice vis-à-vis des virus influenza de type A/H3N2 

(A/Ishikawa/7/82) et de type B (B/Singapore/222/79), avec les valeurs CI50 (concentration 

inhibitrice de 50 %) à 2,2 g/ml et à 5,8 g/ml respectivement (122). Son activité a été 

évaluée in vivo chez les souris infectées par la souche A/Taiwan/1/86 (H1N1). Après 5 jours 

post-infection, les souris traitées par le camostat présentent une diminution de l'excrétion 

virale de 45 % par rapport à celle du groupe témoin (155). Cependant l'activité potentielle de 

ces inhibiteurs a été relativement inexplorée. 

 

I.2.1.2. Cyanovirin-N – L'inhibiteur de l'attachement virale 

La Cyanovirin-N, une protéine provenant de la cyanobactérie Nostoc ellipsosporum, 

est capable d'inhiber un large spectre de virus incluant le virus influenza. L'effet inhibiteur 

contre plusieurs souches grippales de type A et B, dont les virus résistants à l'inhibiteur de la 

neuraminidase, a été démontré in vitro avec une valeur CI50 comprise entre 0,004 g/ml et 
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0,04 g/ml (201). Les oligosaccharides de la glycoprotéine de surface (HA) ont été identifiés 

comme les cibles spécifiques de cette molécule. L'activité inhibitrice de Cyanovirin-N a été 

évaluée in vivo chez les souris (0,5 mg/kg/jour pendant 4 jours) et les furets (deux fois de 50 

g par jour pendant 5 jours) (256). Le traitement précoce (4 heures avant de l’inoculation 

virale) a diminué jusqu'à 1000 fois les titres viraux dans le poumon des souris au 3ème jour de 

l'infection avec 100 % de survie. Le traitement des furets avec la Cyanovirin-N a commencé 

24 heures avant de l’infection virale. Le jour de l’inoculation virale, une première dose de 

Cyanovirin-N est administrée aux furets 4 heures avant l’instillation du virus. Une seconde 

dose est inoculée aux furets 4 heures après le challenge viral. Le résultat obtenu s’est 

également traduit par la diminution de la charge virale de 100 fois dans les lavages nasaux 

après un jour de l’infection. Ces résultats présentent le potentiel de Cyanovirin-N pour la 

prophylaxie et le traitement précoce des infections par le virus grippal.     

 

I.2.1.3. DAS18 –  La protéine de fusion composée de l'activité sialidase   

La DAS181 (Fludase) est une protéine de fusion recombinante composée de domaine 

catalytique de sialidase, provenant d'Actinomyces viscosus, fusionnée avec une séquence 

d'ancrage à la surface des cellules de l'épithélium respiratoire (173). Elle fonctionne en 

enlevant les acides sialiques du récepteur cellulaire afin de bloquer l'entrée du virus influenza. 

Son activité antivirale contre les virus grippaux de type A et B a été observée in vitro, ainsi 

qu’in vivo par l'inhibition de la réplication des souches H1N1 chez les souris et les furets. De 

plus, le traitement quotidien par DAS181 à 1 mg/kg/jour a permis de protéger 100 % des 

souris vis-à-vis de la souche hautement pathogène H5N1 (A/Vietnam/1203/2004) (16). La 

fonction sialidase de cette molécule a aussi été évaluée sur les cultures mimant des cellules du 

tractus respiratoire différentiées et des tissus bronchiques humains (279). L'action antivirale 

de la DAS181 a été confirmée sur des souches saisonnières résistantes à l'oseltamivir (280). 

L'efficacité remarquable de la DAS181 représente une nouvelle stratégie antivirale innovante 

dans la lutte contre les virus grippaux. 
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I.2.1.4. TBHQ – L'inhibiteur du changement conformationnel de 

l’hémagglutinine 

La molécule TBHQ (tert-butyl hydroquinone) appartient à la classe des inhibiteurs 

bloquant le changement conformationnel de la protéine HA, l’événement indispensable pour 

le déclenchement de l'étape de la fusion membranaire (28, 119). Deux structures 

cristallographiques des protéines HA (sous-types H3 et H14) en présence de la molécule 

TBHQ ont été caractérisées (238) (figure 1.14).  En effet, cette molécule se fixe dans une 

poche hydrophobe formée à l'interface entre les monomères de la protéine HA. Elle stabilise 

donc la conformation de la protéine HA dans l'environnement acidifiée, empêchant son 

réarrangement nécessaire à la fusion membranaire. Une modification structurelle de la 

molécule TBHQ est nécessaire afin d'obtenir une des molécules plus puissantes pour 

confirmer cette nouvelle stratégie thérapeutique. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 1.14 : Le site de fixation de la molécule TBHQ sur la protéine HA. 

 Source : Russell, 2008, PNAS (238) 

 



  Chapitre I : Revue Bibliographique 
 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       51 

I.2.1.5.  Dérivés d'adamantane – L'inhibiteur du canal ionique M2 

L'amantadine (Symmetrel) et son dérivé, la rimantadine, ont été découvertes dans les 

années soixante et sont capables d'inhiber la multiplication du virus influenza de type A (49, 

179). Ce sont des amines primaires stables à 10 carbones sous forme de chlorhydrate (1-

adamantanamine et -méthyl-1-adamantane méthylamine respectivement) (figure 1.15). 

L'amantadine a été approuvée en 1976 pour traiter des infections aux virus grippaux de type 

A. Elle est bien absorbée par voie orale (272). La dose de 200 mg/jour est utilisée dans le 

traitement chez les adolescents. Le traitement pendant 24 – 48 h dès l'apparition des 

symptômes et sa continuation jusqu'à un ou deux jours après la fin des symptômes sont 

recommandés pour l'efficacité du médicament. La rimantadine est aussi utilisée pour le 

traitement de la grippe A. Elle possède une activité comparable à celle de l'amantadine (75). 

Des essais cliniques ont montré qu'une dose inférieure à 100 mg de l'adamantane était efficace 

pour la prophylaxie de l'infection par le virus grippal de type A (32, 244). Ces inhibiteurs 

agissent principalement dans la phase précoce de la réplication virale. Ils interviennent dans 

l'action des canaux ioniques M2, entraînant l'inhibition de la dissociation des protéines 

matricielles M1 et les nucléoprotéines virales RNPv (113, 146). L'utilisation de ces inhibiteurs 

est limitée à cause de nombreux effets secondaires concernant le système nerveux central 

(nervosité, dépression mentale, insomnie) et les désordres gastro-intestinaux (nausées, 

vomissements, diarrhée).  

Cependant, le problème le plus important est la sélection rapide de virus résistants lors 

du traitement avec les adamantanes. Ce phénomène a été observé dans les études in vitro et in 

vivo (4, 17).  Les virus résistants sont caractérisés par l'une des mutations en positions 26, 27, 

30, 31, ou 34 sur la région transmembranaire de la protéine M2. De plus ces résistants sont 

stables, transmissibles, et aussi virulents que les sauvages (270). Selon des programmes de 

surveillance, la prévalence des virus résistants a significativement augmenté de 0,4 % en 1994 

– 1995 à 12,3 % en 2003 – 2004, et à 91 % au cours de la saison 2005 – 2006,  

particulièrement chez les sous-type A (H3N2) (34, 56). Aux Etats-Unis, 91 % du sous-type A 

(H3N2) ont montré une substitution en position 31 (sérine à asparagine) concernant la 

résistance à l'amantadine et à la rimantadine dans la saison grippale 2005 – 2006 (35). 

L'émergence des résistants chez le sous-type H1N1 a atteint les 15,5 % dans la saison 2005 – 

2006 (56). Une partie des virus de la grippe aviaire H5N1 (2003 – 2004) isolés dans les pays 

d'Asie du Sud-est possèdent ce type de résistance (158). Vu le risque d’émergence de 
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a) Amantadine  
 

b) Rimantadine 

résistances à l'amantadine et à la rimantadine, elles ne sont plus recommandées dans le 

traitement et la prophylaxie des virus grippaux.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.15 : Structure chimique de a) Amantadine ; b) Rimantadine 

 

I.2.2. Les inhibiteurs de la réplication et de la transcription du virus 

influenza 

I.2.2.1. Ribavirine, viramidine – Les analogues de nucléoside synthétique 

La ribavirine (Virazole) a été découverte comme un inhibiteur contre de nombreux 

virus à ADN et à ARN depuis longtemps (248, 264) (figure 1.16a). C'est un analogue 

nucléosidique de la guanosine (1- -D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide). Il a été 

démontré que la forme triphosphate de la ribavirine (RTP) est incorporée par l'ARN 

polymérase, bloquant ainsi l'élongation de l'ARN viral (69). L'efficacité de la ribavirine vis-à-

vis des virus influenza de type A et B a été étudiée in vivo (19, 307). Le traitement administré 

par voie orale, sous forme d’aérosol, est efficace pour les virus grippaux de type A (H1N1) et 

de type B (91). Cependant l'utilisation de la ribavirine est limitée à cause de certains effets 

secondaires observés par voie orale (312). La combinaison de la ribavirine et de l'interferon  

a été approuvée dans le traitement de l'hépatite C (50).   

 

La viramidine (ribamidine, 1- -D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamidine) est 

un analogue nucléosidique de la purine (figure 1.16b). Elle présente une activité antivirale 

contre les virus influenza de type A (H1N1, H3N2, H5N1) et de type B in vitro et in vivo 
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(249). Dans ces expériences, les valeurs de CI50 in vitro et la toxicité de la viramidine (2 à 32 

g/ml, et 760 g/ml) sont inférieures à celles de la ribavirine (0,6 à 5,5 g/ml, et 560 g/ml). 

L'administration par voie orale de la viramidine de 15 à 31 mg/kg/jour pendant 5 jours a 

protégé les souris infectées. De plus, les deux molécules viramidine et ribavirine sont 

efficaces dans le traitement même après 48 heures de retard chez les souris infectées par le 

virus A/NWS/33 (H1N1). La tolérance de la viramidine est trouvée meilleure que celle de la 

ribavirine (162). L'étude approfondie concernant l'efficacité de la viramidine contre les 

infections aux virus grippaux doit être poursuivie. 

 

I.2.2.2. T-705 

Le T-705 (6-fluoro-3-hydroxy-2-pyrazinecarboxamide) est un dérivé de la pyrazine 

développé par le laboratoire pharmaceutique japonais Toyama Chemical (figure 1.16c). Il 

présente une forte activité inhibitrice vis-à-vis du virus influenza de type A, B, et C in vitro et 

in vivo (80). Les valeurs de CI50 de T-705 sont dans l'intervalle de 0,013 à 0,48 g/ml, alors 

qu'il ne présente pas de toxicité jusqu'à la concentration de 1000 g/ml. Il est aussi actif 

contre certaines souches résistantes à l'inhibiteur de la neuraminidase et de l'amantadine. 

L'administration par voie orale de T-705 à 100 mg/kg/jour (4 fois/jour) pendant 5 jours réduit 

significativement la multiplication virale (A/PR/8/34 H1N1) au niveau pulmonaire des souris. 

Il a été démontré que le T-705 n'interagit pas avec la synthèse de l'ADN ou de l'ARN 

cellulaire. Lors de l'entrée dans la cellule, le T-705 est converti en sa forme active de 

triphosphate en inhibant l'activité polymérase de l'ARNv et bloque la réplication virale (81). 

Des essais de T-705 chez les souches aviaires H5N1 ont montré que la concentration 

inhibitrice se situe entre 1,3 à 7,7 M. Elle est moins efficace que celles de l'oseltamivir et du 

zanamivir mais plus que celle de la ribavirin dans la même expérience (250). La dose de 30 à 

300 mg/kg/jour par voie orale de T-705 est tolérée et lui permet de protéger les souris 

infectées. Particulièrement, la dose de 300 mg/kg/jour est encore effective même dans le cas 

du traitement retardé de 96 heures après l'infection. Le T-705, déjà en phase I des essais 

cliniques, offrirait une alternative thérapeutique contre le virus grippal.  
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I.2.2.3. Flutimide – L'inhibiteur de l'activité endonucléasique  

L'activité endonucléasique du complexe polymérasique est responsable de l'initiation 

de la transcription de l'ARNv. Les composés dérivés de l'acide 2,4-dioxobutanoique sont 

capables d'inhiber sélectivement l'activité endonucléasique du virus influenza de type A et B, 

avec les valeurs de CI50 de 0,2 à 29,0 M (277). De la même façon, un produit naturel extrait 

du fungi Delitschia confertaspora, nommé Flutimide (2,6-diketopiperazine), a montré sa 

capacité à inhiber la réplication des virus grippaux (278) (figure 1.16d). Cette activité 

endonucléasique est conservée dans les virus influenza, et peut donc constituer une cible de 

choix en perspective pour développer un nouvel antiviral contre les virus influenza.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.16 :  Structure chimique de  a) Ribavirine ; b) Viramidine ; c) T-705 ; d) Flutimide 
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I.2.3. Les inhibiteurs de la sortie du virus – Les inhibiteurs de la 

neuraminidase (INA) 

Grâce à son rôle indispensable et son site actif hautement conservé, la neuraminidase 

est intéressante pour la stratégie de développement d'inhibiteurs. Les inhibiteurs de la 

neuraminidase permettent d'inhiber l'activité enzymatique, empêchant ainsi la libération des 

virions néoformés et leur relargage. Deux inhibiteurs de la neuraminidase, le zanamivir 

(Relenza®, GlaxoSmithKline) et l’oseltamivir (Tamiflu®, Roche Pharmaceuticals), ont été 

approuvés par l'organisation de FDA comme traitement curatif contre des virus grippaux. Ces 

médicaments sont efficaces contre les deux types de virus influenza, le type A et le type B. Le 

développement de ces molécules s’est basé sur la méthode appelée « Structure based drug 

design ». En effet il s'agit de l'utilisation de la structure cristallographique de la protéine 

neuraminidase (principalement du sous-type N2) complexée avec son substrat l'acide sialique 

(285-286), et en combinaison avec des outils bioinformatiques permettant la prédiction des 

sites de liaison favorables. Ainsi, ils sont des dérivés du premier inhibiteur potentiel, DANA 

ou Neu5Ac2en (2-désoxy-2,3-didéhydro-N-acétylneuraminique), qui mime l'état de transition 

de l’acide sialique durant la réaction enzymatique  (182).  

 

I.2.3.1. Zanamivir  

Le zanamivir était le premier du groupe des inhibiteurs de la neuraminidase à avoir été 

approuvé et commercialisé sous le nom Relenza®. Il a été créé par la substitution d’un 

groupement guanidinum sur le carbone 4 de la molécule DANA pour former son dérivé 4-

guanidino-Neu5Ac2en (GG167) (291). Ce groupement guanidinum interagit avec deux 

résidus conservés Glu 119 et Glu 227 de l'enzyme, permettant à la molécule de se lier 

fortement au site actif. Les structures chimiques des molécules DANA, NANA (acide 

sialique), et zanamivir sont présentées dans la figure 1.17 a,b,e. 

L'étude in vitro a montré une forte activité de la molécule zanamivir spécifique vis-à-

vis des neuraminidases de plusieurs souches virales de type A et B, avec une valeur CI50 de 

l'ordre de la nanomole (311). De plus, le traitement par voie intranasale des souris et furets 

infectés in vivo a démontré son efficacité pour diminuer le taux de mortalité (239-240). Le 

zanamivir est également efficace contre les virus influenza aviaires (H6N1, H9N2 et H5N1) 

(157). 
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Des études cliniques du zanamivir ont été réalisées (revue (66)). Le zanamivir est 

administré par inhalation à cause de sa faible biodisponibilité, environ 90 % de la dose est 

éliminée dans l'urine sous forme active. Il est indiqué dans le traitement des virus influenza de 

type A et B chez l'adulte et les enfants à partir de 7 ans lorsque l'apparition des symptômes est 

inférieure à 48 heures. Le traitement consiste en 2 inhalations de 5 mg de zanamivir par jour 

pendant 5 jours. Le zanamivir est toléré avec certains effets secondaires communs tels que la 

diarrhée, des nausées, des étourdissements, des maux de tête... Il est déconseillé aux patients 

souffrant d'asthme ou de broncho-pneumopathie obstructive chronique. L'utilisation du 

zanamivir est aussi évaluée pour la prophylaxie afin de prévenir la transmission du virus 

grippal (117). En outre, l'efficacité et la sécurité du zanamivir administré par voie 

intraveineuse ont été étudiées (37). 

 

I.2.3.2. Oseltamivir 

L'oseltamivir est le deuxième inhibiteur de la neuraminidase à être approuvé et 

commercialisé sous le nom Tamiflu®. Aujourd'hui, il est le plus utilisé pour le traitement et la 

prophylaxie dans la lutte contre les virus grippaux. De plus, il est actuellement stocké par de 

nombreux pays dans le cas d'explosion d'une pandémie grippale. L'oseltamivir est un 

analogue carboxylique dérivé de la molécule DANA et zanamivir, principalement basé sur un 

cyclohexène sans oxygène avec une substitution d'un groupement hydrophobe attaché à la 

position 6 via un lien esthétique (141). L'oseltamivir est synthétisé sous forme d'une 

prodrogue de phosphate d'oseltamivir (GS4104), qui est hydrolysé par les enzymes d'estérase 

pour le transformer en son métabolite actif, le carboxylate d'oseltamivir (GS4071) (161). Ce 

caractère structurel permet à l'oseltamivir d'avoir une bonne biodisponibilité orale en 

maintenant son effet antiviral. Deux structures chimiques de l'oseltamivir sous forme 

carboxylate et de sa prodrogue sont présentées dans la figure 1.17 c,d. 

Comme le zanamivir, l'oseltamivir possède une activité inhibitrice in vitro vis-à-vis de 

plusieurs souches virales de type A et B, avec une constante d'inhibition (Ki) de moins de 1 

nM (116). Le traitement par voie orale chez les souris (10 mg/kg/jour) et les furets (25 

mg/kg/jour) infectés par les virus grippaux de type A et B a montré l'effet de protection du 

GS4104 (183). La dose de 1 et 10 mg/kg/jour de l'oseltamivir protège les souris contre des 

souches grippales aviaires (H5N1 et H9N2) (156). Un délai de traitement plus long est 



  Chapitre I : Revue Bibliographique 
 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       57 

nécessaire pour les souris infectées par le virus hautement pathogène A/Vietnam/1203/04 

(H5N1) (316). 

L'efficacité de l'oseltamivir chez l'homme est analysée lors de plusieurs études 

cliniques (revue (60)). En général, l'oseltamivir est indiqué dans le traitement des virus 

influenza de type A et B chez les patients à partir d'un an lorsque l'apparition des symptômes 

est de moins de 48 heures pour son efficacité. La dose recommandée pour le traitement est 

deux fois 75 mg par jour pendant 5 jours. Après administration par voie orale, l'oseltamivir est 

bien absorbé par le tractus gastro-intestinal, converti en son métabolite actif dans le foie, et 

distribué dans tout le corps. Les nausées et vomissements sont les effets secondaires les plus 

fréquents. 

 

I.2.3.3. Les virus résistants aux inhibiteurs de la neuraminidase 

L'émergence des virus résistants à l'INA est moins développée que celle à l’adamantane. 

Ces résistances sont identifiées par comparaison du changement de l'activité enzymatique et le 

profil génétique de la neuraminidase à partir d'un prélèvement en prétraitement et en post 

traitement. Les résistances dépendent du type de la mutation, un virus résistant à l'oseltamivir 

peut encore être sensible au zanamivir. 

Au cours des années de l’utilisation d’oseltamivir dans le programme clinique, 

l’apparition des virus résistants a été observée chez les patients traités : 0,33 % chez les 

adultes, 4 % chez les enfants, donc 1,26 % en général (297). En cas de traitement suboptimal, 

le pourcentage d’émergence de virus résistant peut atteindre 18 %, comme l’a montré une 

étude réalisée avec des enfants japonais traités par l'oseltamivir contre le virus influenza de 

sous-type A/H3N2 (142). En outre, les mutations apparaissent principalement chez les virus 

influenza de type A et dépendent du sous-type. Il s'agit des mutations R292K (arginine  

lysine), E119V (acide glutamique  valine) et N294S (asparagine  sérine) chez le sous-

type N2. Pour le sous-type N1, c'est la substitution de l'histidine par une tyrosine en position 

275 (H275Y), ou H274Y pour une numérotation N2. La mutation D198N (acide aspartique  

asparagine) réduit la sensibilité du virus B à l'oseltamivir (103). Deux premiers cas de 

résistance à l'oseltamivir (H275Y) du virus de la grippe aviaire A/H5N1 ont été rapportés en 

2005 (52). De plus, un an après l’émergence du virus responsable de la pandémie grippale 

2009, plus de 200 cas de virus A (H1N1) 2009 porteur d’une mutation de résistance H275Y 

ont été isolés (303). L’émergence de mutations de résistance à l’issus d’un traitement avec le 
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zanamivir est moins observée. Seulement deux types de mutation ont été isolées de patients 

immunodéprimés suite à un traitement au zanamivir, les mutations R152K (chez le virus B) et 

Q136K (chez le virus A/H1N1) ont été isolées (101, 125).  

Un programme de surveillance de la sensibilité aux inhibiteurs de la neuraminidase (The 

global Neuraminidase Inhibitor Susceptibility Network – NISN) a été conduit depuis 1999, 

concernant l'émergence potentielle des résistances aux INA au fil du temps (320). Aucune 

mutation naturelle à l'oseltamivir n'a pas été observée dans la période avant son introduction 

en public (de 1996 à 1999) (180). Jusqu'en 2007, la diminution de la sensibilité des virus à 

l'oseltamivir était encore inférieure à 1 % (189, 246). Cependant, l'apparition des virus 

résistants a augmenté remarquablement dès l'année 2007. Dans la saison 2007 – 2008, environ 

10 % de virus circulant aux Etats-Unis sont résistants (246), majoritairement de sous-type A 

(H1N1) et porteur de la mutation de résistance H275Y, de 0 % à 68 % selon les pays 

européens (181). Une augmentation des virus A (H1N1) résistants à l'oseltamivir a été 

également observée (64 % en général) en Océanie, Asie du Sud-est et Afrique (124).  

 

I.2.3.4. Les nouveaux candidats potentiels des inhibiteurs de la 

neuraminidase  

I.2.3.4.1 Forme dimère du zanamivir 

Un composé dimérique du zanamivir, formé par un pontage entre deux molécules de 

zanamivir via leurs groupes hydroxyle en position 7, est en cours de développement et 

correspond à la deuxième génération du zanamivir. Il est capable d'inhiber la réplication des 

virus grippaux de type A et B in vitro, son activité inhibitrice est 100 fois plus élevée que 

celle du zanamivir (171). De plus, la faible clairance de la molécule et la persistance au 

niveau des poumons des souris et des rats induisent un effet antiviral protecteur de longue 

durée. Cela suggère la possibilité d’utiliser qu'une seule dose par semaine pour un traitement 

prophylactique des infections grippales.  

 

I.2.3.4.2 Peramivir (RWJ-270201) 

Parmi les nouveaux dérivés de l'INA, le peramivir est un antiviral potentiel développé 

par la société BioCryst Pharmaceuticals. La structure du peramivir est caractérisée par un 

cyclopentane avec un groupement hydrophobe en position 6 et un groupement guanidinum en 
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b) DANA 

 
 

d) GS4104 
 

c) GS4071 

 
f) RWJ-270201 

 
e) 4-guanidino-DANA

 
 

a) NANA 

position 4 (6) (figure 1.17f). Il a été démontré que le peramivir est efficace vis-à-vis de 

plusieurs virus influenza de type A et B, ainsi que les virus influenza aviaires in vitro et in 

vivo (98, 254, 271). Son efficacité est comparable à celle du zanamivir et de l'oseltamivir. 

L'administration du peramivir à 10 mg/kg/jour par voie orale protège les souris totalement 

contre les virus hautement pathogènes H5N1 et H9N2. La dose de 5 à 100 mg/kg/jour de 

peramivir est efficace chez les furets infectés. Les premiers essais cliniques utilisant le 

peramivir contre les virus grippaux humains par voie orale ont montré son effet dans le 

traitement mais pas dans la prophylaxie (10). L'administration du peramivir par voie 

intraveineuse ou intramusculaire est en train d'être développée dans le but d’améliorer sa 

biodisponibilité (8, 317). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.17 : Structure chimique de a) NANA (acide N-acétylneuraminique) ; b) DANA 

(acide 2-désoxy-2,3-didéhydro-N-acétylneuraminique) ; c) GS4071 (carboxylate 

d'oseltamivir) ; d) GS4104 (le dérivé phosphate d'oseltamivir) ; e) 4-guanidino-DANA 

(zanamivir) ; f) RWJ-270201 (peramivir) 
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I.2.3.4.3 Laninamivir  

Le laninamivir (R-125489) est un nouvel inhibiteur efficace contre plusieurs sous-

types A (N1 à N9) et le type B, y compris les virus résistants à l'oseltamivir que ce soit in 

vitro ou in vivo (314). Particulièrement, la forme estérifiée, le CS-8958, l'octanonate de 

laninamivir, présente une longue inhibition pour une seule dose. L'administration par voie 

intranasale chez les souris d’une seule dose, montre une activité plus efficace du CS-8958 que 

celle du zanamivir et oseltamivir en plusieurs doses (148). Le CS-8958 est converti en sa 

forme active R-125489 dans le poumon où il peut perdurer pour long temps avec une demi-

vie de 41,4 heures (147). Il est également efficace contre le virus H5N1 (143). Une dose de 20 

à 40 mg par inhalation est non toxique et efficace pour réduire le temps de maladie chez les 

enfants infectés aux virus H1N1 résistants à l'oseltamivir (267).  

De façon générale, il est suggéré que le CS-8958 fonctionne comme un inhibiteur de 

longue durée d'action. Des études complémentaires sont en train d’être réalisées pour 

confirmer les effets cliniques de cet inhibiteur. 

 

 

I.3. DIVERSITE ET FONCTIONS DES GLUCIDES 

 

Vu que notre travail s’appuie principalement sur les oligo/polysaccharides, cette partie 

bibliographique permettra d'avoir une vue générale sur les points qui définissent la diversité 

structurelle et biologique de ces molécules. 

Les oligo/polysaccharides sont des biomolécules appartenant à la famille des glucides, 

historiquement appelés hydrates de carbone ou « sucres » en terme familier. Les glucides 

représentent le groupe chimique le plus abondant et important des êtres vivants. Ces 

biomolécules sont composées d’unités monosaccharidiques, celles qui sont, donc, les 

constituants de base pour former un grand nombre de structures variables. Elles ont les 

caractéristiques suivantes : 1) l'existence d'au moins un centre asymétrique, 2) la capacité de 

présence soit en structure linéaire ou cyclique, 3) la capacité de former des structures 

polymériques par des liaisons glycosidiques, et 4) le potentiel de se lier avec de multiples 

molécules non glucidiques. La complexité de la structure des glucides augmentera 

excessivement en fonction du nombre de résidus monosaccharidiques. Un oligosaccharide est 

formé de 2 à 20 monosaccharides parmi lesquels se trouvent les disaccharides présents dans 
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notre nourriture tels que les saccharoses, les lactoses, les maltoses. Le terme 

« polysaccharide » concerne les polymères contenant de nombreuses unités 

monosaccharidiques caractérisés par des chaînes linéaires ou ramifiées. 

Les glucides présentent deux rôles biologiques majeurs communs au règne animal et 

végétal : ils permettent le stockage énergétique (l’amidon, le glycogène), et participent à la 

structure de parois cellulaires (la cellulose, la chitine). D'autre part, ces sucres (surtout les 

oligosaccharides) en combinaison de manière covalente avec une protéine ou un lipide, 

forment une classe importante des glycoconjugués (glycoprotéines ou glycolipides). On a 

découvert que ces derniers interviennent dans de nombreuses fonctions biologiques 

importantes telles que la reconnaissance moléculaire et cellulaire, l'adhésion, la réponse 

immunitaire…Tous ces processus constituent potentiellement des approches thérapeutiques. 

En effet, plusieurs pathogènes, comme les virus influenza, se servent de ces glycoconjugués 

situées sur les membranes cellulaires comme une voie pour s’attacher et entrer dans la cellule 

hôte. L’observation de l’interaction glycoconjugué/virus a donné lieu au développement 

d’une stratégie anivirale basée sur le développement d’analogues naturels ou synthétiques des 

glycoconjugués, afin de bloquer l’étape précoce du cycle infectieux viral (70, 245).      

 

I.3.1. La diversification des monosaccharides et oligosaccharides (87, 288) 

La structure fondamentale commune des monosaccharides (des oses) se caractérise par 

une chaîne de carbone porteuse de groupes hydroxyles et de fonctions aldéhydes ou 

cétoniques, dont la formule de base est (C•H2O)n où n  3. 

Les monosaccharides sont classés d'une part en fonction du nombre de carbone de la 

molécule ; d'autre part sur la nature chimique de deux fonctions du carbonyle, les aldoses avec 

un groupe aldéhyde (-CH=O) sur le premier carbone, les cétoses avec un groupe cétone (-

C=O) sur le deuxième carbone. La classification des monosaccharides est présentée dans le 

tableau ci-dessous. 

 

Représentants Nombre de 

carbones 

Catégorie de nom 

aldose cétose 

3 triose glycéraldéhyde dihydroxyacétone 
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4 tétrose érythrose, thréose érythrulose 

5 pentose arabinose, lyxose, ribose, 

xylose  

ribulose, xylulose 

6 hexose galactose, glucose, 

mannose, allose, altrose, 

idose, talose 

fructose, psicose, sorbose, 

tagatose 

7 heptose mannoheptose, 

glucoheptose 

mannoheptulose, 

alloheptulose, altroheptulose 

 

 

Les monosaccharides sont également classés selon leur configuration moléculaire au 

carbone chiral, l'isomère optique. Tous les monosaccharides possèdent au moins un carbone 

asymétrique, à l'exception du dihydroxyacétone (figure 1.18). Lorsqu'une molécule a 

plusieurs centres de chiralité, plusieurs configurations seront obtenues. En effet, avec n 

atomes de carbones, on aura n-2 atomes de carbone chiral pour les aldoses et n-3 pour les 

cétoses, donc 2n-2 ou 2n-3 composés isomériques peuvent être générés.  

Par convention de la projection de Fischer, une configuration est définie comme L 

(Lévogyre) lorsque le groupe OH du carbone asymétrique (dont le numéro d'ordre est le plus 

grand) est placé à gauche, en revanche si ce groupe est placé à droite nous avons une 

configuration D (Dextrogyre). Les monosaccharides naturels appartiennent principalement à 

la configuration D. Deux molécules qui ne diffèrent que par la configuration d'un seul carbone 

sont définies comme des épimères. Le D-glucose et le D-mannose sont des épimères 

concernant leur carbone 2, tandis que le D-mannose et le D-galactose sont des épimères via 

leur carbone 4. 

Toutes les classifications peuvent être combinées pour des noms comme D-aldohéxose 

ou D-cétotriose (figure 1.19). 
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Figure 1.18 :  a) Structures du glycéraldéhyde et du dihydroacétone dans la projection de 

Fisher ; b) D- et L-glycéraldéhyde. Source : Varki et al., 2009, Essentials of Glycobiology 

(2nd edition), chapter 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.19 : Représentation structurelle des D-aldoses. Source : Varki et al., 2009, 

Essentials of Glycobiology (2nd edition), chapter 2 
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En solution, les monosaccharides existent sous deux formes équilibrées, les acycliques 

et cycliques. La cyclisation se fait par la réaction hémi-acétale (aldose) ou hémicétal (cétose) 

entre un alcool et le groupe carbonyl dans la même molécule. Les cycles les plus répandus 

dans la nature contiennent 5 atomes (furanoses) et 6 atomes (pyranoses). 

La cyclisation donne à un nouveau centre chiral dans la molécule au niveau du 

carbone 1, entraînant deux nouvelles configurations de type  ou , appelées des anomères 

(figure 1.20). 

En général, les cétohexoses forment un cycle furanosique via le type C2-O-C5 et le C2 

devient asymétrique. Pour les aldohexoses, un cycle furanosique est formé via le type C1-O-

C4, tandis qu'un cycle pyranosique est formé via le type C1-O-C5. Dans ce cas, le carbone 1 

devient asymétrique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.20 : Cyclisation schématique du D-galactose avec deux configurations d'anomère  

et d'anomère . Source : Michael L. Sinnott, 2007, Carbohydrate Chemistry and 

Biochemistry, chapter 1 

 

Cependant, le nombre de conformations du cycle des monosaccharides s’accroit sous 

forme tridimensionnelle.  Par exemple, un cycle pyranosique peut adopter 2 formes, celle de 

chaise (plus stable) et celle de bateau. Dans la forme chaise, deux conformations se 

distinguent par deux positions du carbone, 4C1 et 1C4 (figure 1.21). 
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Figure 1.21 : Les conformations chaises du -D-glucose. Source : Varki et al., 2009, 

Essentials of Glycobiology (2nd edition), chapter 2 

 

Deux monosaccharides sont liés fondamentalement par la liaison glycosidique. En 

théorie, ce type de liaison peut être formé entre un carbone anomérique (en conformation  ou 

) d’un monosaccharide et un groupe hydroxyle d’un deuxième monosaccharide, ou avec un 

autre composé hydroxyle (éthanol, sérine, thréonine, tyrosine…). De plus, la liaison 

glycosidique est très flexible, générant de multiples conformations qui ont de différentes 

orientations relatives entre deux monosaccharides. Par la formation de liaisons glycosidiques, 

un grand nombre d’oligo/polysaccharides de différentes structures primaires sont générés.  

 

Il existe aussi des dérivés de sucres produits par de nombreuse réaction chimique et 

enzymatique : 

 La réduction du groupe carbonyle pour se transformer en alcool (sorbitol, 

mannitol)  

 Les dérivés déoxy (2-désoxy-D-ribose) : le groupe OH d'un alcool est remplacé 

par un H  
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 Les acides uroniques : une fonction acide (–COOH) remplace l'alcool primaire 

(–CH2OH) (acide D-glucuronique, D-mannuronique, D-guluronique, D-

galacturonique) 

 Les dérivés aminés (D-glucosamine, D-galactosamine, N-acétylgalactosamine) : 

une fonction amine –NH2 remplace l'un des groupes OH 

 Les dérivés d’esters : les alcools primaires (-CH2OH) sont estérifiés (glucose-

1-phosphate, glucose-6-phosphate) 

 Les dérivés de la famille des acides sialiques (acide N-acétylneuraminique) 

formé à partir d'un cétose complexe à 9 carbones 

 

Les disaccharides sont les plus simples des oligosaccharides formés par deux 

monosaccharides via la liaison glycosidique. Les sucroses (saccharoses), maltoses, lactoses 

sont les disaccharides les plus répandus dans la nature (figure 1.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.22 : Structures des disaccharides importants. Les conformations de type  ou  

peuvent être obtenues (notées par -HOH). Le sucrose est classifié comme un sucre non 

réducteur puisqu'il ne contient aucun carbone anomérique libre. 

Source : Garrett and Grisham, 2008, Biochemistry (87) 
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I.3.2. La structure diversifiée des polysaccharides 

Les polysaccharides sont des polymères de 20 à plusieurs milliers de résidus 

monosaccharidiques. Ils peuvent comporter différentes séquences d'unités 

monosaccharidiques, différentes séquences de la liaison glycosidique et différents types de 

branches. Cela donne un haut degré de diversité pour les polysaccharides, avec 

subséquemment une grande diversité de relations entre la structure et la fonction. 

Le terme de degré de polymérisation (DP) correspond au nombre de résidus 

monosaccharidiques constituant un polysaccharide. 

D'un point de vue chimique, les polysaccharides peuvent être divisés en fonction de 

leur composition en monomères, les homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides  

 Les homopolysaccharides (polyholosides) sont constitués d'un seul type de 

monosacharide 

o Les glucanes (ou dextrans) : polymères de D-glucose 

o Les galactanes : polymères de D-galactose 

o Les xylanes : polymères de D-xylose 

o Les chitosanes : polymères de D-glucosamine  

 

Les homopolysaccharides peuvent être linéaires ou ramifiés. Par exemple, dans 

la classe de glucane :  

 La structure linéaire se trouve chez les amyloses (enchaînement 

de -(1,4)), et les celluloses (enchaînement de -(1,4)) 

 La structure ramifiée se trouve chez les amylopectines 

(enchaînement de -(1,4)) et les glycogènes (enchaînement de 

-(1,4)) 

 

 Les hétéropolysaccharides (hétérosides) comportent au moins deux types de 

monosaccharides différents, dont les séquences d'unité sont répétitives, 

variables dans leur taille. Ainsi, les autres groupes peuvent être présents (les 

groupes sulfate, phosphate, amino, acétyle). Cinq types de structure des 

hétéropolysaccharides sont présentés dans la figure 1.23. 

o Les araboxylanes : polymères d'arabinose et de xylose 
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o Les galactomannanes : polymères de galactose et de mannose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.23 : Schémas structuraux des hétéropolysaccharides. A) Structure alternée B) 

Structure en blocs C) Structure linéaire complexe D) Structure ramifiée E) Structure 

interrompue ramifiée. Chaque couleur représente un résidu monosaccharidique. 

(Disponible sur : www.uel.education.fr/consultation/reference/biologie/biochimie1/ 

apprendre/chapitre3/chapitre3A/ap3a1.htm) 

 

L’activité biologique permet la classification des polysaccharides : 

 Les polysaccharides de réserve, fournisseur d'une source d'énergie pour 

les êtres vivants, tels que l'amidon chez les végétaux et le glycogène 

chez les animaux. 

 Les polysaccharides de structure participant à l'architecture des 

structures organiques comme la paroi végétale (pectine), algale 

(carraghéenane), bactérienne (peptidoglycane). 

 

Par ailleurs, comme les autres macromolécules, les polysaccharides sont également 

définis en fonction des niveaux de structure : structure primaire, structure secondaire, 

structure tertiaire… 
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I.3.3. Les glycanes de glycoconjugués et l’infection des pathogènes 

I.3.3.1. Les glycoconjugués (288) 

Le terme « glycoconjugué » désigne une macromolécule contenant une partie 

glucidique, appelée glycane ou glycone, liée de manière covalente à une partie non glucidique 

(l’aglycone). Différent types de glycoconjugués peuvent être définis tels que les 

glycoprotéines, les glycolipides, et les protéoglycanes.  

 

I.3.3.1.1. Les glycoprotéines 

Les glycoprotéines sont composées de plusieurs glycanes liés de façon covalente à un 

squelette polypeptidique. Les chaînes glucidiques, formées par la succession de glycanes, sont 

dites liées en N ou en O selon leur site d’ancrage : 

 La liaison N-glycosidique se forme entre un résidu de N-acétylglucosamine 

(GlcNAc) et l’azote du groupement amide de l’asparagine (Asn). La N-

glycosylation est spécifique pour le motif Asn-X-Ser/Thr (X est soit une 

proline soit acide aspartique).  

 La liaison O-glycosidique se forme entre un groupe hydroxyle d’un acide 

aminé (sérine, thréonine, tyrosine) et un résidu de N-acétylgalactosamine 

(GalNAc), ou moins courant comme le galactose (Gal), le mannose, ou le 

xylose.  

Les structures liées en N ou en O sont très différentes. Les chaînes liées en N partagent 

une structure de base pentasaccharidique, constituée de deux GlcNAc et de trois mannoses, 

sur laquelle vient se greffer d’autres glucides. L’arborisation glucidique qui en résulte définie 

trois familles : le type d’oligomannose, le type complexe, et le type hybride (figure 1.24).  

 

Les chaînes liées en O, sont plus courtes et plus variables que celles en N. A partir 

d’un motif commun Gal (1,3)GalNAc, on peut obtenir une grande diversité de structure 

comme observée pour les mucines (figure 1.25), qui se trouvent dans le mucus excrété et la 

surface cellulaire (276).   
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Figure 1.24 : Trois classes des types de N-glycanes. Chacune comporte une séquence de type 

Man3GlcNAc2Asn en commun. 

Source : Varki et al., 2009, Essentials of Glycobiology (2nd edition), chapter 8 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.25 :  Les structures de type O-GalNAc, dont celles des mucines du système 

respiratoire (les structures 1, 2, 4) et celles des mucines du système colique (la structure 3). 

Source : Varki et al., 2009, Essentials of Glycobiology (2nd edition), chapter 9 
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I.3.3.1.2. Les protéoglycanes 

Les protéoglycanes sont un groupe de glycoconjugué comportant un ou plusieurs 

enchaînements de glycoaminoglycanes (GAG). Ces derniers sont des polysaccharides 

linéaires composés d’unités disaccharidiques répétitives. Ce motif comporte un hexosamine 

(GlcNAc ou GalNAc) et un acide uronique (acide glucuronique (GlcA) ou iduronique (IdoA)) 

ou un galactose. La liaison entre la chaîne de GAG et le polypeptide se forme via un motif de 

trisaccharide (-Gal-Gal-Xyl-) avec un groupe hydroxyl de la sérine. En plus des chaînes 

GAG, les protéoglycanes peuvent présenter des glycanes de type O- ou N-glycanes. Les GAG 

constitutifs des protéoglycanes sont classés selon la structure du motif répétitif et portent 

souvent des noms qui rappellent leur origine tissulaire : 

 Les héparanes sulfates (HS) et les héparines : GlcA (1,4)GlcNAc (1,4) 

 Les chondroïtines sulfates (CS) : GlcA (1,3)GalNAc (1,4) 

 Les dermatanes sulfates (DS) : IdoA (1,3)GalNAc (1,4) 

 Les kératanes sulfates (KS) : Gal (1,4)GalNAc (1,3) 

 Les hyaluronan : GlcA (1,3)GlcNAc (1,4) 

Les protéoglycanes se trouvent plus largement soit à la surface des cellules soit dans 

les matrices extracellulaires en particulier ceux des tissus conjonctifs (figure 1.26).  
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Figure 1.26 : Les structures de différentes classes de protéoglycanes (le noyau protéique est 

en brun, les chaînes de GAG sont en bleu, le CS/DS est en jaune)  

Source : Varki et al., 2009, Essentials of Glycobiology (2nd edition), chapter16 

 

I.3.3.1.3. Les glycolipides 

Les glycolipides sont des glycoconjugués composés d’une partie glucidique liée à une 

partie hydrophobe. Les glycosphingolipides (GSL), les glycolipides contenant des 

sphingosines, se répartissent plus largement chez les animaux. De nombreuses structures de 

GSL dépendent de différentes caractéristiques tels que la composition/la taille de glycanes, 

l’état de saturation et le degré d’hydrolysation des chaînes d’acides gras. Les GSL peuvent 

être divisées en trois groupes, en fonction de leur charge : le groupe neutre, le groupe 

acidique, et le groupe basique. En outre, les GSL sont également regroupés en fonction de la 

structure centrale (lacto-, gala/neolacto-, ganglio-, globo-series) (figure 1.27). Les 

gangliosides sont des glycolipides acidiques portant les chaînes oligosaccharidiques terminées 

par des résidus d’acides sialiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.27 : Les structures centrales différentes des glycoshingolipides (Cer : céramide, R : 

résidue).  Source : Stefan Taube, 2010, Viruses (274) 
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Les glycanes de glycoconjugué jouent plusieurs rôles importants dans le système 

biologique, dont deux catégories majoritaires peuvent être soulignés (82). La première se base 

sur leurs propriétés de structure et de modulation. La deuxième est impliquée dans la 

reconnaissance moléculaire, dont la self-reconnaissance des glycanes d’un même organisme 

ou la reconnaissance des glycanes de différents organismes.  

 

I.3.3.2. Rôle des glycoconjugués dans la pathologie microbienne 

Les glycoconjugués sont des constituants d’une couche de glycocalyx, appelée 

« manteau sucré », à la face externe des cellules eucaryotes (figure 1.28). Cette couche est la 

première barrière de la cellule hôte que les pathogènes doivent passer. L’interaction entre les 

protéines de surface des pathogènes (lectines, toxines, adhésines) et les glycanes de 

glycoconjugué est reconnue comme une première étape importante pour démarrer le 

processus d’infection. Parmi les nombreux glycoconjugués de surface, les glycoprotéines et 

les glycolipides en particuliers ceux qui portent des acides sialiques en position terminale, et 

les protéoglycanes sont fréquemment reconnus par plusieurs pathogènes (126, 205). Ces 

structures sont ainsi exploitées dans de multiples stratégies d’infection par des pathogènes 

(12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.28 : Différentes classes de glycanes des glycoconjugués membranaires 

Source : Varki et al., 2009, Essentials of Glycobiology (2nd edition), chapter 1 
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I.3.3.2.1. Rôles des protéoglycanes dans l’étape d’entré et dans la pathogénécité 

des pathogènes 

Implication des protéoglycanes dans l’attachement virale et l’internalisation 

Les protéoglycanes de la surface membranaire, en particulier ceux qui portent des 

structures d’héparane sulfate (HSPG) sont reconnus par plusieurs familles de virus comme 

une voie pour le démarrage de l’infection. Les structures de GAG dans cette interaction 

peuvent être utilisées en tant que facteur d’attachement pour faciliter l’interaction entre le 

virus et le récepteur spécifique. Ce type d’interaction a été observé pour le virus herpès 

simplex de type 1 et 2 (HSV-1,2). Il a été démontré que deux glycoprotéines de surface, gB et 

gC, du virus HSV sont capables de reconnaître les structures HSPG de surface cellulaire 

(152). Cette interaction facilite un second attachement dans lequel la protéine gD du virus se 

lie à un récepteur cellulaire (le facteur de nécrose TNF, les membres de la superfamille des 

immunoglobulines) pour l’internalisation (259). De manière intéressante, la protéine gD peut 

interagir avec un site modifié de l’héparane sulfate, connu sous forme de 3-O-sulfate, comme 

un récepteur pour entrer dans la cellule. Une région riche en lysine de la protéine gB (HSV-1) 

semble nécessaire pour la liaison de cette dernière sur l’héparane sulfate ou l’héparine (152). 

Des études avec l’héparane sulfate et l’héparine par dépolymérisation et désulfatation 

montrent que l’interaction avec la protéine gC dépend de la position des groupes sulfates avec 

une meilleur interaction pour le motif de disaccharide-sulfate en position 2-O- et 6-O- (73).    

 

Dans le cas des virus de l’immunodéficience humaine (HIV), des études ont démontré 

que ces virus peuvent utiliser les HSPG comme facteur d’attachement, le CD4 comme 

récepteur, le CXCR4 et CCR5 comme corécepteurs (21, 188). Le facteur d’attachement 

HSPG du virus HIV peut être de type syndécane (242). Il a été démontré que le domaine V3 

chargé positivement situé sur la protéine gp120, protéine de surface du virus, sert 

d’intermédiaire pour l’interaction entre cette protéine et l’héparane sulfate (230). La 

glycoprotéine gp120 est également responsable de l’attachement au récepteur et co-récepteur. 

     

Plusieurs bactéries tels que Listeria monocytogenes, Neisseria gonorrhoeae, Borrelia 

burgdorferi ou même les parasites incluant les Plasmodium spp. et Leishmania spp. exploitent 

également les HSPG afin d’augmenter la capacité d’attachement et d’internalisation dans la 

cellule hôte (revue (12)).   
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Implication des protéoglycanes dans l’internalisation du facteur de virulence 

La protéine Tat (86-102 acides aminés) du virus HIV est un facteur de transcription 

qui est excrétée par les cellules infectées. Elle permet d’augmenter l’efficacité de transcription 

de l’ADN du virus HIV. Les Tat circulants peuvent être absorbés et internalisés dans les 

cellules non infectées. Elles agissent comme une toxine en induisant la mort cellulaire, la 

neurotoxicité, la suppression immunitaire, le développement de SIDA-Kaposi’s 

sarcoma...(199) La protéine Tat présente une capacité à se lier aux HSPG et héparines via un 

domaine commun composé de multiples résidus basiques (38). Ces interactions permettent le 

stockage de la protéine Tat et sa mobilisation dans les matrices extracellulaires. Il a été 

démontré que les HSPG sont des récepteurs cellulaires nécessaires pour l’internalisation de 

cette protéine (281). L’étude d’interaction au niveau moléculaire entre Tat/héparine indique 

que le degré et la distribution des groupes sulfates de l’héparine ont une influence importante 

sur l’interaction Tat/héparine (236). Une forte affinité de Tat/héparine a besoin de sites 

sulfatés en positions telles que 2-O, 6-O, et N-. Il apparaît que ces groupes sulfatés se lient sur 

les résidus chargés positivement dans le domaine basique de la protéine Tat. De plus, cette 

interaction est également affectée par la taille de l’héparine, dont une chaîne constituée d’au 

moins six résidus saccharidiques (237). Ces données démontrent que les caractères structurels 

et la force électrostatique permet d’établir une interaction optimale entre Tat/héparine, 

soulignant le liant des protéoglycanes avec les facteurs de virulence des pathogènes.  

 

  Implication des protéoglycanes dans la dissémination des pathogènes 

Les cellules dendritiques (CD) apparaissent comme une des premières cibles du virus 

HIV, et ainsi comme un intermédiaire pour la transmission de l’infection aux lymphocytes T 

CD4. Il a été démontré que le récepteur de type C-lectine, appelé DC-SIGN, joue un rôle 

important dans la transmission du virus HIV. Cependant, l’impact d’une famille de HSPG à la 

surface des cellules CD, le syndécane-3, a été mis en évidence dans cette transmission (54). 

Ces glycanes fonctionnent comme un récepteur d’attachement du virus HIV, permettant de 

stabiliser le virus capturé, facilitant l’infection du virus aux CD et entraînant sa transmission 

aux cellules T.  En outre, la dissémination du virus HIV peut résulter d’une interaction entre 

la protéine Tat et les HSPG. En effet, la protéine Tat, sous forme de dimer, interagit à la fois 

avec les HSPG à la surface des épithéliums et des lymphoïdes, induisant la formation d’un 

complexe HSPG/Tat-Tat/HSPG (284). La formation de ce complexe facilite l’adhésion des 
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lymphoïdes aux cellules épithéliales et entraîne l’événement d’extravasasion durant la période 

d’infection du virus HIV. 

  

Implication des protéoglycanes dans l’échappement des pathogènes de la défense de 

l’hôte 

Les peptides antimicrobiens (AMP) tels que les défensines et les cathelicidines sont de 

petites protéines chargées positivement (150). Ces peptides sont impliqués dans la défense 

contre plusieurs pathogènes comme les bactéries à gram positif et gram négatif, les 

champignons, les protozoaires, et certains virus (HSV, vaccinavirus…). Le mécanisme 

d’action des AMP s’appuie principalement sur leur capacité à déstabiliser la structure 

membranaire des pathogènes, entrainant une fuite du contenant cellulaire. En général, les 

AMP cationiques sont attirés par la charge négative des polysaccharides situés sur la surface 

membranaire des pathogènes. Cependant, afin d’obtenir un pouvoir de résistance à l’attaque 

des AMP, les pathogènes développent eux même plusieurs mécanismes. De façon 

intéressante, certains pathogènes dégradent les protéoglycanes cellulaires par leur protéase 

excrétée. Cette action permet la libération de fragments GAG de charge négative qui ensuite 

aident à neutraliser l’effet des AMP. Ce mécanisme est identifié chez les pathogènes 

bactériens comme Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, et Streptococcus 

pyogenes (210, 243).   

 

I.3.3.2.2. Implication des sialyloligosaccharides dans la spécificité de récepteur, 

le spectre d’hôte et le tropisme du pathogène 

Les acides sialiques (SA) constituent une famille de monosaccharides de 9 carbones 

dérivés de l’acide neuraminique, dont les acides N-acétylneuraminiques sont les plus 

dominants chez les cellules humaines. Les récepteurs contenant les sialyloligosaccharides de 

types de liaison SA (2,6)Gal et SA (2,3)Gal sont les cibles majeures de multiples 

pathogènes. Différentes familles de virus exploitent les structures des glycoconjugués sialylés 

pour leur processus d’infection telles que les Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, 

Adénoviridae, Coronaviridae, Reoviridae, Piconaviridae,… 

La spécificité de récepteur définie par la reconnaissance des variétés d’acide sialique 

et la liaison entre l’acide sialique et le galactose voisin est beaucoup plus étudiée chez les 

virus influenza de la famille des Orthomyxoviridae (voir paragraphe I.1.4.1.2 pour les virus de 
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type A et B). Ce caractère spécifique peut en partie déterminer la barrière d’espèce. De plus la 

distribution de ces structures chez les cellules d’hôte participe à la détermination du tropisme 

tissulaire du virus. En général, chez l’homme l’infection due aux virus grippaux est 

principalement via le tractus respiratoire. Cependant, il a été remarqué que parmi les trois 

virus aviaires hautement pathogène qui ont infecté l’homme (H5N1, H9N2, H7N7), seul le 

sous-type H7N7 est capable de relier à un récepteur sialylé avec la liaison de type (2,3) au 

niveau oculaire (175). De plus certains variants du virus H5N1 ont montré leur capacité à 

reconnaître et se lier avec l’acide sialique de type (2,3) et aussi (2,6) (84). Cependant, 

jusqu’à présent ce type de virus aviaire hautement pathogène n’a pas encore acquis une 

capacité pour pouvoir se transmettre efficacement d’homme à homme. Ceci montre que la 

reconnaissance de récepteur du virus peut être reliée à une structure spécifique en plus des 

deux types de liaison entre acide sialique et le galactose voisin.  

Il a été démontré que la succession des monosaccharides au-delà du galactose dans la 

chaîne d’oligosaccharide a aussi une influence sur l’affinité de liaison de l’hémagglutinine du 

virus aux récepteurs. En effet, les virus humains (non adapté à l’œuf) de type A (H1N1 et 

H3N2) et B ont une plus forte affinité à la structure de type Neu5Ac (2,6)Gal (1,4)GlcNAc 

que à celle de type Neu5Ac (2,6)Gal (1,4)Glc (85, 186). D’après l’étude de Gambaryan et 

al., 2005, les virus aviaires isolés de différentes espèces reconnaissent un motif préférentiel 

spécifique à chacun (83). Les virus isolés chez des mouettes se lient préférentiellement à la 

structure de Neu5Ac (2,3)Gal (1,4)GlcNAc avec un résidu de fucose situé en position 3 du 

résidu GlcNAc, tandis qu’une structure similaire qui possède un groupe sulfonique (-SO3H) 

en position 6 du résidu GlcNAc est reconnue par les virus isolés chez des poulets, ceux des 

canards reconnaissent préférentiellement la structure Neu5Ac (2,3)Gal (1,3)GalNAc. 

Récemment la conformation structurelle du glycane a également été prise en compte comme 

facteur important dans la détermination de la spécificité d’hôte (figure 1.29) (243, 290). Les 

virus aviaires et porcins reconnaissent la conformation conique formée par une chaîne de 

sialyloligosaccharide de taille courte (di/tri saccharides) avec la liaison de type (2,3) ou 

(2,6). Quant aux virus humains, ils reconnaissent la conformation sous forme d’un parapluie. 

Cette conformation est générée uniquement par un glycane terminal en (2,6) et de taille 

longue avec un motif de type SA (2,6)[Gal (1,4)GlcNAc (1,3)]2-. Cela indique que la 

reconnaissance des glycanes de structure et de conformation spécifique est cruciale pour que 

les virus puissent infecter d’une façon efficace et soient adaptés à l’hôte.  
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Figure 1.29 :  a) Représentation des glycanes dans une puce ; b) Les conformations formées 

par les sialylolygosaccharides terminés par la liaison (2,3) et (2,6) avec des glycanes de 

tailles différentes. Source : Carole Bewley, 2008, Nature Biotech (24) 

 

I.3.4. Les polysaccharides naturels d’intérêt  

La majeure partie des glucides est produite par la photosynthèse. Les algues et les 

végétaux supérieurs sont des sources d'intérêt pour l'exploitation des polysaccharides à échelle 

industrielle, particulièrement des polysaccharides de la paroi. Les pectines, alginates, 

carraghénanes et agars sont les polysaccharides de l’algue et du végétal les plus utilisés dans 

de nombreux produits de l’industrie agroalimentaire, cosmétique, pharmaceutique. Grâce à 

leur propriété de haute affinité et de rétention d’eau, à la capacité de former des gels et de 

capturer des métaux, ils sont employés en tant qu’agents gélifiants, épaississants, stabilisants. 

D’un autre côté, plusieurs activités biologiques telles que les activités antithrombines, 

antioxydantes, ou antivirales ont été également découvertes chez les polysaccharides d’origine 

naturelle (algues, végétaux supérieurs, bactéries, mammifères, fungi)… Cependant, il est 

difficile de caractériser des structures hétérogènes et complexes des polysaccharides. La 
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compréhension de la relation entre les structures et les domaines d’activité biologique est, 

donc, indispensable pour le développement des molécules thérapeutiques. 

 

I.3.4.1. Les polysaccharides sulfatés 

Les polysaccharides sulfatés ont une capacité d’inhibition potentielle d’un large 

spectre de virus tels que le virus herpès simplex (HSV), le virus de l’immunodéficience 

humain (HIV), le virus de la dengue (DENV), le virus respiratoire syncytial (VRS), le virus 

influenza.  

Il a été démontré que la présence de groupements sulfates dans la structure des sucres 

a une influence sur leur activité antivirale, en raison sans doute d’une forte interaction 

électrostatique avec les cibles virales. Certains caractères de sulfatation sont rapportés, tels 

que le degré de sulfatation, la distribution des groupes sulfatés, la position spécifique, etc. 

(90).  

 En effet, les molécules porteuses de nombreux groupes sulfatés peuvent 

acquérir plus d'activité. Pour les polysaccharides d'origine marine, une 

représentation de 35 à 60 groupes sulfates pour une structure d’une centaine de 

résidus de sucre a été associée à une bonne activité antivirale. 

 Cependant le degré de sulfatation n’est pas le seul critère permettant 

d’expliquer l’activité antivirale d’une molécule, puisque deux molécules de 

même degré de sulfatation ne présentent pas forcément la même activité 

antivirale. La distribution des groupes sulfates de façon à former des régions 

hautement chargées est également un critère favorisant l’émergence d’une 

activité antivirale. Ce critère est comme pour le degré de sulfatation dépendant 

de l’origine des sucres.   

 Enfin, la position spécifique des groupes sulfates participe aussi à l'activité des 

molécules, à côté du degré de sulfatation, comme c’est le cas des chondroïtines 

sulfatés. On remarque que le fractionnement comporte des unités 

disaccharidiques de type E, dont les groupes sulfates se situent en carbone 4 et 

6 est ce qui présente une bonne activité anti-herpès (20). Quant aux 

fractionnements de type A, B, C, et D, ils présentent une très faible ou aucune 

activité. Pour ces derniers, les groupes sulfates sont en positions C4 (type A), 

C2 et C4 (type B), C6 (type C), C2 et C6 (type D) (figure 1.30).  
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Figure 1.30 : Les 5 types disaccharidiques de chondroïtines sulfatés 

Soucre : Sugahara et al., 2003, Curr Opin Struct Biol (266) 

 

Par ailleurs, la propriété biologique des polysaccharides n’est pas simplement 

dépendante des caractéristiques des groupements sulfates mais aussi des structures spécifiques 

des molécules. Une relation entre ces éléments a été beaucoup étudiée chez le polysaccharide 

sulfaté d’héparine.  

L’héparine fait partie d’un groupe de polysaccharides sulfatés d’origine mammifère, 

les glycosaminoglycanes. Ces polysaccharides se trouvent en abondance au niveau des 

matrices extracellulaires et à la surface de nombreuses cellules. De nombreuses activités 

biologiques sont associées à ces structures dont le rôle de récepteur pour plusieurs 

microorganismes (11, 260). L’héparine est utilisée depuis longtemps en tant que substance 

anticoagulante. Sa capacité antigrippale a été également identifiée (121). L’héparine se 

caractérise par une structure linéaire, non ramifiée, composée des unités saccharidiques, 

l’acide uronique et le D-glucosamine. Généralement, une structure typique d’héparine 

contient trois groupements sulfates, un en position C2 de l’acide uronique et deux en positions 

C3 et/ou C6 (200). De plus, le nitrogène de la glucosamine pourrait être sulfaté, acétylé. 
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L’activité anticoagulante résulte d’une interaction entre l’héparine et l’antithrombine AT-III. 

Cette réaction induit un changement de conformation de l’AT-III qui est directement 

impliquée dans l’inhibition de la coagulation causée par le facteur Xa et la thrombine. Un 

domaine pentasaccharidique de l’héparine, dont 4 groupes sulfates, a été identifié comme 

étant responsable de la liaison avec la protéine AT-III (figure 1.31). Cependant, une chaîne de 

14 à 20 saccharides est nécessaire pour accélérer l’interaction entre la molécule AT-III et la 

thrombine. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.31 : La structure de l’héparine contenant un domaine lié à l’antithrombine AT-III 

(ADB) et des domaines liés à la thrombine (TBD). Source : Noti and Seeberger, 2005, Chem 

& Biol (200) 

Les algues représentent une source d’une grande quantité et diversité de 

polysaccharides actifs. Les polysaccharides sulfatés sont généralement isolés de l’algue rouge 

(carraghénanes, galactanes, xylomannanes), de l’algue brune (fucanes, galactofucanes), et de 

l’algue verte (ulvanes). Certains polysaccharides sulfatés présentant de l’activité antigrippale 

ont été rapportés.  

 Le spirulane calcium (Ca-SP) est un polysaccharide sulfaté isolé de la 

microalgue Spirulina platensis. Ce polysaccharide présente une capacité 

inhibitrice contre plusieurs virus enveloppés, incluant le virus influenza de type 

A (115). L'étude de son mode d'action suggère que la molécule Ca-SP interfère 

avec l'étape d'adsorption et de pénétration du virus. Ce polysaccharide se 

compose de rhamnose, ribose, mannose, fructose, galactose, xylose, glucose, 

acide glucuronique, acide galacturonique, sulfate et calcium. 

 Les galactanes sulfatés de l’algue rouge Aghardhiella tenera présentent une 

activité inhibitrice vis-à-vis des virus influenza de type A et B (309). Ce 
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polysaccharide est composé des unités de galactose. Les carraghénanes sont 

des polysaccharides génériques de type galactane et sont beaucoup plus étudiés 

pour leur activité antivirale (94, 99, 105). Récemment, un produit de 

carraghénane a été développé et commercialisé, sous le nom Coldamaris, pour 

la prévention des symptômes de rhume par voie nasale (62). 

 Un polysaccharide sulfaté de 220 kD, dit naviculan, extrait d'une microalgue 

marine Navicula directa présente une activité inhibitrice aux virus HSV de 

type 1 et 2, et virus influenza de type A (154). Ce polysaccharide se caractérise 

par une structure complexe composée de fucose, xylose, galactose, mannose, et 

du rhamnose.  

 

Concernant les polysaccharides sulfatés d’origine bactérienne, les dextranes sont les 

plus connus pour leur activité antivirale depuis longtemps. Ces polysaccharides sont 

composés des chaînes de -(1,6)-glucose et des branches latérales de type de liaison de -

(1,3) ou -(1,4). Ils sont capables d'inhiber plusieurs virus enveloppés, dont les virus grippaux 

de type A (121). Il a été démontré que les dextranes bloquent le processus de fusion du virus 

influenza (166-167, 223). De plus, deux fractionnements de polysaccharide sulfaté, dérivés de 

la bactérie marine, Pseudomonas WAK-1, présentent un effet vis-à-vis uniquement du virus 

de type A (178). Cette bactérie est isolée de l'algue brune Undaria pinnatifida. 

 

I.3.4.2. Les polysaccharides pectiques  

Les pectines sont des hétéropolysaccharides complexes de structure et de fonction 

présent dans les parois cellulaires des plantes (les végétaux supérieurs, les gymnospermes, les 

ptéridophytes, les bryophytes, certaines espèces de l’algue verte). D’une part ces 

polysaccharides contribuent à l'adhésion des cellules. D’autre part, ils jouent plusieurs rôles 

dans le développement, la morphologie, la croissance, et la défense des plantes (227). Il a été 

démontré que les pectines ont de multiples effets positifs sur la santé humaine, comme 

stimulant de la réponse du système immunitaire, la diminution de cancer de la prostate, et du 

cholestérol (127, 130).  

La structure des pectines est riche en acide -(1,4)-D-galacturonique (70 %). Il s'agit 

de trois type de polysaccharides pectiques : les homogalacturonanes, les galacturonanes 

substitués (les xylogalacturonanes, les apiogalacturonanes, les rhamnogalacturonanes II) et les 
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rhamnogalacturonanes I. Le rapport de ces polysaccharides est variable d’une espèce à l’autre, 

cependant les homogalacturonanes sont les plus abondants. Les domaines structuraux des 

pectines sont générés par ces différents polysaccharides pectiques liés de façon covalente. 

  Les homogalacturonanes (HG) sont des homopolymères linéaires composés 

d’unités d’acide -(1,4)-D-galacturonique (GalA) partiellement méthylés et 

acétylés. En général, une chaîne d’homogalacturonane comporte environ de 

100 résidus de GalA. 

 Les rhamnogalacturonanes II (RG-II) sont constitués d’un squelette de 8 unités 

de GalA au minimum, avec des branches composées de multiples de types 

d’oses et de types de liaisons.  

 Les xylogalacturonanes se caractérisent par un substituant de xylose en 

position O-3 de certains résidus de GalA. Dans la structure des 

apiogalacturonanes, le squelette de galacturonane est substitué par les 

apiofuranoses en position O-2 ou O-3.   

 Les rhamnogalacturonanes I (RG-I) représentent de 20 – 35 % de pectine. Ils 

contiennent une structure répétitive de disaccharides, [4)- -D-GalA-(1,2)- -L-

Rhamnose-(1-4)- -D-GalA-(1,2)- -L-Rhamnose-(1,]n. De 20 à 80 % des 

résidus de rhamnose ont des chaînes latérales constituées des arabinogalactanes 

de type AG-I ou AG-II. 

o AG-I : un squelette de -(1,4)-galactane et des chaînes latérales 

d’arabinane liés en position C3 du galactose 

o AG-II : un squelette de galactane, de type de liaison (1,3) ou encore 

(1,6), avec des points de branches d’arabinane en position 1, 3, 6.  

Les figures 1.32, 1.33 et 1.34 présentent certaines structures chimiques des 

constituants polysaccharidiques, des régions structurelles, et la structure primaire des 

pectines.   

Une vue d’ensemble de la relation entre l’activité et la structure des pectines de 

différentes espèces montre que la majorité des polysaccharides actifs contiennent un squelette 

de rhamnogalacturonane I. Cette structure est liée fréquemment avec les chaînes 

d’arabinogalactane de type II ou avec celles de type I dans certains cas (257). 
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Figure 1.32 : Structure chimique des homogalacturonanes, des xylogalacturonanes, des 

apiogalacturonanes. Disponible sur : www.ccrc.uga.edu/~mao/galact/gala.htm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.33 : Représentation schématique des éléments structurels de la pectine 

Source : Voragen et al., 2009, Struct Chem (293) 
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Figure 1.34 : Modèle de la structure primaire de la pectine 

GalA : acide galacturonique, Rha : rhamnose, Fuc : fucose, Api : apiose, AceA : acide 

acerique, Gal : galactose, Ara : arabinose, Xyl : xylose, GlcA : acide glucuronique, KDO : 

acide ketodeoxymannooctulopyranosylonique, Dha : acide deoxylyxoheptulopyranosylarique  

Source : Pérez et al., 2003, Biochimie (214) 
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II.1. MATERIELS 

II.1.1. La banque des polysaccharides et oligosaccharides 

Une banque de sucre complexe (objectif de 300 composés) doit être constituée par les 

deux sociétés ELICITYL et KALYS. Les constituants de la banque proviennent de matières 

premières naturelles, principalement à partir d’algues et de plantes aquatiques et terrestres. 

Dans cette étude, 245 polysaccharides et oligosaccharides ont été fournis et testés. Les 

composés (codés en numéro) et leur caractère sont représentés dans le tableau 2.1.  

 

Vingt familles de sucres ont été extraites à partir d'une biosource de 26 matières 

premières. Les molécules sont neutres ou se caractérisent par une charge négative en portant 

des groupes sulfates, ou des groupes carboxylates.   

 

 La production des molécules est un processus industrialisable et reproductible, optimisé 

par les deux sociétés partenaires. En général, ce processus se compose des étapes suivantes : 

 Les matières premières sont recueillies et broyées pour l'extraction en phase liquide. 

 L'extraction sera réalisée par des traitements enzymatiques et/ou chimiques. 

 La dépolymérisation et purification seront effectuées par des techniques telles que 

l'ultrafiltration, la chromatographie liquide basse pression, la chromatographie sous 

haute pression. 

 La pureté de chaque oligosaccharide est vérifiée par chromatographie d'échange 

anionique à haute pression.    
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Tableau 2.1 : Liste des molécules testées 
 

 Famille de sucres Source Charge Échantillons 
Laminaria 
japocata 29, 34  46, 56  62, 73, 74, 183  190 

Chorda filum 92, 93, 163, 222  227, 230, 231, 232 

Fucus vesiculosus 23, 220, 221, 228, 229 

Durvillea antartica 104 

1 Alginate 

Ascophillum 
nodosum 

algue brune chargé 

106 

2 Amidon   neutre 197, 198, 199, 200 

3 Apiogalacturonane Zostera marina plante 
aquatique chargé 30, 31, 82, 83, 99, 134  139, 158  161, 

246, 247, 248 

4 Aarabinogalactane Codium fragile algue verte sulfaté 33, 79, 80, 81, 98, 107  112, 141, 152  
157, 206, 237  242 

5 Carraghénane Agardhiella tenera algue rouge sulfaté 164, 165, 166 

6 Cellulose Linter coton  neutre 191 

7 Dextrane Leucostoc spp. bactérie neutre 28 

Fucus vesiculosus 21, 22, 55, 149, 150, 208, 209, 219 

Chorda filum 90, 91, 148, 210, 211, 214  216 

Ascophyllum 
nodosum 105, 119, 120, 121, 212, 213, 218 

8 Fucane 

Durvillea antartica 

algue brune sulfaté 

103, 116, 117, 118, 217 

9 Galactofucane Undaria 
pinnatifida algue brune sulfaté 20, 54, 113, 114, 115, 140, 151 

10 Galactomannane Guar végétal 
supérieur neutre 71, 72, 201  205 

  Tara   75, 76 

11 Glucomannane Konjac végétal sup neutre 24  27, 67  70, 174  182 

12 Hétéroglycane 
sulfaté 

Caulerpa 
racemosa 

plante 
aquatique sulfaté 32, 162, 233  236 

13 Isolichenane Cetraria islandica lichen neutre 63  66, 127  130, 132, 133 

14 Spirulane Spirulina platensis cyanobactérie 
(microalgue) sulfaté 86  89, 122  125 

Ulva armoricana 14, 16  19, 53, 77, 78, 94, 95, 100, 101, 
102, 142  147, 243, 244, 245, 168 

15 Ulvane Enteromorpha 
intestinalis 

algue verte sulfaté 
144 

16 Xanthane Xanthomonas 
campestris bactérie neutre 192  196 

17 Xylane sulfaté Palmaria palmata algue rouge sulfaté 96, 97 

18 Xyloglucane pomace végétal sup neutre 1  13, 15, 47  52, 126 

19 Xylomannane 
sulfaté 

Nothogenia 
fastigiata algue rouge sulfaté 167 

20 Glycans & 
Galacto-oligos 

lait maternel neutre 
169  173, 207 
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II.1.2. Les lignées cellulaires 

Toutes les études ont été réalisées sur une lignée continue de rein de chien, Madin 

Darby Canine Kidney (MDCK - ATCC, CCL34). Les cellules sont maintenues en milieu sans 

sérum UltraMDCK (Lonza, BE12-749Q) supplémenté de L-glutamine à 2mM (Lonza, BE17-

605E), de pénicilline (200 Unités/ml) et streptomycine (200 g/ml) (Lonza, DE17-602E). Les 

cellules, à raison de 4 x 106, sont ensemencées sous un volume de 75 ml de milieu 

UltraMDCK en flacon de 75 cm2 (FALCON), puis incubées à 37oC, sous 5 % de CO2
 pendant 

72 à 96 heures. 

Pour les tests biologiques de cette étude, les cellules sont ensemencées à raison de 104 

cellules sous un volume de 200 μl de milieu par puits d’une microplaque de 96 puits. 

 

II.1.3. Les virus 

Différentes souches de virus grippal sont présentées dans le tableau 2.2, dont 8 

souches du type A et 1 souche du type B.  

 Parmi les virus de type A, il y a 3 souches de sous-type H3N2, 4 souches de 

sous-type H1N1, 1 souche H3NA–. 

 Trois souches se caractérisent par une mutation au niveau de la protéine NA 

(H275Y, R292K) ou HA (D222G). Les mutations H275Y et R292K 

conduisent à la résistance à l'oseltamivir.  

 Trois souches saisonnières adaptées sur les cellules MDCK ont été fournies par le 

réseau des GROG (Groupes Régionaux d'Observation de la Grippe).  

Trois souches responsables de la pandémie 2009 ont été isolées chez les prélèvements 

cliniques. 

Le virus recombinant RGH3N2 a été obtenu par la technique de génétique inverse. Ses 

glycoprotéines de surface proviennent de la souche A/Lyon-CHU/26430/03 (H3NA–) pour 

l’hémagglutinine, et de la souche A/Moscou/10/99 (H3N2) pour la neuraminidase. Sur un 

fond génétique provenant de la souche A/Moscou/10/99 (H3N2), la mutation R292K présente 

sur la NA de ce recombinant a été générée par la technique de mutagénèse dirigée. 

 Toutes les souches dans cette étude sont produites par culture sur cellules MDCK.  
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Tableau 2.2 : Liste des souches virales testées  
 

Type Sous-type Souche Caractère 
A/Brisbane/10/07 Souche saisonnière 
RGH3N2 
(A/Lyon-CHU/26430/03 (H3) x 
A/Moscow/10/99 (N2) ) 

Souche recombinante H3N2 

RGH3N2 (R292K) Souche recombinante 
A/Solomon Island/03/06 Souche saisonnière 
A/Lyon/969/09 
A/Lyon-CHU/48-425/09 (H275Y) 

H1N1 

A/St-Etienne/1691/09 (D222G) 
Souche pandémique 2009 

A 

H3NA–  A/Lyon-CHU/26430/03  
B  B/Florida/4/06 Souche saisonnière 

  
 

II.2. METHODES 

II.2.1. Production de virus 

La production de virus est réalisée sur les cellules MDCK, en utilisant le milieu sans 

sérum EMEM (Lonza, BE12-125F) complété avec L-glutamine à 2mM (Lonza, BE17-605E), 

péniciline (200 Unités/ml) et streptomycine (200 g/ml) (Lonza, DE17-602E), et de la 

trypsine à 1 g/ml (Sigma, T6763). Les cellules cultivées par flacon de 175 cm2 sont 

préalablement lavées une fois avec 10 ml de milieu EMEM sans trypsine. Ensuite, le virus est 

inoculé à une dose infectieuse par cellule (MOI) de 10-4 sous un volume de 10 ml. Après une 

heure de contact à 34oC sous 5 % de CO2, le volume d'infection est enlevé. Les cellules, à la 

suite, sont lavées deux fois et remplacées par 50 ml de milieu EMEM avec trypsine. Le flacon 

des cellules infectées est incubé à 34oC sous 5 % de CO2 jusqu'à l'apparition de l'effet 

cytopathique du virus (ECP). Le surnageant de culture est récolté puis centrifugé 5 minutes à 

3000 rpm. Les aliquotes du surnageant sont conservés à – 80oC.  

 

II.2.2. Test de cytotoxicité au rouge neutre 

La toxicité des composés est évaluée sur les cellules MDCK en phase de croissance ou 

à confluence. Trois dilutions de composé à la concentration finale de 250 g/ml, 25 g/ml, 2,5 
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g/ml dans le milieu de culture sont utilisées pour le traitement des cellules. Chaque 

concentration est déposée à raison de 3 cupules. Le témoin négatif, à raison de 6 cupules, est 

réalisé par addition de 200 μl de milieu. Après 48 heures d'incubation à 37oC, sous 5 % de 

CO2, la viabilité cellulaire est révélée par une méthode au rouge neutre. 

 

Principe de la méthode au rouge neutre : 

Le rouge neutre est un colorant capable de diffuser dans les membranes cellulaires et 

s’incorporer dans les lysosomes des cellules vivantes. 

Notre méthode se base sur une procédure développée pour les virus influenza par 

l’équipe de Smee et al. (254-255). En détail, le surnageant de chaque cupule est éliminé, puis 

les cellules sont lavées et remplies par 200 μl de tampon phosphate salin (PBS). Ensuite, la 

solution de rouge neutre à 0,15 % (Sigma, N-2889) est déposée à raison de 50 μl par puits. La 

plaque est incubée 2 heures à 34oC 5 % CO2. Après ce temps de contact, 2 rinçages successifs 

avec 200 l de PBS sont effectués. La solution d'extraction (tampon citrate/éthanol) est 

répartie à raison de 100 l par puits. La plaque est mise sous agitation pendant 10 minutes. La 

quantité de rouge neutre incorporée dans les cellules est mesurée par spectrophotométrie à 

550 et 405 nm.  

Le taux de rouge neutre est proportionnel à la quantité des cellules viables. Le 

pourcentage de viabilité cellulaire est calculé selon la formule : 

   DO moyenne des puits traités 

        DO moyenne des puits témoins  

 % de mortalité (toxicité) =  100 – A 

 

II.2.3. Titrage du pouvoir infectieux du virus 

Cette technique permet de déterminer le titre du virus en termes de dose infectieuse 50 

% en culture de cellule (CCID50) par unité de volume.  

Le test est réalisé dans une microplaque à 96 cupules recouvertes par un tapis de 

cellules MDCK. Les virus sont dilués de raison 10 dans un milieu EMEM (supplémenté de L-

glutamine, pénicilline, streptomycine, et trypsine). Avant l'inoculation, les cellules sont 

préalablement lavées une fois par du milieu EMEM sans trypsine. Chaque dilution virale est 

déposée dans 4 cupules à raison de 50 l par cupule. Le volume de chaque cupule est 

% de viabilité (A) =       x 100   
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complété à 200 l du milieu. Le témoin négatif (200 l du milieu) permet de vérifier l'absence 

d'effet cytopathique des cellules non infectées. 

La plaque infectée est incubée à 34oC, sous 5 % CO2 pendant 48 heures. La présence 

de virus est examinée par la lecture de l'effet cytopathique à la microscopie, et confirmée par 

la mise en évidence de l'activité hémagglutinante du virus dans le surnageant. 

  Le titre infectieux est déterminé par l'inverse de la dernière dilution de virus pour 

laquelle il y a hémagglutination dans 50 % des cupules, soit au moins deux cupules sur quatre. 

Il est calculé selon la méthode statistique de Reed et Muench et exprimé en CCID50/50 l (le 

nombre de doses infectieuses 50 % en culture de cellule contenue par unité de volume) (225). 

 

II.2.4. Essai de neutralisation de la multiplication virale  

Cette technique permet de déterminer la capacité neutralisante du composé sur la base 

des cellules MDCK infectées par le virus influenza.  

II.2.4.1.  Criblage des composés 

Le virus est dilué en milieu EMEM complémenté + trypsine pour obtenir les doses 

infectieuses de 10, 30, et 100 CCID50/50 l. 

Trois concentrations du composé (1 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml) sont préparés 

dans le milieu EMEM + trypsine.  

Chaque dilution du composé est mise en contact avec un volume égal d’une dose 

virale, soit 9 mélanges au total. Ces derniers sont incubés à 34oC sous 5 % CO2, pendant 30 

minutes. Après, 100 l de ces mélanges sont inoculés dans les cupules d'une plaque à 96 

puits, dont le milieu de culture est remplacé par 100 l de milieu EMEM d’infection sur les 

cellules préalablement lavées. Les concentrations finales du composé sont obtenues à raison 

de 250 g/ml, 25 g/ml, 2,5 g/ml. Le plan de dépôt des mélanges est illustré dans la figure 

2.1. Chaque mélange est déposé à raison de 4 cupules. 

Sur chaque plaque, deux témoins sont réalisés : 

 Les témoins cellules (témoins négatifs, TN) (200 l de milieu EMEM + 

trypsine) pour vérifier l’absence d’effet cytopathique des cellules MDCK non 

infectées.  
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 Les témoins virus (témoins positifs, TP) afin de vérifier le nombre de 

CCID50/50 l effectivement introduit dans le test (par l'addition d’un volume 

égal de virus et de milieu). 

Après 48 heures d’incubation, l’activité neutralisante est examinée par la lecture de 

l'effet cytopathique suivi par le contrôle de l'hémagglutinine virale dans le surnageant (voir 

paragraphe II.2.5.1). De plus, l'effet inhibiteur du composé est mis en évidence et analysé par 

la détection de l'activité neuraminidasique dans le surnageant (voir paragraphe II.2.6.1) 

Les résultats se traduisent par le pourcentage de l'inhibition de l'activité de l'enzyme 

NA, selon la formule :  

 

% de l'activité NA (B) =  

 

% d'inhibition = 100 – B   

Les valeurs de trois concentrations testées permettent d'estimer l'intervalle de la 

concentration d'inhibiteur capable de réduire 50 % de l'activité NA (CI50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.1 :Plan de plaque pour l'essai de neutralisation (C1 : composé 1, C2 : 

composé 2) 

 

(RFU moyenne des puits traités) – (RFU moyenne des puits de TN) 
           x100  
(RFU moyenne des puits de TP) – (RFU moyenne des puits de TN) 

 

250 g/ml 

25 g/ml 

2,5 g/ml 

100 CCID50/50 l    30 CCID50/50 l      10 CCID50/50 l 
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II.2.4.2. Evaluation de l'effet inhibiteur des molécules actives 

La procédure de ce test est similaire à celle du criblage, à l'exception de quelques 

points suivants : 

 Une seule dose virale à 30 CCID50/50 l est utilisée 

 En plus de la méthode de détection de l'activité neuraminidasique, l'effet 

inhibiteur du composé est mis en évidence également par les deux méthodes 

suivantes :  

1) Détermination de la viabilité cellulaire par méthode au rouge 

neutre (voir paragraphe II.2.2)  

2) Détermination du titre du pouvoir infectieux des virus produits 

(voir paragraphe II.2.3) 

 Dans le test incluant l'oseltamivir comme un inhibiteur de référence, cette 

molécule est utilisée aux concentrations finales de 40 g/ml, 4 g/ml, et 0,4 

g/ml.  

 

II.2.5. Test d'hémagglutination et dosage de l'activité hémagglutinante 

II.2.5.1.  Test d'hémagglutination 

La présence du virus dans le surnageant de culture est mise en évidence par une 

réaction basée sur la capacité des hémagglutinines de s'attacher au récepteur sur la surface des 

érythrocytes, entraînant la formation d’un réseau de globule rouge.  

Dans cette étude, les globules rouges de cobaye sont utilisés à une concentration de 0,8 

% dans le tampon SALK. 

La réaction d'hémagglutination est réalisée en microplaque de 96 cupules à fonds 

coniques. Les surnageants sont répartis sous un volume de 50 l dans toutes les cupules déjà 

recouvertes par 50 l de tampon SALK. La solution de globule rouge est ensuite ajoutée à 

raison de 50 l. La plaque est incubée pendant 1 heure à température ambiante.  

Une réaction positive (présence de virus) se traduit par l'agglutination des hématies 

dans la cupule. Une réaction négative se traduit par la sédimentation des hématies qui 

couleront en inclinant la plaque.  
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II.2.5.2.  Dosage de l'activité hémagglutinante 

Cette technique permet de déterminer le titre hémagglutinant du virus. Les étapes 

similaires à celles du test d'hémagglutination sont réalisées. Cependant les virus dans le 

surnageant de culture sont dilués en séries de raison 2 avec le tampon SALK. Le titre 

hémagglutinant correspond à l'inverse de la dernière dilution montrant une hémagglutination 

(HAU/50 l). 

 

II.2.6. Test fluorimétrie de l'activité neuraminidasique  

Ce test se base sur la capacité de l'enzyme NA à hydrolyser un substrat fluorescent de 

4-methylumbelliferyl- -D-N-acetylneuraminic (MUN) en libérant l'acide N-acetyl-

neuraminique et le produit fluorescent 4-methylumbelliferone (4-Mu) (figure 2.2). L'intensité 

de fluorescence est mesurée avec une longueur d'onde d'excitation à 355 nm et une longueur 

d’onde d'émission à 460 nm au moyen d'un fluorimètre (Fluostar optima – BMG).    

Le substrat MUN (Sigma, M-8639) est utilisé à une concentration de 100 M dans un 

tampon MES constitué d'acide 2-(N-morpholino)ethanesulfonic, sel de sodium, (Sigma, M-

5057), 32,5 mM, pH 5,8 et de CaCl2 4 mM (Sigma, C-4901). La réaction est stoppée par 

l'addition du tampon glycine (Sigma, G-8898) 50 mM, pH 10,4.  

La procédure standard des tests neuraminidasiques a été optimisée par Ferraris et al., 
2005 (72). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2.2 :  Structure chimique du substrat MUN (4-methylumbelliferyl- -D-N-

acetylneuraminic) et du produit fluorescent (4-methylumbelliferone). 

Disponible sur : www.sigmaaldrich.com 

 
 
4-methylumbelliferyl- -D-N-acetylneuraminic 

 
 
4-methylumbelliferone 
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II.2.6.1.  Détection de l'activité de la NA du virus dans le surnageant de culture 

Cette méthode est appliquée dans le test de neutralisation pour mettre en évidence le 

niveau de multiplication virale reflété par l'activité neuraminidasique.  

Un volume de 25 l de surnageant dans chaque cupule est transféré à une autre plaque 

qui est déjà recouverte par 25 l de tampon MES. L'incubation avec 50 l du substrat MUN, 

donc 50 M en concentration finale, se poursuit pour une heure à 37oC. La solution de glycine 

est répartie sous un volume de 150 l afin d'arrêter la réaction. L'activité neuraminidasique est 

mesurée fluorimétriquement comme indiqué en dessus. La valeur de la fluorescence mesurée 

est exprimée en RFU (unité de fluorescence relative). 

II.2.6.2.  Inhibition de l'activité neuraminidasique 

Cette technique est utilisée pour tester l'influence directe des inhibiteurs sur l'activité 

neuraminidasique. 

  Afin d'obtenir une activité homogène des molécules NA, tous les virus sont d'abord 

ajustés à une dose permettant de libérer 10 nmol/h/ml de 4-Mu selon une courbe standard. 

Ensuite, la suspension virale est pré-incubée avec une gamme de concentration d'inhibiteur 

(0,00001 g/ml à 100 g/ml) pendant 30 minutes à 37°C. Les étapes suivantes (l’incubation 

avec le substrat et la révélation) sont réalisées comme indiqué dans le paragraphe II.2.6.1. La 

concentration d'inhibiteur capable de bloquer 50 % de l'activité NA (CI50) est calculée par 

l'analyse de régression non linéaire avec l'aide du programme Sigmaplot.  

 

II.2.7. Essai de neutralisation de la multiplication virale au cours du 

temps 

Afin d'identifier les étapes de réplication visées par l'inhibiteur, l'essai de 

neutralisation est mené en fonction de quatre périodes d'infection du virus : 

 La période de pré-adsorption : -3 à -1 h 

 La période d'adsorption : -1 à 0 h 

 La période de pénétration : 0 à 1 h 

 La période de post-infection : 1 à 48 h 
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Cet essai est réalisé en plaque de 96 puits. Chaque modalité est réalisée en 

quadruplicat. 

Le milieu EMEM complet additionné de 1 g/ml de trypsine est utilisé comme milieu 

d’infection. 

Le tampon PBS est utilisé pour le lavage. Après chaque étape de lavage (2 fois), les 

cellules sont recouvertes par du milieu frais. Le volume final est complété à 200 l. 

Toutes les périodes d’incubation sont effectuées à 34oC, sous 5 % CO2, à l'exception 

de la condition de l'absorption qui est sous une température de 4°C pour avoir une infection 

synchronique. 

 Les témoins cellules (témoins négatifs) s’obtiennent par l'addition de 200 l de milieu, 

pour vérifier l’absence d’effet cytopathique des cellules MDCK non infectées.  

La révélation est réalisée par la lecture de l'effet cytopathique suivi par le contrôle de 

l'hémagglutinine virale et par la détection de l'activité neuraminidasique dans le surnageant. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de l'activité neuraminidasique par rapport à celle 

du témoin virus dans la modalité de contrôle. 

 

L'inhibiteur à une concentration finale de 62,5 g/ml (pour le cas de la molécule 152) 

est testé vis-à-vis d’une dose virale de 30 CCID50/50 l selon cinq modalités décrites ci-

dessous.  

 Modalité 1 : les cellules MDCK sont exposées à l'inhibiteur pendant 2 heures durant la 

période de pré-adsorption. La solution de l'inhibiteur est éliminée à la suite par 2 

lavages. Le virus est alors inoculé, après 1 heure à 4oC (afin de permettre l’absorption 

du virus), l’inoculum est enlevé. Les cellules sont lavées avant l’addition de milieu 

frais. Les cellules sont alors incubées à 34oC pendant 1 heure afin de permettre la 

pénétration des virus. Un dernier lavage cellulaire est alors réalisé avant l’incubation 

des cellules à 34oC durant 48 heures.     

 Modalité 2 : les virus sont mis en contact avec l’inhibiteur à volume égal durant 30 

minutes à 34oC. Ce mélange est alors déposé sur les cellules durant 1 heure à 4oC afin 

de permettre l’absorption virale. Après élimination de l’inoculum, les cellules sont 

traitées comme dans la modalité 1 pour les étapes de pénétration et de réplication. 
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 Modalité 3 : cette modalité a la même procédure que celle de la modalité 2, à 

l'exception de l'étape de prétraitement. Les virus et l'inhibiteur sont introduits 

simultanément dans les cupules au début de la période d'adsorption. 

 Modalité 4 : le virus est inoculé à raison de 200 l par puits, puis incubé 1 heure à 4oC. 

Après cette étape d’absorption, l’inoculum est enlevé et remplacé par du milieu 

additionné d’inhibiteur (à la concentration finale de 62,5 g/ml). Après 1 heure 

d’incubation à 34oC, le surnageant est éliminé. Ensuite, les cellules sont lavées et 

recouvertes par du milieu frais. Les plaques sont alors incubées 48 heures à 34oC, sous 

5 % CO2.  

 Modalité 5 : l'inhibiteur est incubé uniquement dans la période de post-infection (1 – 

48 h) 

 Modalité de contrôle : l'efficacité d'infection du virus introduit dans le test est vérifiée 

par cette modalité, avec la procédure similaire (de -1 à 48 h) en l'absence de 

l'inhibiteur.  

 

II.2.8. Détermination de l’affinité du virus/sucre  

L'étude de l'interaction entre l'inhibiteur et les particules virales se base sur une 

méthode ELISA modifiée (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Le composé est 

immobilisé sur un support solide suivi par l'introduction d'une suspension de virus. La 

révélation est réalisée en utilisant un anticorps anti-NP (la nucléoprotéine) et un autre 

anticorps anti-immunoglobuline de souris conjugué à l'enzyme peroxydase. La réaction entre 

cette enzyme et un substrat spécifique va générer la coloration mesurée quantitativement à 

l'aide d'un spectromètre. La présence d'une coloration indique que le composé se fixe sur les 

virus. Plus la coloration est intense, plus grande est la capacité de capture du composé aux 

virus.  

   

II.2.8.1. Immobilisation du composé de sucre 

La méthode d'immobilisation permet de fixer le composé de sucre sur un support 

solide. Dans la première étape, la fétuine (Sigma, F-2379) est utilisée pour tester le système 
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d'immobilisation. La fétuine est une protéine capable de se fixer aux virus influenza grâce à sa 

structure oligosialylée (figure 2.3), portant des liaisons (2,3) et (2,6) (7).  

Nous avons choisi de travailler avec des plaques Maxisorp (Nunc, 442404) à 96 

cupules, dont la surface en polystyrène chargé présente une grande affinité aux molécules 

contenant des groupes polaires ou hydrophiles.   

 

La procédure d'immobilisation pour le composé ou la fétuine est décrite ci-dessous : 

 Un volume de 100 l du composé dilué à raison de 10 g/ml dans le tampon 

DPBS (contenant CaCl2 1 mM et MgCl2 1mM) (Gibco, 14040) est déposé dans 

chaque puits. L'incubation de la plaque est réalisée à 4oC, en atmosphère 

humide, pour toute la nuit. 

 Trois lavages sont réalisés par 200 l de tampon PBS contenant 0,1 % de 

Tween 20 (PBS-Tween). Les sites non occupés sont bloqués par l'addition 

d'une solution de saturation (Roche, 11112589001) à raison de 200 l par puits. 

L'incubation se fait à température ambiante sous agitation pendant 1 heure. La 

plaque est ensuite lavée 3 fois avec du tampon PBS-Tween. 

 

Une dose virale de 256 à 512 UHA/50 l est utilisée pour tester leur interaction avec 

les molécules. Le virus est dilué selon des dilutions sériées de raison 2 en tampon PBS-BSA 

(PBS contenant 1 % de BSA (Sigma, A0336)). 50 l de chaque dilution sont déposés par 

puits, le volume est complété à 100 l avec du PBS-BSA.  

Après une incubation de 2 heures à 37oC, la plaque est lavée 3 fois avec le tampon 

PBS-Tween, et ensuite incubée avec 50 l d'anticorps anti-NP (1/1000 dans le tampon PBS-

BSA) pendant 30 minutes à 37oC. La plaque est ensuite lavée 3 fois avec du PBS-Tween. 

Le conjugué (anticorps de chèvre) anti-IgG de souris marqué à la peroxydase, est dilué 

au 1/1000 dans du PBS-Tween. 50 l sont ajoutés dans chaque puits, la plaque est ensuite 

incubée pendant 30 minutes à 37oC. Après l'incubation, la plaque est lavée 6 fois avec le 

tampon PBS-Tween. 

100 l de la solution d'ABTS (sel d'ammonium de l'acide azino-di-éthyl-di-3-éthyl-

benzothizoline-6-sulfonique, Roche) à raison de 1mg/ml est disposé dans chaque puits, suivi 

par une agitation à l'obscurité pendant 30 minutes.  
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La lecture est effectuée au moyen d'un lecteur de plaque à la longueur d'onde de 405 

nm. 

L'intensité de la coloration verte générée par la réaction (peroxydase – ABTS) est 

proportionnelle à la quantité de peroxydase, donc à la quantité de virus capturé par le 

composé fixé dans chaque puits. 

Le témoin négatif est réalisé par la même procédure, sans addition de la suspension 

virale.  

  

 
  

 
 
 
 

 
 

Figure 2.3 :  Structure de l’oligosaccharide de la fétuine d'après Baenziger et 

Fiete, 1979 (7) 

 
 

II.2.8.2. Essai de compétition entre la fétuine et le composé de sucre 

La fétuine à raison de 10 g/ml dans le tampon DPBS est immobilisé dans la plaque 

Maxisorp comme la procédure décrite en II.2.8.1.  

La préparation de virus et de composé de sucre est réalisée suivant les étapes ci-

dessous :  

 Le composé est dilué 2 fois dans le tampon PBS-BSA (allant de 5 g/ml à 

0,0393 g/ml), sous un volume de 25 l.  

 Le virus est utilisé à une dose qui donne une absorbance de 1,0 DO 

correspondant au test d’interaction avec la fétuine, sous un volume de 50 l. 

 Le virus et le composé sont mis en contact à 37oC pendant 30 minutes.  

 

Ensuite, le mélange de virus/composé est déposé dans les cupules sous un volume de 

75 l. Le volume est complété à 100 l avec 25 l de PBS-BSA. L’incubation se poursuit 
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pendant 2 heures à 37oC. Les étapes suivantes (l’incubation avec l’anticorps et la révélation) 

sont similaires à celles décrites dans le paragraphe II.2.8.1.  

  
Deux témoins sont réalisés : 

 
 Le témoin négatif : le tampon PBS-BSA remplace la suspension virale (en présence ou 

absence de composé de sucre). 

 Le témoin positif : la suspension virale en l'absence de composé testé. 

 

Le pourcentage de compétition est calculé selon la formule : 

 
 
% de fixation avec fétuine (C) =                x 100  
 
 
% de compétition = 100 - C

DO du composé à tester – DO du témoin négatif 
 

DO du témoin positif – DO du témoin négatif 
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Afin de mettre en évidence des molécules avec une activité antivirale, une banque 

de 245 oligo/polysaccharides a été mise à disposition pour le criblage de molécules actives. 

Une vue d'ensemble des composés fournis est rapportée dans le tableau 3.1. Il reprend la 

répartition des composés en fonction de l’origine (en majorité à partir d’algues), et des 

caractères (famille de sucres, charge) de ces dernières. Ces 245 composés sont donc classés 

dans trois groupes identifiés en fonction de la charge électrostatique, et 20 familles de 

sucres.    

L'identification de la propriété antivirale des molécules est basée sur la mise en 

évidence de la capacité à neutraliser l'infection d'une lignée cellulaire permissive aux virus 

influenza (MDCK). La présence ou l'absence de virus dans le surnageant de culture est 

révélée par la détection de l'activité enzymatique de la neuraminidase du virus influenza. 

Afin de mettre en évidence une activité antivirale à large spectre, des représentants 

des deux types A et B de virus influenza responsables d’épidémies ont été sélectionnés. 

Les virus A/Brisbane/10/2007 (H3N2) et B/Florida/4/2006 ont donc été choisis. Ces 

derniers ont été inclus dans les compositions vaccinales de 2007 à 2009. Ils représentent 

d'un point vu antigénique, les virus circulant durant ces deux saisons hivernales. 

 Trois concentrations de chaque composé ont été testées vis-à-vis de trois doses 

virales, soit les concentrations finales de 250 g/ml, 25 g/ml, 2,5 g/ml vis-à-vis de 100 

CCID50/50 μl, 30 CCID50/50 μl, 10 CCID50/50 μl. L'augmentation de la dose virale 

permet de choisir les candidats les plus efficaces. Un premier criblage des molécules est 

validé en fonction des résultats de neutralisation obtenus pour une dose virale de 10 

CCID50/50 μl. Un choix plus restrictif est ensuite réalisé en fonction des résultats 

d’inhibition obtenus avec les doses supérieures, 30 et 100 CCID50/50 μl.    

Toutes les molécules testées ont été regroupées en fonction du pourcentage de leurs 

capacités d'inhibition (I). Il s'agit de trois groupes : 

 Groupe 1 : I 10% 

 Groupe 2 : 10% < I < 50% 

 Groupe 3 : I  50% 

Le groupe 1 correspond à des molécules sans activité antivirale ou avec une activité 

inférieure ou égale à 10 %, le groupe 2 correspond à des molécules dont l'activité 

inhibitrice varie entre 10 et 50 %, et enfin le groupe 3 dont l'activité inhibitrice est 

supérieure ou égale à 50 %.  
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L’effet toxique des molécules dont l’activité inhibitrice est classée dans les groupes 

2 et 3 est évalué sur cellules en phase de croissance et confluentes. Un effet de plus de 10 

% est considéré comme significatif.  

  

Tableau 3.1 : La distribution des molécules en fonction de leurs charges électrostatiques, 

de leurs familles et de leurs sources  

Charge Famille de sucres Source Histogramme de fréquence 
Arabinogalactane C. fragile algue verte 25  
Carraghénane A. tenera algue rouge 3  

F. vesiculosus  8  
C. fillum  8  
A. nodosum 7  

Fucane 

D. antartica 

algue brune 

5  
Galactofucane U. pinnatifida algue brune 7  
Hétéroglycane sulfaté C. racemosa  plante 

aquatique 6  
Spirulane  S. platensi cyanobactérie 8  

U. armoricana  22  Ulvane 
E. intestinalis 

algue verte 
1  

Xylane sulfaté P. palmata  2  

sulfaté 

Xylomannane sulfaté N. fastigiata 
algue rouge 

1  
L. japonica  31  
C. fillum  12  
F. vesiculosus  5  
D. antartica 1  

Alginate 

A. nodosum 

algue brune 

1  

chargé 

Apiogalacturonane Z. marina  plante 
aquatique 18  

Amidon    végétal sup 4  
Guar  7  Galactomannane  
Tara  2  

Glucomannane Konjac  

végétal 
supérieur 

17  
 Isolichenane  C. islandica  lichen 10  
Xyloglucane Pomace 21  
Cellulose Linter coton 

végétal sup 
  1  

Dextrane Leucostoc spp. 1  
Xanthane X. campestris 

bactérie 
5  

neutre 

Glycane & Galacto-
oligos 

Lait maternel 6  

 

Dans le cadre de ce travail de thèse, la recherche des candidats contre les virus 

grippaux se base primitivement sur les résultats du criblage et selon les critères suivants :  

 Le pouvoir inhibiteur de la molécule correspond principalement au groupe 3.  

 L'activité d'inhibition persiste en fonction de la dose virale.   

 L'absence d'effet toxique ou un effet toxique de moins de 10 %. 
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La robustesse des procédés de production et de purification des molécules 

sélectionnées par la confirmation des résultats à partir d'un nouveau lot sera évaluée. 

Le mécanisme d'action des molécules sélectionnées sur la base des critères cités ci-

dessus, sera affiné par la réalisation de différentes méthodes in vitro. Des tests de 

production in vivo pourront être menés en fonction du mécanisme d'action décrit. 

 

La présentation des résultats des composés sera réalisée en fonction de la charge 

électrostatique et de la famille de sucres. Dans notre études, les composés testés sont 

répartis parmi les 20 familles de sucres, dont 9 familles sulfatées, 2 familles chargées, 9 

familles neutres. 

  

 

III.1. LES FAMILLES SULFATEES 

III.1.1. Les arabinogalactanes 

Les 25 molécules de la famille des arabinogalactanes ont été extraites de l'algue verte, 

Chodium fragile. Parmi ces molécules : 

 Sept sont des polysaccharides, 9 sont des polysaccharides séparés, 9 sont des 

oligosaccharides.  

 Les polysaccharides 33 et 98 sont issus du même procédé d'extraction et 

représentent donc deux lots d'une même préparation.  

 Les polysaccharides, 79, 80, 81, 156, 157, sont issus du fractionnement des 

molécules 33 et 98.  

 Les oligosaccharides, 107, 108, 152, 153, 154, 155, sont issus du polysaccharide 

109. 

 Les oligosaccharides, 110, 111, 112 sont issus de la molécule 141. 

 

Les résultats sont présentés en fonction du sous-type considéré (tableaux 3.2 et 3.3). 

Parmi les 25 molécules, 5 ne présentent aucune capacité d'inhibition vis-à-vis des deux 
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sous-types, 15 présentent une activité d'inhibition vis-à-vis du type A et 21 présentent 

une activité vis-à-vis du type B.  

 Vis-à-vis du virus influenza de type A :  

o La molécule 152 (oligosaccharide) présente une activité supérieure à 50 % 

pour deux doses virales de 10 et de 30 CCID50/50 l, permettant d'estimer 

des valeurs de CI50 de moins de 2,5 g/ml. La concentration permettant 

d'inhiber 50 % de la réplication virale comprise entre 25 et 250 g/ml pour 

une dose virale de 100 CCID50/50 l.  

o Pour la molécule 80, la CI50 varie de 2,5 – 25 g/ml pour une dose virale 

de 10 CCID50/50 l à 25 – 250 g/ml pour des doses virales de 30 et de 

100 CCID50/50 l.  

o Parmi les molécules dont l'activité persiste en présence de 100 CCID50/50 

l, les molécules 157, 81, 98, 109 présentent une activité uniquement pour 

une concentration de 250 g/ml quelque soit la dose virale. La molécule 33 

reproduit les résultats obtenus avec la molécule 98, malgré un effet toxique, 

en présence de 250 g/ml de molécule.    

o Les molécules 156 et 153 présentent une CI50 comprise entre 2,5 – 25 

g/ml voire 25 – 250 g/ml vis-à-vis des deux doses virales de 10 

CCID50/50 l et de 30 CCID50/50 l. 

o Les molécules 141, 110, 238, 242, 79, et 107 se caractérisent par une faible 

activité. Seule la molécule 141 présente une CI50 de 50 % à 250 g/ml pour 

une dose virale de 10 CCID50/50 l. Quant aux autres molécules, une 

inhibition de l’ordre de 10 à 20 % est observable uniquement pour une dose 

virale de 10 CCID50/50 l.     

 Vis-à-vis du virus influenza de type B :  

o Neuf molécules (152, 242, 237, 238, 239, 240, 98, 33, 79) ont présenté une 

activité supérieure à 50 % pour tous les trois concentrations vis-à-vis des 

trois doses virales. Ainsi, nous pouvons estimer que leurs valeurs de CI50 

sont inférieures à 2,5 g/ml.   

o L'activité des deux molécules 109 et 141 est comparable à celle des 

molécules ci-dessus. Cependant, cette activité est diminuée à moins de 50 % 

à la concentration de 2,5 g/ml vis-à-vis de la dose de 100 CCID50/50 l. 
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L'activité des molécules 156, 80, 153, 157, 241, 81, 110, 111, 112, 107 est 

diminuée graduellement en fonction des doses virales et des doses 

antivirales.   

 Toxicité cellulaire : Dix molécules ont montré un effet toxique significatif sur les 

cellules en phase de croissance. Les molécules 33 (11 %), 98 (13 %), 81 (15 %), 

109 (14 %), 112 (10 %) ont présenté un effet toxique pour une concentration 

d'utilisation de 250 g/ml.  Les molécules 237 (46 %, 27 %), 238 (46 %, 33 %), 

239 (30 %, 22 %), 240 (26 %, 13 %), 242 (50 %, 31 %) ont présenté un effet 

toxique à 250 g/ml et à 25 g/ml. 

 

Tableau 3.2 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des arabinogalactanes 

vis-à-vis du virus de type A 

Type de virus A/Brisbane/10/2007 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
         Dose        
           antivirale
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

152 99.3 33.0 9.8 100.0 66.3 52.2 99.9 84.2 61.2 

80 100.0 21.6 0.0 100.2 42.5 0.0 100.2 74.2 0.0 
157 94.2 0.0 0.0 89.8 0.0 0.0 100.0 11.0 0.0 
81 69.1 9.8 1.5 81.5 8.0 0.0 86.7 9.3 0.0 
98 14.4 0.0 4.3 51.9 14.7 10.8 76.8 15.8 5.8 

109 15.1 0.0 0.0 29.5 4.7 0.0 53.0 0.7 0.0 
156 7.8 0.1 0.0 65.0 45.5 19.9 79.6 70.5 46.1 

153 3.9 0.0 0.0 49.9 4.5 0.0 74.8 25.8 0.0 
107 6.1 0.6 0.4 12.7 0.0 0.0 16.8 0.0 0.0 
33   11.9 7.6   32.0 5.5   34.4 7.0 

141 0.0 0.0 0.0 9.8 0.0 0.0 55.4 12.5 0.0 
79 6.9 0.0 0.0 11.0 4.5 4.3 25.9 11.0 7.3 

110 7.5 3.6 0.0 6.5 0.0 0.0 10.5 0.0 0.0 
238 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 10.6 0.0 0.0 
242 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 11.5 0.0 0.0 
112 5.0 2.6 3.9 9.7 5.0 3.9 9.5 11.6 0.0 
239 18.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 8.7 0.0 0.0 
111 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.6 4.7 3.6 
206 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.1 2.1 
237 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.3 0.0 0.0 
240 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
241 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
154 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
155 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
108 0.0 0.0 0.0 1.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3    Non déterminé 

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques ( 10 %) 
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Tableau 3.3 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des arabinogalactanes 

vis-à-vis du virus de type B 

Type de virus B/Florida/4/06 
  Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
       Dose 
           antivirale
Molécules  

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

152 98.5 98.0 78.0 100.0 99.4 96.9 100.0 100.0 93.5 

242 99.0 96.5 82.1 100.0 98.7 97.1 100.0 99.9 99.1 

237 98.9 96.1 75.3 99.9 99.2 94.4 100.0 100.0 97.6 

238 98.3 97.1 76.6 99.5 98.7 97.3 99.6 99.9 97.9 

239 99.0 98.2 78.3 99.8 99.4 91.7 100.0 99.9 99.0 

240 98.2 96.7 76.5 98.3 99.2 93.7 99.8 99.5 99.2 

98 95.4 90.7 77.9 99.2 97.9 94.5 99.8 99.3 97.3 

33 92.3 89.4 57.9 97.7 96.8 89.5 98.6 98.5 96.5 

79 87.0 83.8 53.1 97.1 94.2 82.7 98.7 98.9 96.9 

109 86.8 78.5 26.2 96.1 93.5 61.9 98.7 96.8 89.9 

141 81.0 73.5 24.4 94.0 92.9 82.7 96.9 96.4 90.4 

156 88.2 89.2 8.9 98.2 97.8 71.5 99.7 99.6 87.9 

80 97.0 88.7 0.0 99.4 96.5 0.0 100.0 98.5 46.3 

153 66.6 13.2 0.0 97.6 54.4 2.0 99.5 91.8 57.1 

157 92.4 0.0 0.0 99.1 19.2 0.0 99.9 52.3 0.0 
241 91.1 3.90 0.0 95.8 43.5 0.0 97.5 74.2 0.0 
81 87.2 1.0 6.7 98.6 4.6 6.8 99.6 0.0 1.8 

110 2.8 0.0 0.0 39.2 16.6 0.0 69.0 35.7 10.6 

111 1.2 0.0 0.0 14.6 5.7 0.0 76.8 36.9 0.0 
112 8.6 3.1 0.9 23.7 3.8 0.2 72.5 0.0 7.7 
107 2.6 0.0 0.0 6.4 0.0 0.0 25.6 0.0 0.0 
108 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

154 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

155 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

206 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3    

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques ( 10 %) 

 

 

 

Note synthèse : 

La relation entre l’activité antivirale, la toxicité et les propriétés des arabinogalactanes 

est présentée dans le schéma 3.1.  
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Schéma 3.1 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des arabinogalactanes 

Polysaccharides  Polysaccharides 
séparés  Oligosaccharides 

     

  79 (>2000 kDa)   

  80 (100-2000 kDa)   

33, 98  81 (<100 kDa)   

  156 (>300 kDa)  108 (<3 kDa) 

  157 (<300 kDa)  107 (>3 kDa) 

    152 (>10 kDa) 

109    153 (>10 kDa) 

    154 (>10 kDa) 

    155 (>10 kDa) 

237     

238    110 (>10 kDa) 

239  141  111 (3-4 kDa) 

206    112 (<3 kDa) 

  240 (>2000 kDa)   

  241 (<2000 k Da)   

  242 (>2000 kDa)   
Les molécules actives vis-à-vis du virus B sont en vert ; Les molécules actives vis-à-vis des deux virus sont 

en rose ; Les molécules soulignées sont toxiques ( 10 %). 

 

 Le virus de type B est plus sensible aux molécules testées que le virus de type A. 

 Parmi les 21 molécules actives vis-à-vis du virus B, seules 15 ont également une 

activité inhibitrice vis-à-vis du virus A. 

 Les polysaccharides 33 et 98 présentent une activité inhibitrice vis-à-vis des deux 

souches. Il est à noter que la molécule 98 correspond à un nouveau lot et montre la 

robustesse d'obtention de ce polysaccharide. Les molécules dérivées par séparation 

mécanique des molécules 33 et 98 présentent une efficacité accrue vis-à-vis du type 

A, mais inférieure vis-à-vis du virus B à l'exception de la molécule 79 qui possède 

un haute poids moléculaire de plus de 2000 kDa. 
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 Les oligosaccharides 110, 111, 112 qui dérivent de la molécule 141, se 

caractérisent par une « perte » d'activité ou une activité diminuée, particulièrement 

pour les oligosaccharides de faible taille, < 3kDa (112) et 3 – 4 kDa (111). 

 Le fractionnement des oligosaccharides issus du polysaccharide 109, dont l'activité 

est faible a permis l'obtention de 6 oligosaccharides. Parmi ces 6 oligosaccharides, 

les molécules 152, 153 présentent une forte activité inhibitrice.  

 Parmi les molécules respectant les critères de sélection, les molécules suivantes ont 

été choisies comme les candidats de cette famille de sucres : 

o Vis-à-vis du virus de type A : 152, 80, 157 

o Vis-à-vis du virus de type B : 152, 79, 141, 98 (moins de 25 g/ml) 

o  Vis-à-vis de deux virus : 152, 80, 157 

 

III.1.2. Les fucanes 

Vingt-huit molécules de la famille des fucanes ont été extraites de quatre espèces de l'algue 

brune : Ascophillum nosodium, Fucus vesiculosus, Durvillea antartica, Chorda filum. 

Parmi les molécules : 

 Vingt molécules sont des polysaccharides, 3 molécules sont des polysaccharides 

séparés (119, 120, 121), 2 molécules sont des oligosaccharides (218, 219), 3 

molécules sont des oligosaccharides purifiés (214, 215, 216).  

 Les polysaccharides 21, 22, et 55 sont issus du même procédé d'extraction.  

 Les polysaccharides séparés (119, 120, 121) et l'oligosaccharide 218 sont issus de 

la molécule 105.  

 Les oligosaccharides 214, 215, 216 sont issus de la molécule 148. 

 

L’activité de ces 28 molécules vis-à-vis des deux virus d’épreuve est rapportée dans les 

tableaux 3.4 et 3.5. 

 Vis-à-vis du virus de type A :  

o Parmi les sucres issus de l'espèce d'A. nosodium, le virus A est sensible à la 

molécule 212 pour les 3 doses virales testées. La dernière concentration 
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active avec 30 et 100 CCID50/50 l est de 25 g/ml tandis qu'elle diminue à 

2,5 g/ml avec 10 CCID50/50 l.  

Bien qu'issus du polysaccharide 105 qui ne présente pas d'activité, la 

molécule 218 présente une CI50 comprise entre 25 et 250 g/ml vis-à-vis 

des 3 doses virales. 

o Le virus de type A est sensible à l'ensemble des molécules de l'espèce  

F. vesiculosus, à l'exception de la molécule 209. Les molécules d'intérêts 

sont au nombre de 5 (208, 22, 21, 149, 219). Une action inhibitrice est 

observée jusqu'à une concentration de 25 g/ml voire 2,5 g/ml pour la 

molécule 149 en présence de 10 CCID50/50 l. Cependant, l'augmentation 

de la dose virale réduit l'efficacité des autres molécules à une concentration 

de 250 g/ml à l'exception de la molécule 208, dont l'activité observable à 

25 g/ml quelle que soit la dose virale utilisée. 

o Pour les molécules de l'espèce de D. antartica, seules deux molécules 103 

et 217 ont montré un effet inhibiteur pour une concentration à 250 g/ml 

vis-à-vis des trois doses virales. 

o Les molécules extraites de l'espèce de C. filum n'ont aucune activité vis-à-

vis de ce virus. 

 Vis-à-vis du virus de type B :  

o Pour les molécules de l'espèce d'A. nosodium, 4 molécules (212, 105, 213, 

218) ont présenté une activité correspondante au groupe 3 vis-à-vis des trois 

doses virales. L'activité de la molécule 212 est la plus efficace, ses valeurs 

de CI50 sont environ à 2,5 g/ml sur deux doses de 30 et de 10 CCID50/50 

l. Pourtant elle perd son effet à 2,5 g/ml vis-à-vis de la dose de 100 

CCID50/50 l. Pour les molécules 105 et 213, une concentration de 2,5 – 25 

g/ml est nécessaire afin de réduire 50 % de la réplication virale. La 

molécule 218 est la moins efficace vis-à-vis des deux doses de 100 

CCID50/50 l et de 30 CCID50/50 l. 

o Toutes les molécules de l'espèce de F. vesiculosus ont présenté une activité 

inhibitrice vis-à-vis de la souche de type B. L'activité des molécules 149, 

208, 150, 209, et 21 est efficace jusqu'à 25 g/ml pour la dose de 100 

CCID50/50 l, et jusqu'à 2,5 g/ml pour les doses de 30 CCID50/50 l et 

de 10 CCID50/50 l. Bien que l'activité de la molécule 55 soit moins 
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efficace pour une concentration à 250 g/ml sur la dose de 100 CCID50/50 

l, sa valeur de CI50 est égale à celle de la molécule 208. L'activité des 

molécules 150, 209, 21 est observable entre 25 et 250 g/ml pour la dose de 

100 CCID50/50 l. A la suite de ces dernières, les molécules 22 et 219 

perdent graduellement leur activité à 25 g/ml et à 2,5 g/ml pour la dose 

de 100 CCID50/50 l et de 30 CCID50/50 l. 

o Pour l'espèce de D. antartica, la molécule 103 a montré une capacité 

inhibitrice supérieure à 50 % à 250 g/ml vis-à-vis des trois doses virales. 

De plus, son activité est persistante à 25 g/ml pour la dose de 30 

CCID50/50 l et jusqu'à 2,5 g/ml pour la dose de 10 CCID50/50 l. 

L'activité des autres molécules 116, 117, 118 est réduite, cependant la 

molécule 117 est encore efficace jusqu'à 2,5 g/ml sur la dose de 10 

CCID50/50 l.   

o Pour les molécules actives de l'espèce de C. filum, la molécule 210 

possèdent des valeurs de CI50 comprises entre 250 g/ml (100 CCID50/50 

l), 25 g/ml (30 CCID50/50 l), et 2,5 g/ml (10 CCID50/50 l). 

L'activité des molécules 90, 91, 211, et 148 est moins efficace vis-à-vis des 

deux doses virales de 100 CCID50/50 l et de 30 CCID50/50 l. Toutes ces 

dernières ont présenté une activité de plus de 50 % pour toutes les 

concentrations vis-à-vis de la dose virale de 10 CCID50/50 l. 

 Toxicité cellulaire : la molécule 91 présente un effet toxique significatif (13 %) sur 

les cellules en phase de croissance à 250 g/ml 

 

Tableau 3.4 :  Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des fucanes vis-à-vis du 

virus de type A 

Type de virus A/Brisbane/10/2007 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 

Source    Dose 
            antivirale 
                              
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

212 87.4 69.0 0.0 99.7 99.1 0.0 99.9 94.7 12.9 

218 60.2 0.0 0.0 82.9 0.0 0.0 91.3 25.3 13.5 

213 84.9 0.0 0.0 96.5 0.0 0.0 99.7 7.6 0.0 

119 5.7 0.8 0.0 0.0 2.7 0.0 18.5 6.6 0.0 

105 6.5 0.0 0.0 12.3 0.0 0.0 6.3 0.0 0.0 

120 2.6 2.9 2.2 3.6 4.0 1.6 8.4 12.6 6.7 

Ascophillum 
nodosum 

121 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
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208 91.9 31.4 0.0 98.7 67.7 0.0 99.9 71.1 5.6 

22 50.3 2.2 0.0 81.6 4.6 0.0 93.2 12.4 0.0 

21 94.3 4.6 0.0 98.1 3.3 0.5 98.4 0.0 0.0 

149 10.8 0.0 0.0 58.9 4.0 1.8 73.3 42.0 13.6 

219 36.6 0.0 0.0 47.2 0.0 0.0 67.2 20.7 0.0 

55 3.2 0.0 0.0 26.5 4.2 0.0 39.9 22.0 0.0 

150 11.0 1.5 0.0 11.9 2.9 3.3 29.6 6.9 31.1 

Fucus 
vesiculosus 

209 0.00 0.0 0.0 2.21 0.0 0.0 10.1 5.8 0.0 

103 99.0 0.9 3.8 100.0 2.5 0.0 100.0 7.3 3.6 

217 40.2 0.0 0.0 64.5 0.0 0.0 79.4 0.00 1.10 

116 2.6 0.0 1.6 3.7 0.0 2.6 3.4 10.2 0.0 

117 2.3 0.0 0.0 6.9 0.6 0.0 0.0 0.0 0.0 

Durvillea 
antartica 

118 8.7 1.7 3.3 0.8 0.1 0.0 15.2 1.9 0.0 

90 3.0 0.0 0.3 0.0 0.4 0.0 0.0 4.0 0.0 

91 1.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 5.6 0.0 

148 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.8 6.6 3.3 

210 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.3 5.9 2.9 

211 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

214 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

215 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.9 4.4 0.0 

Chorda 
filum 

216 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3   

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques ( 10 %) 

 

Tableau 3.5 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des fucanes  

vis-à-vis du virus de type B 
Type de 
virus B/Florida/4/06 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 

Source     Dose 
      antivirale  
                        
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

212 96.6 62.3 0.0 99.8 93.3 46.9 99.9 95.3 66.0 

105 82.9 50.6 0.0 97.4 80.7 0.0 98.6 94.3 15.1 

213 92.9 64.9 0.0 99.4 87.9 10.1 99.8 86.4 5.0 

218 41.0 0.0 0.0 94.2 17.2 0.0 97.7 54.4 0.0 

119 0.0 0.0 5.6 0.4 3.6 3.1 7.8 0.0 5.9 

120 4.4 7.6 5.1 0.4 2.6 4.4 3.6 0.0 3.1 

Ascophillum 
nodosum 

121 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 7.2 0.0 0.0 

149 92.4 61.6 1.3 99.6 75.7 52.6 100.0 95.2 70.8 

208 93.2 50.1 0.0 99.0 85.0 18.1 100.0 91.7 39.2 

55 74.0 47.0 14.9 94.5 83.4 60.5 97.7 91.9 72.5 

150 74.6 30.1 0.0 98.2 64.2 40.7 98.3 90.0 68.1 

209 75.7 39.4 0.0 97.5 65.9 12.9 99.4 93.7 35.2 

21 98.9 14.0 0.0 99.0 42.3 18.1 99.0 74.0 69.4 

22 43.6 7.7 0.0 87.0 32.7 2.2 80.0 70.7 27.8 

Fucus 
vesiculosus 

219 34.2 0.0 0.0 75.8 20.0 0.0 89.0 66.7 24.1 

103 91.0 0.4 0.0 99.4 20.7 0.0 99.6 57.0 20.8 Durvillea 
antartica 

116 25.7 0.0 1.3 67.7 0.0 5.5 87.4 0.0 0.0 
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117 0.0 0.0 0.0 32.4 27.9 0.0 87.8 37.6 11.3 

118 1.3 0.0 8.9 5.6 0.3 7.1 16.9 0.0 1.1 

217 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 5.8 0.0 0.0 

210 67.8 0.0 0.0 96.8 45.8 22.4 99.5 72.6 55.4 

90 25.1 23.3 1.1 72.5 59.7 35.7 87.0 93.2 63.7 

91 20.7 13.9 0.0 39.9 31.1 13.3 84.8 71.4 51.6 

211 3.4 3.0 0.0 50.5 37.9 45.9 74.4 67.3 69.7 

148 0.0 0.0 0.0 17.4 39.2 40.8 53.2 58.0 65.9 

214 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 36.1 18.0 29.6 

215 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.3 0.0 

Chorda filum 

216 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3   

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques (  10 %) 

 

Note synthèse : 

La relation entre l’activité antivirale, la toxicité et les propriétés des molécules est 

présentée dans le schéma 3.2.  

 Les molécules actives se répartissent parmi les 4 espèces d'algues utilisées. 

 Le virus de type B est plus sensible aux molécules testées que le virus de type A. 

 Les molécules possédant une capacité d'inhibition aussi bien vis-à-vis de la souche 

de type A que de type B sont au nombre de 11. Elles se répartissent au sein des 

espèces, A. nosodium, F. vesiculosus, D. antartica. 

 Aucune des molécules issues de C. filum n'exerce une activité vis-à-vis du virus A. 

 L'essai de robustesse de la procédure d'extraction montre un résultat homogène, 

parmi les 3 molécules issues d'une même procédure : 21, 22, 55.  

 Les procédures de séparation (119, 120, 121) ou d'hydrolyse (218) n'ont pas permis 

d'isoler un principe plus actif que la molécule 105, polysaccharide d'origine. Il en 

est de même pour les oligosaccharides issus de la molécule 148. Cependant, dans le 

cas du virus A, l'oligosaccharide 218 présente une activité inhibitrice alors que la 

molécule 105 n'a aucune activité. Pour les oligosaccharides d'origine de la molécule 

148, leurs activités sont diminuées partiellement ou complètement vis-à-vis de la 

souche virale de type B.   

 En tenant compte de l'activité inhibitrice et de l'effet toxique, les molécules 

suivantes ont été choisies comme les candidats de cette famille de sucres : 
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o Vis-à-vis du virus de type A : 212, 208, 103, 149 

o Vis-à-vis du virus de type B : 212, 149, 55, 103, 210 

o  Vis-à-vis des deux virus : 212, 103, 149 

 

Schéma 3.2 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des fucanes 

 Polysaccharides  Polysaccharides 
séparés  Oligosaccharides 

 Oligosacchaides 
purifiés 

       

105   218  (>10 kDa)   

  119 (>10 kDa)    

212  120 (3-10 kDa)    
A. nodosum 

213  121 (<3 kDa)    

       

21, 22, 55    

149 150  219  (>10 kDa)  F. 
vesiculosus 

208 209  

 

  

 

       

103   

116 (>10 kDa)   

117 (3-10 kDa)   

118 (<3 kDa)   

D. antartica 

217  (>10 kDa)  

  

 

 

       

148   214 (>10 kDa) 

90 91   215 (>10 kDa) C. filum 

210 211  

  

 216 (3-10 kDa) 
Les molécules actives vis-à-vis du virus A sont en jaune ; Les molécules actives vis-à-vis du virus B sont en 

vert ; Les molécules actives vis-à-vis des deux virus sont en rose ; Les molécules soulignées sont toxiques  

(  10 %). 
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III.1.3. Les galactofucanes 

Sept molécules de la famille des galactofucanes ont été extraites de l'algue brune Undaria 

pinnatifida. Parmi ces molécules, les molécules 20, 54, 151 sont des polysaccharides issus 

du même procédé d'extraction. Les oligosaccharides 113, 114, 115 sont issus de la 

fragmentation du quatrième polysaccharide, 140.  

L’activité de ces 7 molécules vis-à-vis des deux souches virales de type A et de type B est 

présentée dans les tableaux 3.6 et 3.7. 

 La reproduction des résultats obtenus avec la molécule 20, avec les molécules 54 et 

151 montre la robustesse de la technique d'extraction employée. Les valeurs CI50 

nécessaires à inhiber 50 % de la réplication du virus B varient de moins de 2,5 

g/ml de 2,5 – 25 g/ml voire de 25 – 250 g/ml en fonction de la dose virale. Vis-

à-vis du virus A, une concentration plus haute, voire supérieure à 250 g/ml en 

fonction de la dose virale utilisée, est nécessaire pour l’obtention une inhibition de 

50 % de réplication virale. L’activité des molécules 54 et 20 est généralement 

moins forte que celle de la molécule 151. 

 Les oligosaccharides 113, 114, 115 hydrolysés à partir de la molécule 140 ont 

permis l'obtention d'une activité antivirale pour ces derniers vis-à-vis du virus A. 

Cependant, cette activité est faible, seulement 10 à 30 % pour une concentration de 

250 g/ml vis-à-vis des doses virales de 10 CCID50/50 l et de 30 CCID50/50 l. 

Vis-à-vis du virus B, une valeur de CI50 comprise entre moins de 2,5 g/ml voire 

entre 25 et 250 g/ml en fonction de la dose virale a été obtenue pour le 

polysaccharide 140. Les oligosaccharides issus de ce polysaccharide présentent une 

activité diminuée (113 et 115) ou une perte d’activité (114).  

Toxicité cellulaire : Aucune molécule n'a montré un effet toxique de plus de 10 % sur 

les cellules. 

 

Tableau 3.6 :  : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des galactofucanes 

vis-à-vis du virus de type A 

Type de virus A/Brisbane/10/2007 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
     Dose   
          antivirale  
Molécules 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

151 99.8 1.6 0.0 100.0 65.7 0.0 100.0 63.4 5.9 
20 23.4 1.2 0.6 59.4 6.1 2.3 80.2 43.7 3.0 
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54 14.3 5.4 2.2 25.9 11.9 2.0 82.2 22.9 23.8 

115 0.0 0.0 0.0 18.9 0.2 0.0 34.6 7.8 3.5 
113 7.9 0.0 5.2 12.0 0.8 7.0 20.0 8.1 12.8 
114 0.0 0.0 0.0 3.2 0.0 0.0 11.9 0.0 0.0 
140 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.9 0.0 0.0 

 
 
Tableau 3.7 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des galactofucanes vis-

à-vis du virus de type B 

Type de virus B/Florida/4/06 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
     Dose 
          antivirale  
Molécules 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

151 98.4 57.4 0.0 100.0 94.7 33.9 100.0 98.5 80.6 

54 78.8 25.8 5.6 95.3 66.1 8.4 98.1 78.8 34.0 

20 51.7 1.0 0.0 94.1 28.2 0.0 94.1 55.0 29.4 

140 40.4 0.0 0.0 83.9 0.0 0.0 97.9 33.0 17.2 

113 84.0 0.0 14.7 95.1 0.0 3.2 99.3 0.0 2.5 
115 65.9 0.0 9.2 82.8 0.0 2.1 94.9 6.9 0.0 
114 9.0 8.8 4.6 0.0 6.8 2.5 4.0 0.0 0.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3    

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2              

 

Note de synthèse : 

La relation entre l’activité antivirale, la toxicité et les propriétés des molécules est 

présentée dans le schéma 3.3. 

 

Schéma 3.3 :  La relation de l’activité antivirale et des propriétés des galactofucanes 

 Polysaccharides  Oligosaccharides  

     

 20, 54, 151    

   113 (>10 kDa)  

 140 (967 kDa)  114 (3-10 kDa)  

   115 (<3 kDa)  

     

Les molécules actives vis-à-vis du virus A sont en jaune ; Les molécules actives vis-à-vis du virus B sont en 

vert ; Les molécules actives vis-à-vis des deux virus sont en rose.  
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 La souche de type B est plus sensible aux molécules testées que la souche de type 

A.  

 Les molécules possédant une activité simultanée vis-à-vis des deux souches de type 

A et de type B sont au nombre de 5, et correspondent aux molécules 151, 20, 54, 

115, 113. 

 Parmi les trois molécules extraites de la même procédure (20, 54 et 151), les 

molécules 20 et 54 présentent une activité moins efficace que celle de la molécule 

151 vis-à-vis des deux souches virales. 

 Les oligosaccharides obtenus par séparation du polysaccharide 140 ont montré une 

activité moyenne vis-à-vis de la souche de type A, tandis qu’une perte d’activité 

comparativement à la molécule d’origine 140 a été observée vis-à-vis du virus de 

type B. 

 Les molécules suivantes ont été choisies comme les candidats de cette famille de 

sucres : 

o Vis-à-vis du virus de type A : 151 

o Vis-à-vis du virus de type B : 151, 140 

o  Vis-à-vis des deux virus : 151 

 

III.1.4. Les hétéroglycanes sulfatés 

Six molécules de la famille des hétéroglycanes sulfatés ont été extraites de la plante 

aquatique, Caulerpa racemosa. Parmi ces molécules, 4 molécules sont des polysaccharides 

(32, 162, 233, 234), 2 molécules sont des oligosaccharides (235, 236) issus de la molécule 

162.  

L’activité de ces 6 molécules vis-à-vis des deux souches virales de type A et de type B est 

présentée dans les tableaux 3.8 et 3.9. 

 Le polysaccharide 162 est le seul à présenter une action vis-à-vis du virus A. 

Cependant, une concentration comprise entre 2,5 et 250 g/ml est nécessaire pour 

neutraliser la réplication virale à faible dose (10 CCID50/50 l). L'augmentation de 

la quantité virale réduit la capacité d'inhibition de la molécule.  
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 Le virus de type B est sensible vis-à-vis des polysaccharides 233, 234, 235 avec 

une CI50 inférieure à 2,5 g/ml quelle que soit la concentration en virus utilisée. 

L’activité de la molécule 162 diminue graduellement en fonction de la dose virale, 

dont la valeur de CI50 est comprise entre 2,5 – 25 g/ml et 25 – 250 g/ml. Les 

molécules 236 et 32 présentent une faible activité de l’ordre de 10 à 20 % 

uniquement à 250 g/ml pour la dose virale de 10 CCID50/50 l. 

 Concernant la toxicité cellulaire, deux molécules ont montré un effet toxique 

significatif à 250 g/ml sur les cellules en phase de croissance : 233 (16 %) et 234 

(21 %) 

Tableau 3.8 :  Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des hétéroglycanes 

sulfatés vis-à-vis du virus de type A 

Type de virus A/Brisbane/10/2007 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
    Dose 
           antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

162 2.0 18.8 0.0 46.1 46.7 20.7 72.1 73.2 16.4 

233 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
234 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
235 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
236 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
32   0.0 0.0   1.0 0.0   4.4 0.1 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3    Non déterminé 

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques (> 10 %) 

 

Tableau 3.9 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des hétéroglycanes 

sulfatés vis-à-vis du virus de type B 

Type de virus B/Florida/4/06 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
   Dose 
           antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

233 98.2 98.1 75.9 99.6 99.6 96.8 99.8 99.8 95.6 

234 93.6 93.1 55.9 99.1 98.7 85.9 99.8 99.0 87.5 

235 97.1 93.9 58.0 99.5 97.7 91.3 100.0 99.9 96.2 

162 60.0 5.0 0.5 82.3 41.0 0.0 93.7 72.1 5.7 
236 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 17.9 0.0 0.0 
32 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 23.6 0.0 0.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3   

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques (  10 %) 
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Note de synthèse : 

La relation entre l’activité antivirale, la toxicité et les propriétés des molécules est 

présentée dans le schéma 3.4. 

 La souche de type B est plus sensible aux hétéroglycanes sulfatés que la souche de 

type A.  

 La molécule 162 est la seule possédant une capacité d'inhibition aussi bien vis-à-vis 

des deux souches de type A et de type B.  

 Deux oligosaccharides 235 et 236 issus de la molécule 162 perdent l’activité 

observée de la molécule parentale vis-à-vis de la souche de type A. Cependant, vis-

à-vis de la souche de type B, l'activité de l'oligosaccharide 235 est plus élevée que 

celle du polysaccharide 162, tandis que l'activité du oligosaccharide 236 est 

inférieure. 

 En combinaison avec la toxicité, les molécules suivantes ont été choisies comme 

les candidats de cette famille de sucres : 

o Vis-à-vis du virus de type A : 162 

o Vis-à-vis du virus de type B : 235, 233 (moins de 25 g/ml) 

o Vis-à-vis des deux virus : 162 

 

Schéma 3.4 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des hétéroglycanes 

sulfatés 

 Les molécules actives vis-à-vis du virus B sont en vert ; Les molécules actives vis-à-vis des deux virus sont 

en rose ; Les molécules soulignées sont toxiques (  10 %). 

 

 Polysaccharides  Oligosaccharides  

     

 32    

 233 234    

   235 (>10 kDa)  

 162  236 (>10 kDa)  
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III.1.5. Les spirulanes 

Huit molécules de la famille des spirulanes ont été extraites des cyanobactéries, Spirulina 

platensis. Toutes ces molécules sont des polysaccharides séparés.  

L’activité de ces 8 molécules vis-à-vis des deux souches virales de type A et de type B est 

présentée aux tableaux 3.10 et 3.11. 

 Vis-à-vis du virus de type A, ces polysaccharides ne présentent aucune activité 

supérieure à 50 %, quelle que soit la dose virale employée.  

 Bien que l'on observe une inhibition plus de 50 % vis-à-vis du virus B cette 

concentration se limite à 250 g/ml.  

 Concernant la toxicité cellulaire, 5 molécules ont montré un effet toxique 

significatif à 250 g/ml sur les cellules en phase de croissance : 86 (48 %), 87 (30 

%), 88 (10 %), 89 (30 %), 124 (13 %).  

 

Note de synthèse : 

 Globalement, les molécules testées ont montré une plus forte activité inhibitrice 

vis-à-vis de la souche de type B que de la souche de type A.  

 Les molécules 89, 86, 87, 88 possèdent une action double vis-à-vis des deux 

souches de type A et de type B.  

 En tenant compte des différentes activités inhibitrices et de la toxicité, les 

molécules suivantes ont été choisies comme les candidats de cette famille de sucres  

o Vis-à-vis du virus de type A : aucune molécule 

o Vis-à-vis du virus de type B : 122 

o Vis-à-vis des deux virus : aucune molécule  

 

Tableau 3.10 :  Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des spirulanes vis-à-vis 

du virus de type A 

Type de virus A/Brisbane/10/2007 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
     Dose 
          antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

89 22.0 2.8 0.0 24.6 4.0 0.0 27.4 9.3 0.0 
86 13.5 2.9 0.0 14.8 2.8 0.0 27.3 5.7 0.3 
87 8.3 0.0 0.0 18.7 0.0 0.0 28.6 0.0 1.1 



  Chapitre III : Criblage de l’activité antivirale - Résultats 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       123 

88 10.1 0.0 0.0 16.5 0.0 0.0 28.2 0.0 0.0 
122 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
123 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
124 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
125 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

 

Tableau 3.11 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des spirulanes vis-à-vis 

du virus de type B 

Type de virus B/Florida/4/06 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
     Dose 
           antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

122 45.4 0.0 0.0 85.9 1.3 0.0 86.6 48.6 0.0 
89 41.6 0.0 0.0 95.0 0.0 1.9 94.7 42.6 0.0 
88 49.4 0.0 0.0 79.6 0.0 0.0 94.2 0.0 0.0 
86 47.6 4.2 0.0 73.2 4.0 0.0 91.4 3.0 0.0 
87 29.2 0.0 3.2 63.4 0.0 0.0 89.6 1.9 1.5 

124 0.0 0.0 0.0 13.9 0.0 0.0 79.9 32.0 0.0 
125 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 31.9 0.0 0.0 
123 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 14.9 0.0 0.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3   

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques (  10 %) 

 

 

III.1.6. Les carraghénnanes – les xylanes sulfatés – les xylomannanes 

sufatés – les ulvanes  

L’activité de ces molécules est présentée aux tableaux 3.12 et 3.13 

 

 Les carraghénanes 

o Trois polysaccharides de la famille des carraghénanes (164, 165, 166) 

d'origine de l'algue rouge d'Agardhiella tenera ont été extraits.  

o Ces molécules présentent une activité neutralisante vis-à-vis du virus B, 

dont la CI50 est encore comprise entre 25 et 250 g/ml pour la dose virale 

de 100 CCID50/50 l.   

o Seul le polysaccharide 165 présente une faible activité vis-à-vis du virus A 

puisque ce dernier est neutralisé en présence de 25 à 250 g/ml uniquement 

pour la dose virale de 10 CCID50/50 l. 
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o Des effets toxiques très faibles (< 5 %) sont observés pour ces trois 

molécules. 

o Pour la sélectionner des molécules représentatives : 

 Vis-à-vis du virus de type A : 165 

 Vis-à-vis du virus de type B : 166 

 Vis-à-vis des deux virus : 165 

 

 Les xylanes sulfatés 

Deux polysaccharides de la famille des xylanes sulfatés (96, 97) ont été 

extraits de l'algue rouge, Palmaria palmata. Outre leur capacité inhibitrice 

vis-à-vis des deux souches virales, ces deux molécules présentent un effet 

toxique significatif à 250 g/ml sur les cellules en phase de croissance. En 

effet, il s'agit de 24 % pour la molécule 96 et 21 % pour la molécule 97. En 

raison de cette forte toxicité, nous n'avons pas poursuivre l'étude de tels 

composés. 

 

  Les xylomannanes sulfatés 

o Un polysaccharide de la famille des xylomannanes (167) a été extrait en 

utilisant une espèce de l'algue rouge, Nothogenia fastigiata, comme matière 

première. 

o Cette molécule présente une activité uniquement vis-à-vis du virus B. La 

concentration entre 25 et 250 g/ml est nécessaire pour inhiber 50 % de la 

réplication virale. 

o La faible toxicité observée avec ce polysaccharide permet de conserver la 

molécule 167 comme candidat vis-à-vis du virus B.  

 

 Les ulvanes 

o Vingt-trois molécules de la famille des ulvanes ont été extraites. L'espèce 

Ulva armoricana de l'algue verte est utilisée principalement pour 

l'extraction des molécules, sauf pour la molécule 144 qui obtenue à partir de 
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l'espèce Enteromorpha intestinalis. Ce groupe comporte des 

polysaccharides, des polysaccharides séparés, et des oligosaccharides.  

o Les polysaccharides testés sont soit inactifs soit faiblement actifs aussi bien 

vis-à-vis du virus A que B. Les effets observés sont principalement obtenus 

avec une concentration virale de 10 CCID50/50 l. Néanmoins, le 

polysaccharide 14 a été conservé en raison de son activité vis-à-vis des virus 

A et B, même si 250 g/ml est nécessaire pour obtenir plus de 50 % 

d'inhibition. 

 

Tableau 3.12 : Activité inhibitrice (%) des molécules des familles des carraghénanes, des 

xylanes sulfatés, des xylomannanes sulfatés, des ulvanes vis-à-vis du virus de type A  

Type de virus A/Brisbane/10/2007 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l Famille de 

sucres         Dose  
           antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

165 0.0 0.0 0.0 14.0 0.0 0.0 34.4 43.0 19.6 
164 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 21.7 3.8 0.0 Carraghénanes 

166 0.0 0.0 0.0 0.0 1.6 0.0 0.0 19.0 4.2 
                

97 14.4 2.7 0.0 37.4 10.6 2.1 40.3 11.0 2.4 
Xylanes sulfatés 

96 8.9 0.0 0.0 8.8 2.5 0.0 26.1 9.5 0.0 
                

Xylomannanes 
sulfatés 167 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 3.8 

          
14 20.7 0.0 0.0 54.2 5.6 0.0 65.1 16.8 3.0 

101 24.9 0.0 0.0 41.2 4.6 0.0 52.3 8.0 4.7 
16 6.6 0.0 0.0 18.1 6.2 1.5 16.3 5.0 0.0 
78 7.3 0.7 0.0 10.4 0.0 0.0 14.9 1.2 0.0 
95 2.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 11.7 0.0 0.0 

100 0.1 0.0 0.0 2.3 2.6 0.0 11.2 2.2 3.2 
17 1.6 1.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.3 
18 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.4 0.0 0.0 
19 1.5 0.0 1.0 1.3 0.0 2.8 0.0 0.0 0.0 
53 1.2 3.0 0.0 4.2 3.0 0.0 9.8 9.4 5.0 
77 1.6 0.0 1.2 3.0 0.0 0.9 3.9 3.9 4.6 
94 4.4 4.6 0.0 7.5 0.0 0.0 8.1 0.0 0.0 

102 0.4 4.3 0.1 3.4 2.6 0.0 1.9 5.9 5.0 
142 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 22.2 
143 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.8 11.5 9.1 
144 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
145 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
146 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.3 
147 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 25.2 
168 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Ulvanes 

243 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 



  Chapitre III : Criblage de l’activité antivirale - Résultats 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       126 

244 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
245 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

 

Tableau 3.13 : Activité inhibitrice (%) des molécules des familles des carraghénanes, des 

xylanes sulfatés, des xylomannanes sulfatés, des ulvanes vis-à-vis du virus de type B  

Type de virus B/Florida/4/06 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l Famille de 

sucres      Dose  
           antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

166 85.6 23.2 0.0 97.2 84.0 18.0 97.8 95.9 70.9 
164 90.1 19.9 0.0 98.3 72.6 0.0 97.4 95.6 49.2 Carraghénanes 

165 89.3 26.2 0.0 99.0 86.9 0.0 99.1 90.5 7.3 
                      

96 11.5 0.0 0.0 54.5 0.0 0.0 69.7 18.3 0.0 
Xylanes sulfatés 

97 37.2 0.0 0.0 75.2 0.3 0.0 81.5 1.4 0.0 
                      

Xylomannanes 
sulfatés 167 70.9 0.0 0.0 95.0 9.3 0.0 96.5 50.4 0.0 

          
14 67.5 0.0 0.0 93.0 0.0 1.7 96.0 0.0 0.0 

144 0.0 0.0 0.0 38.1 0.0 0.0 83.5 47.0 1.3 
145 0.0 0.0 0.0 5.7 0.0 0.0 30.3 10.7 25.1 
94 6.9 0.0 0.0 2.5 0.0 0.0 10.5 19.2 0.0 

243 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 10.9 19.3 0.0 
146 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 39.3 0.0 16.3 
168 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.0 38.5 0.0 0.0 
100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 35.2 0.0 0.0 
78 0.0 0.0 0.9 1.9 0.0 0.0 30.3 3.4 0.6 
53 3.8 6.9 3.5 2.0 2.6 0.0 22.3 6.1 10.1 
77 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 18.7 1.3 5.2 

143 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 18.6 0.0 19.0 
102 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 15.8 4.3 0.0 
95 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 0.0 0.0 

101 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.5 0.0 0.0 
142 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.8 0.0 4.3 
147 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.6 0.0 0.0 
244 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
245 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
16 5.0 0.0 0.0 5.6 0.0 0.0 9.3 0.0 0.0 
17       0.0 0.0 0.0 0.6 0.0 0.0 
18 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 

Ulvanes 

19 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4 1.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3    Non déterminé 

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques (  10 %) 
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III.2. LES FAMILLES CHARGEES 

III.2.1. Les apiogalacturonanes 

L'activité des 18 molécules de la famille des apiogalacturonanes a été mise en 

évidence. Ces molécules ont été extraites de la plante aquatique, Zostera marina. Parmi les 

molécules purifiées : 

 9 molécules sont des polysaccharides, 7 molécules sont des polysaccharides 

séparés, 2 molécules sont des oligosaccharides (247, 248).  

 Les trois polysaccharides 30, 31, 99 sont issus de la même procédure d'extraction.  

 Deux molécules 82, 83 sont les polysaccharides séparés provenant du groupe des 

molécules 30, 31, 99.  

L'activité de ces 18 molécules envers les virus de type A et de type B est présentée 

dans les tableaux 3.14 et 3.15. 

 Vis-à-vis du virus de type A :  

o Globalement, 9 molécules ont montré une activité inhibitrice. 

o Les molécules d'intérêts sont 158, 160, 161, 159, 82. A la concentration de 

250 g/ml, ces molécules montrent une inhibition plus de 50 % sur toutes 

les trois doses virales allant de 100 CCID50/50 l à 10 CCID50/50 l. Pour 

les molécules 158 et 160, une concentration de 25 g/ml est suffisante pour 

indure une inhibition de plus de 50 % contrairement aux molécules 159, 

161, et 82.  

 Vis-à-vis du virus de type B :  

o A la concentration de 250 g/ml, 50 % des molécules montrent une activité 

inhibitrice supérieure à 50 % vis-à-vis des trois doses virales. Ce sont des 

molécules 99, 246, 30, 82, 159, 158, 160, 161, 83. Parmi elles, les 

molécules 99, 246, 30 sont les plus efficaces puisqu'elles sont encore actives 

jusqu'à 25 g/ml et 2,5 g/ml (vis-à-vis de la dose virale de 10 CCID50/50 

l). L'activité des autres diminue en fonction des doses virales.    

 Toxicité cellulaire : 4 molécules présentent un effet toxique significatif à la 

concentration de 250 g/ml sur les cellules en phase de croissance : 160 (11 %), 82 

(21 %), 83 (16 %), 246 (18 %). 
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Tableau 3.14 :  Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des apiogalacturonanes 

vis-à-vis du virus de type A 

Type de virus A/Brisbane/10/2007 (H3N2) 
Dose virale 100 CCID50/50 l 30 CCID50/50 l 10 CCID50/50 l 

       Dose  
        antivirale 

             
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

158 100.0 56.7 0.0 100.0 88.6 0.0 100.0 82.3 0.0 
160 100.0 43.9 0.0 100.0 86.6 0.0 100.0 87.5 0.0 
161 99.0 0.0 0.0 99.9 22.9 0.0 100.0 69.9 0.0 
159 49.6 0.0 0.0 89.1 6.0 0.0 74.4 36.2 2.2 
82 50.2 0.0 0.0 71.5 3.4 0.0 82.3 6.1 2.6 
83 24.5 0.0 0.0 39.3 0.0 0.0 46.2 0.5 0.0 
99 11.2 0.0 0.0 31.0 0.0 2.0 45.4 0.7 10.0 

136 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 22.5 0.0 0.0 
30  3.6 0.0  1.7 0.0  46.2 35.7 
31  0.0 0.0  0.5 0.0  6.2 0.0 

134 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
135 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.5 
137 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
138 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
139 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
246 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
247 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
248 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

 

Tableau 3.15 : Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des apiogalacturonanes 

vis-à-vis du virus de type B 

Type de virus B/Florida/4/06 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 
        Dose 
          antivirale 

 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

99 94.1 31.7 0.0 98.5 65.8 5.5 99.9 94.4 56.8 
246 87.4 18.8 0.0 99.1 74.2 5.3 97.7 77.0 24.5 
30 84.8 20.1 0.0 94.6 58.0 0.0 97.9 76.8 31.6 
82 95.8 26.8 0.0 98.9 71.1 0.0 99.7 94.2 0.0 

159 77.4 0.9 0.0 96.5 55.0 0.0 97.4 79.5 0.0 
158 91.2 0.0 0.0 98.5 18.9 0.0 98.7 41.1 0.0 
160 85.3 0.0 0.0 96.6 14.1 0.0 96.3 21.2 0.0 
161 81.8 0.0 0.0 96.9 0.0 0.0 98.7 19.0 0.0 
83 92.1 0.0 0.0 97.3 0.9 0.0 98.7 10.3 0.0 

134 45.4 0.0 0.0 82.5 0.0 0.0 92.2 35.0 0.0 
135 20.0 0.0 0.0 74.3 0.0 0.0 98.3 0.0 0.0 
31 10.1 4.2 0.0 44.0 12.4 0.0 81.3 33.0 0.0 

247 0.0 0.0 0.00 28.7 0.0 0.0 51.7 0.0 0.0 
138 0.0 0.0 0.0 32.2 0.0 0.0 74.7 0.0 0.0 
139 0.0 0.0 0.0 37.8 6.9 0.0 74.3 0.0 0.0 
137 0.0 0.0 0.0 5.0 0.0 0.0 71.9 0.0 0.0 
136 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 31.7 0.0 0.0 
248 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 19.0 0.0 0.0 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3    Non déterminé 

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques (  10 %) 
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Note de synthèse : 

La relation entre l’activité antivirale, la toxicité et les propriétés des molécules est 

présentée dans le schéma 3.5. 

 

Schéma 3.5 : La relation de l’activité antivirale et des propriétés des apiogalacturonanes 

Polysaccharides  
Polysaccharides 

séparés 
 

Oligosaccharides 

purifiés 

     

30, 31, 99  82   

  83  247 (>10 kDa) 

139 (85 kDa)    248 (3-10 kDa) 

246  134 (200 kDa)   

158 159  135   

160 161  136 (26 kDa)   

  137 (70 kDa)   

  138 (495 kDa)   

Les molécules actives vis-à-vis du virus B sont en vert ; Les molécules actives vis-à-vis des deux virus sont 

en rose ; Les molécules soulignées sont toxiques (  10 %). 

 

 Le virus de type B est plus sensible aux molécules testées que le virus de type A. 

Toutes 18 molécules testées ont une activité inhibitrice vis-à-vis du virus B, dont 9 

molécules présentent une activité simultanée vis-à-vis des deux virus d’épreuve. 

 Pour les trois molécules extraites de la même procédure, seules les molécules 99 et 

30 présentent des activités comparables vis-à-vis du virus de type B. L'activité de la 

molécule 31 est diminuée ou éliminée. 

 Bien que l'activité inhibitrice des deux fractions 82 et 83 (du group 30, 31, 99) soit 

persistante, l'effet toxique obtenu pour ces molécules réduit leurs potentiels.   
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 L’activité inhibitrice vis-à-vis du virus B est persistante pour l’oligosaccharide 247 

hydrolysé du polysaccharide 139, tandis que celle de l’oligosaccharide 248 est 

diminuée. 

 En combinaison de l'activité inhibitrice et de l'effet toxique, les molécules suivantes 

ont été choisies comme les candidats de cette famille de sucres : 

o Vis-à-vis du virus de type A : 158, 161, 159 

o Vis-à-vis du virus de type B : 99, 158, 159 

o Vis-à-vis de deux virus : 158, 159, 161 

 

III.2.2. Les alginates 

L'activité des 50 molécules appartenant à la famille des alginates a été étudiée (voir 

annexe 1). Cinq espèces de l'algue brune ont servi à l'obtention des matières premières : 

Laminaria japonica (31/48), Chorda filum (12/48), Fucus vesiculous (5/48), Ascophillum 

nodosum (1/48), Durvillea antartica (1/48). Les 4 degrés de purification sont représentés : 

les polysaccharides, les oligosaccharides de mélange, les oligosaccharides séparés, les 

oligosaccharides purifiés.   

 

 Vis-à-vis de la souche A, les molécules actives appartiennent à l'espèce L. 

japonica. Cependant la plupart des molécules actives sur la souche A (38 à 

46) présentent un effet toxique environ 100 % à 250 g/ml ou même à 25 

g/ml sur les cellules confluentes.  

 Toutes les espèces présentent des candidats actifs vis-à-vis du virus B. 

Cependant seuls les 4 polysaccharides 92, 93, 106, et 163 présentent une 

capacité inhibitrice vis-à-vis des trois doses virales du virus B. Les 

molécules 92, 93, 163 possèdent des valeurs de CI50 comprises entre 25 – 

250 g/ml (100 CCID50/50 l), et 2,5 – 25 g/ml (30 CCID50/50 l, et 10 

CCID50/50 l). Une concentration de 25 – 250 g/ml est nécessaire pour la 

molécule 106 afin d’inhiber 50 % de la réplication en présence de trois 

doses virales. 

En conclusion, aucune molécule est intéressante pour le virus A. Seulement 8 % 

des alginates testés présentent une bonne activité inhibitrice pour le virus B. Cependant la 
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molécule 92 est exclue pour la sélection due à son effet toxique de 44 %. Le 

polysaccharide 163 est un candidat de choix pour le virus B.    

 

III.3. LES FAMILLES NEUTRES 

Neuf familles de sucres non chargées, correspondant à 74 molécules, font partie de 

cette étude : les amidons, les galactomannanes, les glucomannanes, les isolichenans, les 

xyloglycanes, les celluloses, les dextranes, les xanthanes, les glycanes. L'ensemble des 

résultats du criblage de ces familles ont mis en évidence l'activité de certaines molécules 

sur les souches virales testées (voir annexe 1). Cependant la plupart de ces activités 

correspondent au groupe 2, où la présence d'une activité de plus de 50 % s'accompagne 

souvent de toxicité. Entre outre, l'absence de dissolution complètement du dextrane (28) 

n'a pas permis son étude. Finalement, bien que certaines molécules actives soient 

observées, ces groupes de sucre sont exclus de la sélection de nouveaux candidats pour la 

suite de l'étude.  

 

 Les amidons 

Les molécules 199, 200 et 197 sont des amidons actifs sur les deux souches virales. 

L'action des molécules 200 et 197 est principalement à 250 g/ml vis-à-vis de la dose de 

10 CCID50/50 l. La molécule 199 est plus efficace sur trois doses virales à 250 g/ml, 

cependant elle présente à cette concentration à un effet toxique de 14 % sur les cellules en 

phase de croissance. 

 

 Les isolichenans 

Pour les isolichenans, des activités au groupe 2 (moins de 30 %) ont été observées 

pour les molécules 63, 64, et 66 sur deux doses virales de 30 et 10 CCID50/50 l, 

uniquement à une concentration de 250 g/ml. La souche B est plus sensible aux molécules 

63, 66, et 64 que la souche A avec une capacité d'inhibition plus de 50 % en présence de 

250 g/ml vis-à-vis de la dose de 10 CCID50/50 l. Toutefois, cette activité décroit en 

fonction de la dose virale. Outre ces dernières, la molécule 65 est également active sur la 

souche de type B, mais uniquement à 250 g/ml pour une dose de 10 CCID50/50 l.    

 



  Chapitre III : Criblage de l’activité antivirale - Résultats 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       132 

  Les xyloglucances 

Seule la molécule 4 montre une activité inhibitrice de plus de 50 % à 250 g/ml vis-

à-vis des trois doses virales de la souche A. Elle a ainsi montré un effet persistant jusqu'à 

25 g/ml sur la dose de 10 CCID50/50 l. Vis-à-vis de la souche de type B, toutes les 

molécules actives ont présenté une faible activité.   

 

 Les glucomannanes 

Vis-à-vis des deux souches virales, seule la molécule 174 a montré une action 

double sur trois doses virales à la concentration de 250 g/ml. Cependant un effet toxique 

est observé aussi bien sur cellules confluentes (15 %) que sur cellules en phase de 

croissance (11 %) à cette concentration de 250 g/ml.  

 

 Les galactomannanes – les glycanes – les celluloses – les xanthanes 

Aucune molécule de ces familles n'a présenté l'activité inhibitrice vis-à-vis de la 

souche de type A. Quant à la souche de type B, seuls deux galactomannanes et trois 

glycanes ont montré une activité correspondante au groupe 2 sur la dose de 10 CCID50/50 

l. 
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L’évolution permanente mais imprévisible des virus grippaux entraîne un problème 

de santé publique continuel. Les antiviraux, primitivement considérés comme moyens 

complémentaires des vaccins, jouent un rôle indispensable dans le traitement curatif ou 

prophylactique d’une infection grippale en cas de saut antigénique (pandémie) ou de 

glissement antigénique (épidémie). Jusqu'à présent, quatre antiviraux ont été approuvés 

pour le traitement contre la grippe. Malheureusement, l'émergence des virus résistants est 

un phénomène inéluctable. Le développement de nouvelles classes d’antiviraux contre la 

grippe est donc un objectif majeur. Bien que l'élaboration de nouvelles molécules par 

synthèse ait permis l’obtention de molécules antivirales efficaces (zanamivir, oseltamivir), 

l’exploitation de molécules issues de la biodiversité représente une source importante de 

molécules à découvrir (131). Parmi les composés naturels actifs, il a été démontré que les 

molécules appartenant au groupe des glucides possèdent des activités biologiques 

intéressantes, dont l'activité antivirale (1).  

Les glucides, également appelés hydrates de carbone, constituent un groupe de 

composés non seulement essentiels pour des êtres vivants mais aussi les plus abondants 

dans la nature (263). Les glucides sont répartis en monosaccharides, oligosaccharides et en 

polysaccharides. La grande diversité de monosaccharide et de liaisons osidiques permettant 

la formation de polysaccharides résulte en une pluralité structurale.  

 

 Vue générale de la propriété antivirale des molécules testées 

Afin de différencier l’activité biologique des molécules, deux types de virus 

influenza ont été utilisés comme virus d’épreuve. Nous avons défini des critères de 

sélections basés sur la capacité des molécules à inhiber les deux virus avec une activité 

croissante, et une toxicité cellulaire faible voire nul. Le premier groupe correspond à des 

molécules dont la capacité d’inhibition est inférieure à 10 % pour l’un ou l’autre des virus 

d’épreuves. Le second groupe reprend des molécules dont la capacité d’inhibition est 

comprise entre 10 et 50 %. Enfin, le troisième groupe correspond à des molécules dont la 

capacité d’inhibition est supérieure à 50 %.  

Les figures 3.1 et 3.2 présentent une vue d’ensemble des résultats de criblage. Vis-

à-vis du virus d’épreuve de type A, en présence d’une dose virale de 10 CCID50/50 μl, les 

molécules de groupe 1 représentent plus de 80 % des polysaccharides testés à des 

concentrations en molécules comprises entre 2,5 et 25 μg/ml. Ce pourcentage diminue à 60 

% lorsque la concentration est de 250 μg/ml, mettant en évidence une augmentation de 
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molécules de capacité biologique correspondant aux critères des groupes 2 et/ou 3. Le 

pourcentage de polysaccharides avec une capacité d’inhibition du groupe 1 reste 

majoritaire lors de l’augmentation de la dose virale mis en contact avec les molécules. 

Cependant, un faible % de molécules, compris entre 10 et 20 %, reste actif vis-à-vis de la 

souche d’épreuve de type A quelle que soit la dose virale employée et ce pour une 

concentration d’utilisation de 250 μg/ml. 

   Vis-à-vis du virus d’épreuve de type B (figure 3.2), en présence d’une dose virale de 

10 CCID50/50 μl, le pourcentage de molécules de groupe 1 varie entre 35 et 80 %. Ce 

pourcentage est inversement proportionnel à la concentration en molécule utilisée. On 

observe cette même baisse pour les molécules de groupe 2 qui passent de 20 à 5 % et pour 

les molécules de groupe 3 qui passent de 40 à 5 %. Le pourcentage de molécules répondant 

aux critères du groupe 3 est beaucoup plus important vis-à-vis du virus d’épreuve de type 

B que vis-à-vis du virus d’épreuve de type A. Il est surtout intéressant de noter que le 

pourcentage de molécules répondant aux critères du groupe 3 reste significatif lors de 

l’augmentation de la dose virale mise en contact avec les trois concentrations de molécules 

testées. Ainsi pour une concentration de 250 μg/ml et une dose virale de 100 CCID50/50 

μl, 20 % des polysaccharides testés répondent aux critères du groupe 3.  

 

Figure 3.1 : Histogramme de la distribution des molécules actives en fonction des 3 

groupes d'inhibition vis-à-vis du virus de type A  
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Figure 3.2 : Histogramme de la distribution des molécules actives en fonction des 3 

groupes d'inhibition vis-à-vis du virus de type B 

 

L’ensemble de ces résultats montrent que les polysaccharides testés sont plus actifs 

vis-à-vis du virus d’épreuve de type B que de type A. D’autre part, vis-à-vis du virus 

d’épreuve de type B, le pourcentage des molécules appartenant au groupe 3 est supérieur à 

celui du groupe 2. Ainsi parmi l’ensemble des polysaccharides testés un faible pourcentage 

répond aux critères de sélections établis.  

Les molécules qui ont une double activité vis-à-vis des deux types de virus 

d'épreuves, peuvent être regroupées dans seulement 7 des 20 familles de sucres. 

L’ensemble de ces sucres diffèrent par leurs compositions osidiques, le taux de 

ramification, et la charge générale de la molécule. Les deux premiers critères sont en cours 

de détermination par le CERMAV, partenaire académique du consortium CARBINFEC. 

 

Vue générale de l’activité antigrippale en fonction la propriété de la charge 

électrostatique, la famille d’origine et la structure des polysaccharides 

La charge générale des molécules a permis un regroupement de l’ensemble des 

polysaccharides testés en trois groupes, les neutres, les chargés et les polysaccharides 

sulfatés.  

B/Florida/10/06

0

20

40

60

80

100

120

250 g/ml 25 g/ml 2,5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2,5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2,5 g/ml

100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l

Po
ur

ce
nt

ag
e 

de
s m

ol
éc

ul
es

 d
e 

ch
aq

ue
 g

ro
up

e 
d'

in
hi

bi
tio

n 
(%

)

Groupe 1 (I  10%)
Groupe 2 (10% < I < 50%)
Groupe 3 (I  50%)



  Chapitre III : Criblage de l’activité antivirale - Discussion 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       137 

Les sucres considérés comme neutres ne présentent pas d’activité antivirale puisque 

aucune des 74 molécules testées n’a présenté d’activité répondant aux critères de sélections 

établis. Outre le fait d’être neutre, ces molécules sont majoritairement des polyholosides ou 

hétérosides, principalement constitués d’oses tels que le glucose, le mannose, avec un taux 

de ramification variable en fonction de l’origine. Ces polymères sont principalement 

utilisés dans le monde végétal ou animal comme polymères de stockage d’énergie comme 

pour l’amidon, ou comme constituant de la paroi comme la cellulose.  

 

L’ensemble des molécules possédant une activité biologique antivirale pour l’un ou 

l’autre des virus d’épreuves sont dites « chargés » en raison de la présence des 

groupements carboxylates, ou « sulfatés » en raison de la présence des groupements 

sulfates.  

Parmi les 20 familles de sucres testées, deux peuvent être considérées comme des 

polysaccharides chargés, les alginates et les apiogalacturonanes. Leur charge négative est 

attribuée aux groupes carboxylates portés par des constituants d'acide uronique (58, 93). Il 

apparaît dans notre étude que la capacité biologique d’inhibition du virus influenza est 

principalement portée par la famille des apiogalacturonanes, puisque 9 molécules sur 18 

présentent une activité. Les alginates, quant à eux, possèdent seulement 4 molécules sur 50 

correspondant aux critères de sélection vis-à-vis du virus d’épreuve B.  

Les apiogalacturonanes sont des constituants de polysaccharides pectiques, 

synthétisés par un nombre très limité de plantes. Dans notre étude, ils sont isolés de la 

plante aquatique Zostera marina. Ces polysaccharides sont caractérisés principalement par 

une chaîne d’acide -(1,4)-D-galacturonique substituée par des résidus d’apioses ou 

d’oligoapioses. L’étude de Gloaguen et al. permet de développer un modèle structurel de 

l’apiogalacturonane de l’espèce Z. marina (figure 3.3) (93). Cette étude également montre 

que ce polysaccharide est capable d'inhiber la prolifération, la migration, et l'invasion d'un 

type de cellule de carcinome épidermoïde. Ainsi, les données obtenues suggèrent que cette 

activité est liée à des chaînes d’apioses. De plus, l’activité immunostimulante d’un 

apiogalaturonane isolé de l’espèce Lemna minor a été identifiée (218). Donc, pour les 

apiogalacturonanes testés, l’activité antivirale obtenue pourrait être liée à une structure 

constituée des résidus acidiques et des chaînes latérales d’apioses.  
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Figure 3.3 : Structure chimique d’une chaîne d’apiogalacturonane. Le type de liaisons 

entre les apioses et les oligoapioses, ainsi leur distribution le long du squelette ne sont pas 

encore caractérisés. (Source : Gloaguen et al., 2010, J Nat Prod (93))  

 

Les alginates de l’algue brune, classés dans le même groupe « chargé » avec les 

apiogalaturonanes, pourtant ne possèdent pas d’activité antivirale correspondant aux 

critères de sélection vis-à-vis des deux virus testés, quel que soit le type de fractionnements 

testés. Il semble qu’une structure linéaire de l’alginate, constituée principalement de deux 

monomères, l’acide -D-mannuronique et l’acide -L-guluronique (figure 3.4), est moins 

favorable à l’établissement d’un domaine actif avec une activité biologique de type 

antiviral.      

 

 

 

        

 

 

 

 

 

Figure 3.4 : Caractère structurel de l'aginate a) monomère b) conformation d'une 

chaîne c) distribution des blocs acidiques. (Source : Draget et al., 2002, Biopolymers (58)) 
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Les familles parmi lesquelles nous avons pu isoler le plus de candidat avec un 

potentiel d’inhibition important vis-à-vis de l’un ou l’autre virus d’épreuve sont 

caractérisés par la présence de groupements sulfates. A l’exception des xylanes sulfatés qui 

ont montré un fort taux de toxicité, les 8 autres familles ont présenté une capacité 

d’inhibition. Après sélection en fonction des critères de choix, 10 molécules ont été 

sélectionnées réparties dans 6 familles de sucres. 

Parmi les sucres sulfatés, la famille des arabinogalactanes est la plus active puisque 

15 des 25 molécules possèdent une activité vis-à-vis des deux virus d’épreuve. Les 

arabinogalactanes participent généralement à la structure des polysaccharides pectiques du 

monde végétal. Leurs structures comportent principalement un squelette composé d’unités 

de galactose sur lequel se situent des chaînes latérales d’arabinogalactane. Dans cette 

étude, les arabinogalactanes sont isolés d’une algue verte, Codium fragile. Cette espèce 

possède une paroi à l’architecture spécifique qui présente des caractéristiques communes 

ou non à celles des algues vertes et des plantes terrestres. La structure des 

arabinogalactanes de l’espèce Codium semble similaire à celle des arabinogalactanes de 

type II des plantes terrestres (figure 3.5). D’après Estevez et al., c’est un polysaccharide 

acidique en raison de la présence de résidus de pyruvate. De plus il se caractérise par des 

groupes sulfatés situés sur les unités d’arabinopyranose et de galactopyranose (71). La 

présence des groupes sulfatés dans la structure des arabinogalactanes testés pourrait 

favoriser une activité antivirale à côté de l’activité biologique déjà découverte dans les 

autres espèces. Il a été démontré que les arabinogalactanes extraits de l'espèce d'Echinacea 

purpurea (une plante médicinale) et d'une espèce de mélèze, le Larix occidentalis, 

présentent des activités antitumorales et immunostimulantes (112, 168). Nous suggérons 

que la structure spécifique des arabinogalactanes en association avec la présence des 

groupements sulfates permettent d’établir des domaines de type antiviral. 
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Figure 3.5 : Structure de l’arabinogalactane de type II des plantes terrestres  

(Gal : galactose, Araf : arabinofuranose) 

Source : Mohnen, 2008, Curr Opin Plant Biol (187) 

 

Les fucanes, un hétéroside composé principalement de L-fucose, font partie des 

molécules actives vis-à-vis des deux virus d’épreuves. Cependant, l’activité antivirale 

observée est variable en fonction de l’origine d’extraction. Des structures complexes et des 

compositions différentes de chaque espèce peut être une des raisons pour expliquer cette 

variance. En fait, les fucanes de F. vesiculosus et d'A. nodosum sont majoritairement 

constitués d’une structure de répétition saccharidique, avec des liaisons de type (1,3) ou 

une alternance de (1,3) et (1,4). Jusqu’à 3 sulfates par disaccharide peuvent être présents 

sur cette structure. Concernant l’espèce C. filum, la structure de base correspond à une 

répétition d’hexasaccharide avec un haut degré de ramification et des groupements sulfates 

en position 2 ou 4 (figure 3.6). Les substituants comme des acétyles et des 

monosaccharides (galactose, glucose, xylose, mannose, acide glucuronique) participent 

également à la structure hétérogène complexe des fucanes. Les fucanes ont un large spectre 

d'activités biologiques telles que l’activité anticoagulante, antithrombotique, 

antiproliférative, anti-adhérente, antivirale (22). L’activité anticoagulante des fucanes 

extrait d’invertébrés peut être reliée à la structure linéaire du polysaccharide ainsi qu’à la 

charge globale de la molécule (213). Donc, la variabilité de l’activité antigrippale des 

fucanes testés est sans doute la conséquence de structure de base différente du degré et de 

la position de sulfate variable selon l’espèce d’origine.    
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Figure 3.6 : Structures du fucane sulfaté des algues brunes. A) L’espèce A. nodosum et 

F. vesiculosus  B) L'espèce C. filum. (les substituants tels que les O-acétyles, les branches 

sont présentes dans ces structure). Source : Berteau et Mulloy, 2003, Glycobiology (22) 

 

Les galactofucanes de l’algue brune Undaria pinnatifida, font partie de la troisième 

famille de sucres sulfatée présentant une activité intéressante vis-à-vis des deux virus 

d’épreuve. Ce polysaccharide est un type de fucane qui contient principalement du L-

fucose, D-galactose et des groupements sulfates. L’activité antiherpès des galactofucanes 

sulfatés de différentes espèces a été rapportée (118, 217). L’étude chez l’algue brune 

Adenocytis utricularis présente une structure hétérogène de galactofucane. A l’exception 

d’une structure commune avec le fucane, le domaine de galactane est également 

hétérogène avec une structure dominante de D-galactopyranose associée par la liaison de 

type (3,6). Sur cette structure, les groupements sulfates se situent principalement en 

position C4. Donc, une combinaison entre la structure complexe et la sulfatation des 

galactofucanes peut être un avantage pour l’activité antigrippale.  

 

B. Chorda filum 

A.  Ascophyllum nodosum/ Fucus vesiculosus 
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Trois derniers candidats appartiennent aux familles des carraghénanes, des 

hétéroglycanes sulfatés et des ulvanes.  

o Le carraghéenane est un nom générique des polysaccharides linéaires de la 

famille des galactanes sulfatés, extraits des parois de l'algue rouge. Ils sont 

formés par la répétition régulière du motif 3- -D-galactopyranose et 4- -D-

galactopyranose. Les carraghénanes sont répartis en différentes familles 

selon la position des groupements sulfates et la présence ou non d'unités 

3,6-anhydrogalactose (figure 3.7). Les autres résidus (xylose, glucose, acide 

uronique) peuvent se trouver dans la structure de cette molécule.  

o Les hétéroglycanes de l’algue Caulerpa racemosa se caractérisent par une 

structure ramifiée, composée des oses d’arabinose, de galactose et de 

xylose, avec les groupements sulfates en position C3 d’arabinose et en C6 de 

galactose (39). 

o La structure chimique des ulvanes est basée sur la répétition de différentes 

unités disaccharidiques, constituée majoritairement de rhamnose, xylose, 

acide glucuronique, acide iduronique et sulfate (149). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.7 : Structure chimique des trois types de carraghéenane. Source : Vazhiyil 

Venugopal, 2009, Marine Products for Healthcare, chapter 10 

 

Aucune structure particulière de ces trois familles ne permet d’expliquer en l’état de 

l’activité antivirale des molécules sélectionnées. 
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En résumé, dans notre étude, 4 familles sont plus largement représentées en termes 

de nombre de polysaccharide actif : les arabinogalactanes, les apiogalacturonanes, les 

fucanes, les galactofucanes. Les polysaccharides avec une activité antivirale sont donc soit 

« chargés » soit « sulfatés », cependant aucune corrélation direct entre ce degré de charge 

ou de sulfatation et une activité antivirale peut en être déduite. Parallèlement, dans cette 

étude on peut noter que la majorité des molécules actives peuvent être considérées comme 

des pectines (les arabinogalactanes et les apiogalacturonanes). La pectine englobe un 

groupe d’hétéropolysaccharides acide avec des domaines structuraux distincts. Les 

pectines possèdent une hétérogénéité significative en fonction de la source végétale, des 

conditions d’extraction et de nombreux facteurs environnementaux. Outre l’acidité des 

molécules, la structure de ces dernières semble jouer un rôle important dans l’acquisition 

d’une activité biologique. 

Parmi les molécules testées, nous avons pu évaluer la capacité inhibitrice de 

ploysaccharides natifs, de polysaccharides séparés, d’oligosaccharides et 

d’oligosaccharides purifiés. Une bonne activité antivirale des apiogalacturonanes s’observe 

uniquement au niveau des polysaccharides natifs, cette activité diminue ou disparaît à l’état 

de polysaccharide séparé et d’oligosaccharide. Tandis que pour les arabinogalactanes, 

l’activité peut être observée aussi bien sur des polysaccharides que des oligosaccharides. 

Pour les fucanes, l’activité des polysaccharides et des oligosaccharides varient en fonction 

des espèces d’origine. Quant aux galactofucanes, les oligosaccharides hydrolysés 

présentent une activité soit diminuée soit augmentée en fonction du virus d’épreuve.  

De façon générale, pour les sucres chargés, la polymérisation structurelle de la 

molécule semble donc jouer un rôle important dans l’établissement d’une activité 

antivirale, tandis que pour les polysaccharides sulfatés, l’activité antivirale semble résulter 

autant de la polymérisation que du positionnement et du degré de sulfatation de la 

molécule. En effet, pour ces derniers nous avons pu isoler des oligosaccharides avec une 

activité antivirale répondant aux critères de sélection. Parmi eux, l’oligosaccharide 152, 

appartenant à la famille des arabinogalactanes, présente une activité efficace vis-à-vis des 

deux virus de type A et B. Nous avons choisi d’étudier plus en avant la capacité inhibitrice 

de cet oligosaccharide en raison de son état de structure moins complexe pour la 

caractérisation structurelle et pour l’identification du motif d’activité antivirale. 

     

 



 Chapitre IV : Evaluation de l’activité inhibitrice et Caractérisation des cibles virales 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       144 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE IV.  

 
EVALUATION DE L'ACTIVITE INHIBITRICE 

&  

CARACTERISATION DES CIBLES VIRALES 

 

   

 
 



  Chapitre IV : Evaluation de l’activité inhibitrice et Caractérisation des cibles virales - Résultats 
 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       145 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RESULTATS 



  Chapitre IV : Evaluation de l’activité inhibitrice et Caractérisation des cibles virales - Résultats 
 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       146 

Le criblage des molécules issues principalement d’un réservoir algal a permis 

d’isoler des candidats actifs vis-à-vis des deux virus d’épreuves. La majorité des molécules 

actives sont des polysaccharides. Bien que l’activité puisse être reliée à un enchaînement 

osidique, ou au degré de ramification de la molécule, il apparaît difficile de relier une 

activité à un motif précis présent dans un polysaccharide. Ainsi, parmi les 6 

oligosaccharides issus de l’hydrolyse du polysaccharide 109, appartenant à la famille des 

arabinogalactanes, seul l’oligosaccharide 152 est actif vis-à-vis des deux virus d’épreuve. 

Bien que cet oligosaccharide soit de grande taille (> 10 kDa), le motif actif sera plus 

facilement caractérisable.  

Ainsi, basé sur cette possibilité nous avons décidé de mieux caractériser le mode 

d’action de cet oligosaccharide, d’une part, en évaluant le spectre d’activité en élargissant 

le panel de souches virales testées, d’autre part, en caractérisant la cible virale, ainsi que 

l’étape du cycle infectieux inhibée.  

 

IV.1. EVALUATION DE LA CAPACITE DE 

NEUTRALISATION DE L’OLIGOSACCHARIDE 152  

IV.1.1. Effet inhibiteur de l’oligosaccharide 152 vis-à-vis des grippes 

saisonnières de sous-type A (H3N2), A (H1N1) et de type B 

L’activité neutralisante de l’oligosaccharide 152 a été évaluée pour une dose virale 

unique de 30 CCID50/50 l. Outre les souches A/Brisbane/10/07 (H3N2) et 

B/Florida/4/06, la souche A/Solomon Island/03/06 (H1N1) a été utilisée.  

Parmi ces virus, la souche A/Brisbane/10/07 (H3N2) s'est avérée moins sensible à 

la molécule 152 (figure 4.1A). On observe une augmentation de la viabilité cellulaire 

conjointement à l’augmentation de la concentration en oligosaccharide. Une neutralisation 

de la réplication virale a été obtenue à la concentration de 250 g/ml. La quantité de virus 

présente dans le surnageant de culture étant réduite de 30 % à cette concentration, tandis 

que l’on observe une baisse de 100 % par quantification de l’activité enzymatique 

résiduelle.  

La figure 4.1B montre une plus forte sensibilité de la souche A/Solomon 

Island/03/06 (H1N1) à l’oligosaccharide 152. On observe dès 2,5 g/ml une diminution de 
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35 % de la quantité de virus présente dans le surnageant de culture à 48 heures, la CI50 

étant obtenue pour une concentration de 25 g/ml. Cette diminution de la réplication virale 

est corrélée à une protection cellulaire. L’absence de détection de l’activité NA, conduit en 

l’observation d’une valeur de CI50 inférieure à 2,5 g/ml. 

Pour le virus B/Florida/4/06 (figure 4.1C), on observe une bonne corrélation entre 

la diminution du titre infectieux dans le surnageant de culture et la diminution de l’activité 

enzymatique. L’oligosaccharide 152 présente donc une CI50 de 25 g/ml et de 2,5 - 25 

g/ml respectivement. Comme pour les virus A/H3N2 et A/H1N1, la présence de 

l’oligosaccharide 152 réduit la mortalité cellulaire associée à la réplication virale. 

Remarque : bien que les valeurs relevées par la détection de l'activité 

neuraminidasique soient inférieures par rapport à celles obtenues par le titrage du pouvoir 

infectieux, ces deux méthodes présentent une corrélation entre les profils de réduction. 

Donc, la détection de l'activité neuraminidasique se révèle comme une méthode appropriée 

et rapide pour la mise en évidence de l'activité antigrippale. En effet, le développement 

d'un test antiviral à haut débit en mesurant la réplication virale par la détection de l'activité 

NA a été rapporté (64). 

 

IV.1.2. Effet inhibiteur de l’oligosaccharide 152 contre les souches 

pandémiques A (H1N1) 2009  

Trois souches A (H1N1) responsables de la pandémie 2009 ont été isolées à partir 

de prélèvements cliniques. Parmi elles, le virus A/Lyon/969/09 est une souche 

antigéniquement apparentée au virus A/California/7/09. Ce dernier est le virus prototype 

sélectionné pour entrer dans les compositions vaccinales contre le virus H1N1 lors de la 

pandémie 2009. Les deux autres sont des mutants représentatifs apparus au cours de la 

pandémie. Il s'agit du virus A/Lyon-CHU/48-4251/09 portant une mutation H275Y au 

niveau de la protéine NA, associée à la résistance à l'oseltamivir. Le deuxième mutant est 

le virus A/St-Etienne/1691/09, porteur d’une substitution D222G au niveau de la protéine 

HA.  

Les résultats indiquent que la molécule 152 a une forte activité aussi bien vis-à-vis 

du virus A/Lyon/969/09 que de la souche résistante A/Lyon-CHU/48-4251/09 (H275Y). 

Leurs valeurs de CI50 sont identiques et inférieures à 2,5 g/ml (figure 4.1D, 4.1E). La 
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présence de la mutation de résistance à l’oseltamivir H275Y ne modifie pas la sensibilité 

du virus par l’oligosaccharide 152. Pour le virus A/St-Etienne/1691/09, une valeur de CI50 

entre 2,5 et 25 g/ml est obtenue par détermination de l’activité neuraminidasique (figure 

4.1F). Cependant, on observe seulement une baisse de 20 % de la production virale par 

détermination du titre infectieux en trois concentrations testées. 
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Figure 4.1 : L'activité antivirale de l’oligosaccharide 152. Les cellules MDCK sont 

infectées par une dose virale de 30 CCID50/50 l, en présence ou absence de la molécule 

152. Après 48 heures d'incubation, les virus produits dans le surnageant sont mesurés par 

le titrage du pouvoir infectieux (ligne pointillée) et la détection de l'activité de l'enzyme NA 

(ligne pleine). La viabilité cellulaire est déterminée en utilisant le colorant rouge neutre 

(bar). Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux témoins virus ou aux 

témoins cellules (pour la viabilité cellulaire). Chaque valeur est une moyenne de 4 

réplicats. 
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IV.1.3. Effet inhibiteur de l’oligosaccharide 152 vis-à-vis de la souche 

parentale A (H3N2) et son mutant R292K (résistant à 

l'oseltamivir)  

Pour confirmer l’absence de résistance croisée entre une mutation induisant une 

résistance à l’oseltamivir et l’oligosaccharide 152, nous avons effectué une comparaison de 

sensibilité entre une souche sensible et une souche résistante à l'oseltamivir. Dans ce test, 

le recombinant RGH3N2 A (H3N2) et son mutant RGH3N2 (R292K) obtenus par 

génétique inverse sont utilisés (figure 4.2). Ces recombinants sont constitués de la 

glycoprotéine HA, H3 du virus A/Lyon-CHU/26430/03 A (H3NA–) et de la glycoprotéine 

NA, N2 du virus A/Moscou/10/99 A (H3N2). L'oseltamivir carboxylate est utilisé comme 

inhibiteur de référence.  

 

 Le test de neutralisation réalisé en présence des virus RGH3N2 et RGH3N2 

(R292K) et des concentrations croissantes en oseltamivir (figure 4.2C) montre 

que l’oseltamivir neutralise la réplication du virus RGH3N2 avec une valeur de 

CI50 100 fois inférieure à celle nécessaire pour neutraliser la réplication du 

virus RGH3N2 (R292K) (figure 4.2D). 

 

 Parallèlement, le virus RGH3N2 est neutralisé par l’oligosaccharide 152 (figure 

4.2A), la CI50 étant comprise entre 2,5 et 25 g/ml. Contrairement à ce qui est 

observé en présence d’oseltamivir, la réplication du virus RGH3N2 (R292K), 

est inhibée par la molécule 152 (figure 4.2B). La sensibilité du virus résistant à 

l’oseltamivir est plus importante que le virus parental non résistant puisque la 

CI50 est inférieure à 2,5 g/ml.  

 

 

 
 



  Chapitre IV : Evaluation de l’activité inhibitrice et Caractérisation des cibles virales - Résultats 
 

Confidentiel jusqu’au 05 juin 2012       151 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figure 4.2 : Comparaison de l'activité de l’oligosaccharide 152 vis-à-vis de la souche 

sauvage et du mutant résistant à l'oseltamivir. Trois concentrations de l'oseltamivir 

carboxylate (0,4 g/ml, 4 g/ml, 40 g/ml) sont utilisées comme inhibiteur de référence. 

Les cellules MDCK sont infectées par une dose virale de 30 CCID50/50 l, en présence ou 

absence du composé 152. Après 48 heures d'incubation, les virus produits dans le 

surnageant sont quantifiés par détection de l'activité de l'enzyme NA (ligne pleine). La 

viabilité cellulaire est mesurée en utilisant le colorant rouge neutre (bar). Les résultats 

sont exprimés en pourcentage par rapport aux témoins virus ou aux témoins cellules (pour 

la viabilité cellulaire). Chaque valeur est une moyenne de 4 réplicats. 
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IV.2. CARACTERISATION DES CIBLES VIRALES 

IV.2.1. L'impact de l’oligosaccharide 152 sur l'activité de l'enzyme NA 

des virus influenza de type A et de type B 

 Deux méthodes de révélation ont été employées afin de mettre en évidence la 

neutralisation de la réplication virale par la molécule testée. La détermination de la quantité 

de virus présent dans le surnageant de culture après 48 heures est effectuée, par titrage 

infectieux ou par détermination de l’activité enzymatique résiduelle. Bien que des profils 

corrélatifs soient observables pour ces deux méthodes, les résultats obtenus sont pourtant 

variés en termes de sensibilité. Nous avons, par conséquent, émis l’hypothèse d’une 

possible interaction entre la neuraminidase et l’oligosaccharide 152. 

 Afin de montrer cette possible interaction, nous avons testé la capacité d’inhibition 

de la molécule 152 dans un test d’inhibition de l’activité enzymatique de la NA (figure 

4.3). Une quantité standardisée de virus à 10 nmol/h/ml, basée sur l’activité enzymatique, a 

été mise en contact avec des dilutions sériées de raison 10 de l’oligosaccharide 152, allant 

de 100 à 0,00001 g/ml. 

Vis-à-vis du virus de sous-type A (H3N2), la sensibilité des souches 

A/Brisbane/10/07 et RGH3N2 sont comparables, leurs valeurs de CI50 sont de 66,85 ng/ml 

et de 64,70 ng/ml respectivement. Par contre, une diminution de l'effet de la molécule 152 

est observée sur le virus résistant à l’oseltamivir RGH3N2 (R292K), avec une CI50 20 fois 

supérieure (1292 ng/ml). L’oligosaccharide 152 peut donc inhiber l’activité enzymatique 

de la neuraminidase. Le virus porteur de la mutation R292K est moins sensible que les 

virus sauvages.  

Les virus de sous-type A (H1N1) apparaissent moins sensibles à l’oligosaccharide 

152 que les virus de sous-type A (H3N2). Le virus A/Solomon Island/03/06 est très peu 

sensible avec une CI50 de 100 g/ml. Les virus pandémiques A/Lyon/969/09 et A/St-

Etienne/1691/09 (D222G), tous les deux porteurs d’une NA sensible à l’oseltamivir ont 

une CI50 respectivement de 853,2 ng/ml et 855,65 ng/ml. Comme pour le virus de sous-

type A (H3N2) porteur d’une mutation de résistance à l’oseltamivir, on observe que le 

virus A/Lyon-CHU/48-4251/09 (H275Y) est moins sensible à la molécule 152 que les 

virus sensibles avec une CI50 de 2889 ng/ml. Cette valeur reste néanmoins inférieure à 
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celle observée pour le virus A/Solomon Island/03/06 et ne peut donc pas être considérée 

comme une valeur de résistance. 

L’oligosaccharide 152 inhibe l’activité NA du virus B/Florida/4/06 avec une CI50 

d’environ 0,1 g/ml. Au-delà de cette concentration, on note que l’activité NA est 

partiellement inhibée puisque l’activité est inhibée à une hauteur de 60 % de 1 à 100 g/ml.  

En résumé, l’oligosaccharide 152 inhibe donc l’activité neuraminidasique des virus 

A (H3N2), A (H1N1), A (H1N1) pandémique, et B. Il apparaît que les virus porteurs d’une 

mutation conférant une résistance à l’oseltamivir sont moins sensibles à la molécule 152. 
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Figure 4.3 : L'inhibition de l'activité de l'enzyme NA. La dose standardisée des virus à 

10 nmol/heure/ml est pré-incubée avec les dilutions de raison 10 de la molécule 152 

(0,00001 g/ml à 100 g/ml) pendant 30 minutes à 37°C. L'incubation avec le substrat se 

poursuit pendant une heure à 37°C. Les résultats sont exprimés en pourcentage par 

rapport aux témoins virus. Chaque valeur est une moyenne de 2 réplicats. 

 

 

IV.2.2. Etude d’action neutralisale de l’oligosaccharide 152 dans des 

phases précoces et phases tardives de l’infection virale 

 Afin de déterminer les phases du cycle infectieux neutralisées par l’oligosaccharide 

152, cinq modalités d’infection divisées en fonction des phases précoces et des phases 

tardives ont été réalisées. Cinq virus ont été utilisés pour tester l’influence du type et du 

sous-type viral et l’influence d’une mutation de résistance à l’oseltamivir. Ces virus sont, 

le virus A/Brisbane/10/07 (H3N2), A/Solomon Island/03/06 (H1N1), B/Florida/4/06, 

RGH3N2, RGH3N2 (R292K).  

Les différents essais ont été effectués en présence de 30 CCID50/50 μl de virus 

pour une concentration finale en oligosaccharide 152 de 62,5 g/ml. Cette concentration a 

été sélectionnée en fonction des résultats d’inhibition de l’activité NA. Les 5 différentes 

modalités utilisées sont résumées dans la figure 4.4A. L’étape de prétraitement de la 

modalité 2 est un point correspondant au protocole « classique » réalisé pour le criblage 

des polysaccharides. Les modalités 1, 2, 3, et 4 correspondent à l’étude de l’influence sur 

les phases précoces, tandis que la modalité 5 correspond à l’étude de l’influence sur les 

phases tardives. 

L’inhibition de la multiplication virale obtenue présente une corrélation entre 

l’obtention de l’effet cytopathique (ECP) et la détection de l’activité neuraminidasique 

dans le surnageant. En effet, une forte diminution d’ECP peut conduire à une inhibition de 

l’activité NA jusqu’à 100 %. Cependant, nous présenterons uniquement les résultats 

obtenus par l’activité NA, qui permet d’analyser différents niveaux d’inhibition pour 

chaque modalité.     

 Dans la modalité 1, l'exposition des cellules à la molécule 152 avant l'infection 

virale conduit à un très faible effet sur le virus A/Brisbane/10/07 (H3N2) et le virus 
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RGH3N2 (R292K). Une réduction de 15 % et 5 % de la détection de l’activité NA 

a été obtenue respectivement. Quant aux virus RGH3N2 et virus B/Florida/4/06, 

aucune inhibition n’est détectée. De manière similaire pour la modalité 4, le 

traitement dans la période de pénétration présente un léger effet sur les virus 

B/Florida/4/06, RGH3N2 et le mutant R292K, dont seulement 5 % d’inhibition est 

observable. Malgré ces observations, il semble que la molécule 152 n'agit pas au 

cours des périodes de pré-adsorption et de pénétration du virus. 

 Dans la modalité 3, la présence de la molécule 152 au cours de la période 

d'adsorption indique un effet significatif sur le virus A/Solomon Island/03/06 

(H1N1) et le virus RGH3N2 (R292K), puisque l’on observe une inhibition de 35 à 

40 %. Il apparaît que le traitement par la modalité 2, avec un prétraitement de 30 

minutes, est plus efficace que celui de la modalité 3, particulièrement pour les 

virus B/Florida/4/06 (50 %), le RGH3N2 (30 %), et le RGH3N2 (R292K) (45 %). 

De ce fait, une interaction entre la molécule 152 et les virus au cours de la période 

d'adsorption est à souligner.  

 De façon intéressante, l'action de la molécule 152 dans la modalité 5, 

correspondant au traitement de post-infection (de 1 à 48 h), est la plus effective. 

Elle présente une inhibition significative de 100 % contre tous les virus testés, à 

l'exception de la souche A/Brisbane/10/07. Dans cette condition, la réplication du 

virus A/Brisbane/10/07 (H3N2) est réduite à environ 50 %. Cependant, cette 

diminution peut atteindre jusqu'à 100 % en utilisant une concentration plus élevée 

de l’inhibiteur, à 250 g/ml (données non présentées).  

 

Finalement, les résultats indiquent que l’action inhibitrice de l’oligosaccharide 152 

varie en fonction des traitements et des virus testés. Il est suggéré que la molécule 152 

affecte fortement la période de post-infection virale, autrement dit, cet inhibiteur agit plutôt 

durant les étapes tardives du cycle de l’infection virale. Cette observation est concordante 

avec l’activité inhibitrice sur l'enzyme NA déjà obtenue. De plus, la molécule présente 

également une influence sur le processus d'entrée virale, ce qui est probablement une 

inhibition partielle. 
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Figure 4.4 : Essai de neutralisation de la multiplication virale au cours du temps. Cinq 

modalités de traitement sont décrites dans la figure (A). Les souches virales (à une dose de 

30 CCID50/50 l) et la molécule 152 (62,5 g/ml) sont introduites dans des périodes 

différentes en fonction de chaque modalité de traitement. Modalité 1 : les cellules MDCK 

sont exposées à la molécule 152 pendant 2 heures avant de l'inoculation du virus. 

Modalité 2 : le virus est pré-incubé avec la molécule 152 à 34oC pendant 30 minutes, puis 

ce mélange est inoculé sur les cellules dans la période d'adsorption pendant 1 heure. 

Modalité 3 : le virus et l'inhibiteur 152 sont introduits simultanément sur les cellules dans 

la période d'adsorption pendant 1 heure. Modalité 4 : après l'adsorption du virus, la 

molécule 152 est ajoutée dans la période de pénétration pendant 1 heure. Modalité 5 : la 

molécule 152 est ajoutée dans la période de post-infection et incubée jusqu'à 48 heures. 

L'activité de l'enzyme NA dans le surnageant est déterminée après 48 heures d'incubation. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au témoin virus dans la modalité 

de contrôle. Chaque point représente la valeur des quatre réplicats, les lignes représentent 

les valeurs moyennes. 

 

IV.2.3. Caractérisation de l'interaction entre l’oligosaccharide 152 et 

la protéine HA de surface des virus de type A 

Pour mieux comprendre l'interaction entre la molécule 152 et le virus, à l'étape 

précoce de l'infection virale, nous avons réalisé des tests basés sur la technique ELISA. Les 

molécules sont immobilisées au fond des puits d'une plaque, où les signaux détectés 

permettront de reconnaître la capacité de capturer les virus. Ce test a été mis au point en 

utilisant la fétuine, une glycoprotéine sialylée qui possède deux types de liaisons (2,3) et 

(2,6), entre l’acide sialique et le pénultième galactose. La présence de motifs reconnus par 

le virus influenza favorise la fixation de celui-ci. Trois virus de type A, A/Brisbane/10/07 

(H3N2), A/Solomon Island/03/06 (H1N1), et A/Lyon-CHU/26430/03 (H3NA–), à une 

dose de 256 ou 512 unités hémagglutinantes (UHA) ont été utilisés. Le virus H3NA– est 

caractérisé par l’absence de sa protéine NA, donc aucune activité enzymatique détectée.  

Une interaction en fonction de la quantité d'UHA a été mise en évidence avec 

l’oligosaccharide 152 pour les trois virus (figure 4.5). La comparaison de la capacité de 

fixation se base sur une absorbance moyenne de ~ 1,0 DO. Parmi les trois virus, la souche 

A/Brisbane/10/07 présente la plus faible affinité à la molécule 152, une quantité de 32 
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UHA est requise pour avoir une absorbance de 1,0 DO. Les autres ont besoin d’une 

quantité d’environ 8 UHA pour atteindre la même valeur d’absorbance. Donc l'affinité des 

virus A/Solomon Island/0306 et H3NA– est 4 fois plus forte que celle du virus 

A/Brisbane/10/07. Un profil similaire est observé pour la fétuine (figure 4.6). Cependant, 

il apparaît que l'attachement des virus à l’oligosaccharide 152 est meilleur qu'avec la 

fétuine. En effet, en présence de fétuine, une quantité virale de 256 UHA 

(A/Brisbane/10/07) ou 64 UHA (A/Solomon Island/03/06 et H3NA–) doit être utilisée 

pour atteindre une valeur d’absorbance de 1,0 DO.   

 

 

 

   

 

 

 

 

Figure 4.5 : Interaction entre les virus et l’oligosaccharide 152. Une dose virale à 256 

ou 512 UHA est utilisée. Une concentration de 10 g/ml de la molécule 152 est 

immobilisée. L'anticorps anti-NP conjugué avec l'enzyme peroxydase est utilisé pour la 

détection. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.6 : Interaction entre les virus et la fétuine. Une dose virale à 256 ou 512 UHA 

est utilisée. Une concentration de 10 g/ml de la fétuine est immobilisée. L'anticorps anti-

NP conjugué avec l'enzyme peroxydase est utilisé pour la détection. 
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A partir des résultats obtenus, nous pouvons déduire que la molécule 152 est 

capable d'interagir directement avec les particules virales, en particulier avec la protéine 

HA par le fait d'un signal positif dans le test avec la souche H3NA–.  

La compétition entre l’oligosaccharide 152 et la fétuine pour capturer les particules 

virales a été étudiée dans un test d’ELISA compétitif. Dans ce test, la fétuine est 

immobilisée à une concentration de 10 g/ml. Une dose virale qui donne une valeur 

d’absorbance standard de 1,0 DO est utilisée. Le virus est pré-incubé avec une série de 

dilution de raison 2 de l’oligosaccharide 152. Ces mélanges sont alors introduits dans les 

cupules avec la fétuine pré-enduite.  

D'après le résultat de la figure 4.7, une forte compétition de 100 % a été observée 

pour les concentrations allant de 1,25 g/ml à 5 g/ml de la molécule 152 vis-à-vis des 

trois virus. Trois concentrations comparables de la molécule 152 sont obtenues pour 

atteindre une compétition de 50 % : 0,19 g/ml (A/Brisbane/10/07), 0,21 g/ml 

(A/Solomon Island/03/06), 0,27 ug/ml (H3NA–). Ces résultats montrent que 

l’oligosaccharide 152 est capable d’inhiber la capture du virus par la fétuine.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.7 : La compétition entre l’oligosaccharide 152 et la fétuine vis-à-vis des virus 

de type A. Le virus est utilisé à une dose qui donne une valeur absorbance ~ 1,0 DO 

correspondant au test d’interaction avec la fétuine. La fétuine est immobilisée à une 

concentration de 10 g/ml. La molécule 152 est diluée de raison 2 (allant de 0,0393 – 5 

g/ml). Le résultat correspond à la moyenne de deux tests.  
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Parmi les composés actifs identifiés, nous avons sélectionné la molécule 152, un 

oligosaccharide sulfaté de la famille des arabinogalactanes. Cet oligosaccharide, isolé de 

l'algue verte Codium fragile, possède un effet inhibiteur sur les virus influenza de type A et 

B in vitro. Il a été démontré que des extraits polysaccharidiques de l'espèce C. fragile 

présentent des activités anti-herpès (153, 204). Dans notre étude, l’oligosaccharide 152 ne 

présente pas d’effets toxiques sur les cellules MDCK aux trois concentrations testées (2,5, 

25, 250 g/ml). De plus, l’activité antivirale de la molécule 152, a été reproduite à partir de 

nouveaux lots de production issus d’un même procédé d’extraction (données non 

présentées).  

Dans l'étude de neutralisation, nous avons constaté que l'oligosaccharide 152 a des 

effets variables en fonction des souches grippales testées. Les concentrations de l'ordre de 

25 à 250 g/ml sont efficaces pour protéger les cellules MDCK aux infections par des 

souches saisonnières et des souches pandémiques 2009. De plus, la molécule 152 est 

également efficace contre deux souches résistantes à l'oseltamivir, dont l’une porte la 

mutation R292K (A/H3N2) et l’autre porte la mutation H275Y (A/H1N1) au niveau de la 

protéine NA. Ces deux mutations sont majoritaires associées à un phénotype de résistance 

du sous-type N2 et du sous-type N1, et apparaissent après le traitement avec l’oseltamivir 

in vivo (102, 142) et in vitro (100, 129, 273). Contrairement à celle de l'oseltamivir, 

l’activité inhibitrice de l’oligosaccharide 152 a permis de protéger les cellules MDCK 

contre l’infection de la souche résistante à l'oseltamivir, RGH3N2 (R292K).  

Les essais de neutralisation effectués ont démontré l’activité antigrippale de 

l’oligosaccharide 152. L’activité antivirale pourrait être liée à la caractéristique 

structurelle, le poids moléculaire, et le degré de densité de charge comme il a été déjà 

rapporté pour les polysaccharides sulfatés. Des études ont identifié les propriétés 

antivirales des polysaccharides sulfatés, principalement chez les virus HSV et HIV, et ont 

montré que différentes phases du cycle viral pouvaient être ciblées par ces macromolécules 

(308). Ces polysaccharides peuvent bloquer la fixation virale et d'autres étapes précoces du 

cycle de l'infection virale (5, 46, 109, 174, 194). L'hypothèse d’un mécanisme d’inhibition 

due à une interaction électrostatique entre la charge négative du polysaccharide sulfaté et 

les régions positives des protéines de surface du virus est proposée. Cette interaction, par 

conséquent, interfère dans le processus de l'attachement du virus aux récepteurs cellulaires. 

D'autre part, l'influence des polysaccharides sulfatés sur la synthèse des protéines virales 

(25, 94), et sur l'activité de la transcriptase inverse des rétrovirus (193) a été révélée. De 
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manière intéressante, la capacité d'induction d’événements intracellulaires des 

polysaccharides sulfatés pourrait être attribuée à leurs propriétés antivirales. Ce mécanisme 

a été observé dans l'étude des polysaccharides dérivés de spirulane contre le 

cytomégalovirus (224). 

 

L’oligosaccharide 152 se caractérise par un poids moléculaire supérieur à 10 kDa et 

est chargé négativement en raison de la présence de groupements sulfates. En accord avec 

les études précédemment citées, les résultats obtenus nous permettent de déduire que 

l’oligosaccharide 152 pourrait interagir dans différentes étapes du cycle infectieux. En 

outre, le degré d'inhibition est également subordonné aux différents types et sous-types de 

virus. 

 

La pré-incubation de l’oligosaccharide sur le tapis cellulaire avant l’addition du 

virus, modalité 1, n’a pas induit d’inhibition de la réplication virale. Il apparaît donc que 

l’oligosaccharide 152 n’interagit pas avec les cibles cellulaires de l’HA du virus influenza. 

Les virus de la grippe se lient à des récepteurs spécifiques portant des acides sialiques à 

leur extrémité terminale. Le résidu d’acide sialique, un monosaccharide de neuf carbones, 

est caractérisé par une charge négative produite par son groupe carboxylique ionisé au pH 

physiologique (287). La charge négative commune entre le récepteur cellulaire de l’HA et 

l’oligosaccharide 152 est sans doute responsable d’une répulsion électrostatique entre cet 

oligosaccharide et les régions cellulaires recouvertes par des acides sialiques.  

 

La modalité 4 permet d’étudier l’efficacité de l’oligosaccharide 152 au cours de 

l’étape de pénétration dans laquelle a lieu l'internalisation virale via la voie de 

l’endocytose. Par la suite, le virus subit des événements de fusion et décapsidation 

permettant la libération des nucléocapsides dans le cytoplasme. La sous-unité HA2 de 

l’hémagglutinine et le canal ionique M2 sont les deux protéines virales jouant un rôle 

indispensable dans ces événements (36, 253). Dans le cas où la molécule 152 pourrait être 

impliquée dans la voie d'endocytose virale, un blocage soit de l’activité fusogénique de 

l’HA portée par la partie HA2 soit de l’activité de la protéine M2, conduira à une inhibition 

de la réplication virale. Cependant, l'absence d’inhibition significative indique que 

l’oligosaccharide 152 n’interfère pas avec ces événements. 
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Les modalités 2 et 3 nous permettent de comprendre l'influence de 

l’oligosaccharide 152 sur l’étape d'adsorption aux récepteurs cellulaires du virus. Sur les 

deux glycoprotéines de surface virale (HA et NA), la quantité des protéines HA est cinq à 

six fois plus important que celle des protéines NA (107, 234). L’activité de l'attachement 

aux sites de liaison a été mise en évidence pour l’hémagglutinine (304). Nous supposons 

que l’inhibition obtenue pourrait être due à l’interaction entre l’hémagglutinine et 

l’oligosaccharide 152. L’hypothèse de cette interaction a été confirmée en utilisant la 

technique de l'immobilisation et la révélation par ELISA. Dans cet essai, la molécule 152 a 

montré sa capacité à capturer directement les particules virales (type A), en particulier à la 

souche H3NA– avec une forte affinité. Le virus H3NA– est une souche isolée chez un 

patient atteint de la grippe, et se caractérise par la délétion entière du segment codé pour la 

protéine NA (191). Dans l’essai de compétition, la fétuine, une protéine porteuse 

naturellement des oligosaccharides sialylés, a été utilisée. La fixation de la fétuine sur un 

support est un modèle mimant le récepteur à la surface cellulaire pour les virus de la 

grippe. De ce fait, la capacité de l’oligosaccharide 152 de concurrencer et d’empêcher 

l’attachement du virus à la fétuine a démontré son intervention potentielle durant l’étape 

précoce du cycle viral.  

Cependant, l’attachement du virus A/Brisbane/10/07 (H3N2) aux cellules MDCK 

n’est pas inhibé par la molécule 152, comme observé dans les modalités 2 et 3. La 

diminution de l’activité inhibitrice, dans les modalités 2 et 3, du virus A/Brisbane/10/07 

(H3N2) est reliée à la faible affinité de la molécule 152 pour l’HA de ce virus. 

De plus, nous supposons que la force électrostatique a une influence sur l’effet 

inhibiteur de l’oligosaccharide 152 sur l’HA. Selon une analyse de Huang et al., 2002, 

l’ensemble de la sous-unité HA1 est chargée positivement, alors que la sous-unité HA2 est 

fondamentalement chargée négativement à pH neutre (123). La distribution hétérogène de 

charge pourrait entraîner une orientation électrostatique vers la sous-unité chargée 

positivement HA1 pour la molécule 152 de charge négative. En accord avec les inhibitions 

significatives obtenues dans les modalités 2 et 3, il est raisonnable de supposer une 

interaction potentielle entre l’oligosaccharide 152 avec un domaine spécifique à proximité 

du site de liaison au récepteur de la sous-unité HA1. Cette interaction pourrait se traduire 

par un effet d'encombrement stérique. Cependant, l’activité antivirale varie selon le type et 

le sous-type de virus influenza. Cela peut être dû aux différentes caractéristiques de 

structures des HA de différentes souches virales et à la variabilité des régions 
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électrostatiques au sein de ces glycoprotéines (198), entraînant une forte ou une faible 

affinité pour l’oligosaccharide 152. D’autre part, on pourrait en déduire que l’obtention de 

l’inhibition observée au cours de la modalité 2, qui est caractérisée par une étape de pré-

incubation de virus et de composé, est généralement plus efficace que celle de la modalité 

3 non prétraitée. Il est possible que dans l'état de l’inoculation simultanée, l'affinité des 

protéines HA pour le récepteur naturel est sans doute supérieure à l’affinité de l’HA pour 

la molécule 152. En conséquence, la modalité de prétraitement donne un avantage en 

favorisant l'interaction entre virus et composé. Le même degré d'inhibition observé dans la 

modalité 2 pour les deux souches RGH3N2 et RGH3N2 (R292K), qui ne diffèrent que par 

la propriété de la protéine NA, montre une interaction préférentielle de l’oligosaccharide 

152 pour l’HA, au cours de l’étape précoce du cycle infectieux. 

La comparaison de l’activité inhibitrice de la molécule 152 vis-à-vis des virus 

H1N1 pandémiques et le virus A/St-Etienne/1691/09 (H1N1) porteur de la mutation 

D222G montre une diminution de l’efficacité de cette molécule vis-à-vis du virus A/St-

Etienne/1691/09. Ce type de mutation a été isolé principalement chez des cas graves au 

cours de la pandémie 2009 (138, 172). Des études in vitro ont montré que la substitution 

D222G peut augmenter l'affinité de la protéine HA à la liaison de type (2,3) du récepteur 

cellulaire tout en conservant une affinité à la liaison de type (2,6), affinité préférentielle 

des virus humains. L’augmentation de l’activité pour des liaisons de types (2,3) semble 

donc influencer le degré d’activité antivirale de la molécule 152. Une étude de 

neutralisation en présence de cellules exprimant préférentiellement l’un ou l’autre type de 

liaison favoriserait la compréhension du mécanisme d’interaction et d’inhibition de la 

molécule 152.  

 

Parmi les 5 modalités réalisées, l’effet inhibiteur le plus efficace est obtenu au cours 

du traitement tardif de l’infection décrit dans la modalité 5. Le traitement décrit dans la 

modalité 5, exclut une interaction entre la molécule 152 et l’HA au cours du premier cycle 

infectieux. Cependant, cette interaction peut être considérée à partir du second cycle 

infectieux, en raison du maintien de la molécule 152 dans le milieu de culture. L’activité 

inhibitrice partielle observée durant l’étape précoce de l’infection ne justifie pas 

l’inhibition complète observée. Il a été démontré que la protéine NA joue un rôle 

indispensable dans la libération et la propagation des virions néoformés (207). De plus, 

l’inhibition de l’activité neuraminidasique par la molécule 152 a présenté une interaction 
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significative de la molécule 152 avec les protéines NA. Nous suggérons que la protéine 

NA représente donc une seconde cible potentielle de la molécule 152. Dans le test 

d'inhibition de l’activité enzymatique, il apparaît que l’activité de la neuraminidase du 

virus RGH3N2 (R292K) et A/Lyon-CHU/48-4251/09 (H275Y) est moins sensible à 

l’oligosaccharide 152. Cependant, comme la valeur d'inhibition de la NA de la souche 

A/Lyon-CHU/48-4251/09 reste inférieure à celle de la souche A/Solomon Island/03/06, ce 

mutant H275Y est considéré également sensible à la molécule 152. Bien que la présence de 

la mutation R292K ait induit une diminution de la sensibilité vis-à-vis de la molécule 152 

de 20 fois par rapport au virus sensible, nous ne pouvons pas conclure en une résistance 

croisée induite par les mutations H275Y ou R292K. Ces résultats indiquent un avantage du 

mode d'action complexe de l'oligosaccharide 152 qui cible principalement deux 

glycoprotéines virales. Cette forte interaction contribue à l’activité antivirale de la 

molécule 152 dans la phase tardive du cycle viral. La synthèse de ces résultats montre que 

les inhibitions obtenues varient en fonction des souches virales et reposent principalement 

sur l'interaction de l’oligosaccharide 152 avec la protéine HA et la protéine NA. 

L’interaction de la molécule 152 avec les deux glycoprotéines de surface du virus 

influenza, l’HA et la NA, apparaît comme un mécanisme antiviral d’intérêt. Ce mécanisme 

a déjà été observé pour des protéines de l’immunité innée comme le surfactant D et des 

lectines liant le mannose (134, 275). D’autre part, des molécules synthétiques dérivées de 

l’acide sialique ont également présentés cette double activité antivirale (104). Enfin, la 

povidone-iodine a présenté une activité similaire avec une capacité d’inhibition des étapes 

dans la phase précoce et dans la phase tardive du cycle infectieux (261). Le développement 

des inhibiteurs multifonctionnels apparaît donc comme une stratégie d'intérêt pour le 

développement de nouveaux moyens thérapeutiques contre le virus de la grippe.  

 

En conclusion, l’oligosaccharide 152 présente un mode d’action ciblant les étapes 

de la phase précoce et de la phase tardive du cycle infectieux. La variation de l’efficacité 

observée, en fonction du type et du sous-type virale considérés, incite à mieux définir les 

zones de l’oligosaccharide qui interagissent avec les glycoprotéines. La définition de cette 

structure favorise par la suite le développement de molécules synthétiques dérivées de cette 

structure parentale afin d’augmenter l’activité antivirale de cet oligosaccharide. 
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L’activité des polysaccharides et oligosaccharides, 245 composés au total, a été 

mise en évidence vis-à-vis des deux virus d’épreuves de type A et B. L’ensemble de ces 

résultats montrent que les polysaccharides testés sont plus actifs vis-à-vis du virus 

d’épreuve de type B que de type A. L’activité des molécules sont variables en fonction de 

la dose virale et de la concentration testée. La robustesse du procédé de purification a été 

mise en évidence par la reproduction des résultats à partir de différents lots de production.  

 

Les 13 molécules actives vis-à-vis des deux types de virus d’épreuves et répondant 

aux critères de sélection se répartissent dans 7 des 20 familles de sucres testées. Parmi ces 

7 familles :  

 Deux familles sont isolées des plantes aquatiques : les apiogalacturonanes, les 

hétéroglycanes sulfatés 

 Cinq familles proviennent d’algues :  

o Algue verte : les arabinogalactanes, les ulvanes 

o Algue brune : les fucanes, les galactofucanes  

o Algue rouge : les carraghénanes 

Les molécules actives sont plus largement représentées dans 4 familles de sucres : 

les arabinogalactanes, les apiogalacturonanes, les fucanes, les galactofucanes. 

L’activité biologique soulignée s’ajoute pour la plupart à un potentiel thérapeutique 

déjà rapportés. La mise en évidence d’une activité antigrippale pour ces 4 familles revêt un 

caractère « d’invention » pour les arabinogalactanes et les apiogalacturonanes puisque 

cette capacité biologique n’a jamais été décrite. Pour les fucanes et galactofucanes nous 

confirmons l’activité antivirale de ces molécules sur une espèce nouvelle, le virus 

influenza. 

 

Bien qu’il n’y ait pas encore de données pour analyser une corrélation directe entre 

le degré de charge ou de sulfatation et une activité antivirale, les résultats obtenus 

soulignent une influence de la charge électrostatique sur l’activité antivirale. Les molécules 

actives appartiennent aux groupes soit sulfatés soit chargés. Parmi les 20 familles de sucres 

testées, on dénombre 9 familles « sulfatées », 2 familles « chargées », et 9 familles 

« neutres ».  
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 Les apiogalacturonanes, appartenant à la famille chargée, présentent une bonne 

activité vis-à-vis des deux virus d’épreuve. 

 Six des 9 familles sulfatées présentent une activité antivirale correspondant aux 

critères de sélection. Cependant, la majorité des molécules répartissent dans 3 

familles : les arabinogalactanes, les fucanes, les galactofucanes. 

 Les sucres considérés comme neutres (74 molécules) ne présentent pas 

d’activité antivirale ou possèdent une activité ne répondant pas aux critères de 

sélection établis.  

 

Par ailleurs, une relation « structure - composition - charge - activité » pourrait être 

déduite. Cette hypothèse s’appuie sur les études rapportées et la comparaison de l’activité 

des molécules entre différentes familles, d’espèces d’origine, et l’état de purification dans 

notre étude. La compréhension et combinaison des caractéristiques favorables permettront 

d’établir de meilleures molécules antivirales. 

 Les arabinogalactanes et les apiogalacturonanes sont les 2 familles les plus 

actives. Toutes les deux sont des hétéropolysaccharides de type pectine, 

dont plusieurs activités biologiques ont été documentées. Les 

apiogalacturonanes se caractérisent par une propriété acidique avec des 

groupements carboxylates chargés négativement, et par des chaînes latérales 

d’apioses. Les arabinogalactanes, quant à eux, sont également des 

polysaccharides acidiques et comportent des chaînes latérales 

d’arabinogalactanes et des groupements sulfates.   

 La plupart des molécules actives sont des polysaccharides natifs. Les 

molécules à l’état de polysaccharide séparé et d’oligosaccharide sont moins 

actives ou n’ont plus d’activité, à l’exception de certains cas comme pour 

l’oligosaccharide 152.  

 

L’oligosaccharide 152 qui appartient à la famille des arabinogalactanes, de l’algue 

verte Codium fragile, a été choisi pour l’évaluation son activité inhibitrice et pour définir le 

mode d’action de cet oligosaccharide par la caractérisation de la cible virale ainsi que 

l’étape du cycle infectieux inhibée. 
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 L’activité neutralisante de l’oligosaccharide 152 a été évaluée par un panel 

de 6 souches virales, dont 3 souches saisonnières (A/H3N2, A/H1N1, B), 3 

souches pandémiques 2009 (A/H1N1).  

 La capacité protective de l’oligosaccharide 152 vis-à-vis des deux souches 

résistantes à l’oseltamivir, dont le mutant H275Y du sous-type N1 et le 

mutant R292K du sous-type N2, montre l’absence de résistance croisée.   

 L’oligosaccharide 152 a présenté un mode d’action qui intervient dans la 

phase précoce et dans la phase tardive du cycle infectieux. Il apparaît que 

cet oligosaccharide cible les deux glycoprotéines de surface du virus 

influenza, réduisant de ce fait la probabilité d’émergence de mutation de 

résistance. 

 

De façon générale, les oligo/polysaccharides, caractérisés par une disponibilité en 

abondance, une diversité structurelle, par de grandes variétés, et de nombreuses activités 

biologiques, sont une source de biodiversité potentielle pour la recherche d'une nouvelle 

classe d'antiviral. Notre étude a, donc, permis de souligner une activité antigrippale à 

développer pour ces macromolécules.    
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Afin d’évaluer les propriétés antigrippales des molécules obtenues, les étapes suivantes 

sont proposées en perspectives :     

 

 Ces premiers résultats confirment l’intérêt à apporter aux activités biologiques des 

oligo/polysaccharides, dans le domaine anti-infectieux. 

 La recherche des molécules possédant l’activité similaire à la molécule 152 active 

vis-à-vis des deux glycoprotéines de surface semble donc d’intérêt. Il apparaît que 

le développement des antiviraux de multiples activités est une stratégie intéressante 

permettant de réduire l’émergence des virus résistants. 

 Une confirmation de l’activité in vitro par des études in vivo de protection doit être 

effectuée. Le modèle murin sera primitivement utilisé pour l’étude des sucres 

d’intérêt in vivo. Les sucres seront administrés par voie intranasale, à des souris 

préalablement infectées également par voie nasale, afin de tester la capacité de 

neutralisation des molécules actives. La transposition du modèle murin vers le 

modèle furet pourra être envisagée.  

 L’analyse et la comparaison des différentes structures entre les molécules actives et 

inactives, ainsi que leurs états de purification afin d’identifier le domaine structurel 

de type antiviral. L’identification d’un motif spécifique permettra d’affiner la 

structure active et facilitera la reproduction de cette dernière. Ceci permet d’éviter 

la dépendance d’une source de matière première et sa variabilité.  

 Le développement de molécules synthétiques dérivées de la structure parentale 

d'intérêt pour améliorer leur capacité antivirale. Cela est nécessaire afin 

d’augmenter la constante de dissociation entre la molécule et la cible virale. De 

plus, la biodisponibilité des candidats d’intérêt peut être modifiée afin d’améliorer 

les pharmacocinétiques des médicaments.    

 L’élargissement du spectre d’activité sur les virus de la grippe aviaire (H5N1, 

H7N7...) et d’autres virus respiratoires tels que les paramyxovirus, adénovirus, 

coronavirus (le coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévère (SARS))... 
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ANNEXE 1 

Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des alginates vis-à-vis du virus de type A 

Type de virus A/Brisbane/10/2007 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l 

Famille de sucres 
Dose 
       antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

45   75.4 0.0   96.4 0.0   98.2 0.0 
46   72.3 0.0   91.9 0.0   70.8 0.0 
38   1.6 0.0   28.7 0.0   72.4 17.4 

35   0.8 0.0   0.0 0.0   30.5 14.1 

42   0.0 0.0   9.1 0.0   55.3 0.0 
36   1.0 0.4   0.0 0.0   20.5 7.0 
44   0.0 0.0   0.0 0.0   26.5 1.0 
43   0.0 0.0   9.2 0.0   12.2 0.0 
40   0.0 0.1   0.0 1.3   13.7 0.0 
56 9.6 0.0 2.1 12.4 1.8 3.2 8.3 0.0 2.2 
57 5.2 1.6 4.0 1.8 0.7 2.1 3.9 1.5 3.7 
58 2.3 0.0 0.4 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.0 
59 0.2 0.1 0.6 0.3 2.5 1.3 2.6 0.0 1.0 
60 3.5 0.0 2.7 2.6 4.8 0.0 4.2 0.0 0.0 
61 5.1 0.0 4.0 2.0 0.0 5.1 1.5 0.0 0.0 
62 3.3 0.6 0.7 0.0 1.5 0.0 0.6 0.0 0.0 
73 0.0 0.0 0.0 5.8 3.5 7.3 0.0 0.0 0.0 
74 8.4 5.9 1.9 10.6 5.8 5.9 5.3 4.4 0.0 
183 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.4 0.0 0.0 
184 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
185 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
186 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
187 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

188 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
189 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 10.0 0.0 0.0 
190 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
29 0.6 0.0 0.0 6.0 3.0 0.4 5.1 0.0 13.0 
34   3.3 2.4   3.8 0.0   0.0 3.6 
37   0.0 1.5   5.3 0.0   53.0 0.0 
39   0.0 0.0   3.1 0.0   0.0 0.0 

Laminaria japonica 

41   0.0 0.0   1.6 0.0   3.4 0.0 
23                   
220 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 8.8 1.3 
221 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.3 0.0 
228 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Fucus vesiculosus  

229 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.9 0.0 3.2 
92 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
93 7.1 0.0 0.0 7.8 6.6 0.0 0.0 0.0 0.4 
231 0.0 0.0 0.0 3.1 0.0 0.0 26.0 7.0 0.0 
163 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 5.6 8.7 0.0 
222 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.1 5.1 
223 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.3 18.1 0.0 
224 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.6 

Chorda filum 

225 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 5.1 4.8 
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226 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.5 0.0 
227 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 7.7 0.2 
230 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4 0.0 
232 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Ascophillum 
nodosum 106 8.8 8.4 6.5 4.5 5.6 8.3 0.0 0.0 2.1 

Durvillea antartica 104 0.0 0.4 0.0 0.1 0.0 0.0 8.0 3.2 0.2 

  Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 3    Non déterminé 

   Les valeurs inhibitrices correspondent au groupe 2             Les valeurs toxiques (> 10 %) 

 

Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des alginates vis-à-vis du virus de type B 

Type de virus B/Florida/4/06 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l Famille de 

sucres Dose 
       antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

45 99.1 58.3 0.0 99.1 99.0 0.0 99.1 98.6 0.0 
46 97.3 41.2 0.0 98.0 85.8 0.0 98.4 98.2 0.0 
43 99.1 20.0 4.9 99.1 65.8 5.5 99.1 97.7 6.6 
44 99.1 18.7 0.0 99.1 57.7 0.6 99.1 99.1 0.0 
38 91.2 11.2 0.7 96.8 31.6 1.0 98.5 88.7 2.4 
37 89.6 0.1 0.0 95.7 18.7 2.5 98.1 66.5 2.5 
39 92.7 0.0 0.0 94.0 0.0 0.0 97.3 11.7 0.0 
40 88.4 0.0 0.0 92.2 0.0 0.0 95.7 37.7 0.0 
42 99.1 0.0 0.0 99.2 5.5 0.0 99.1 32.2 0.0 
41 99.2 0.0 0.0 99.2   0.3 99.1   2.4 
73 0.0 0.0 0.0 14.4 0.0 0.0 57.1 16.2 0.0 
190 0.0 0.0 0.0 37.7 0.0 0.0 93.5 0.0 0.0 
183 0.0 0.0 0.0 33.1 0.0 0.0 68.0 0.0 0.0 
187 1.8 0.0 0.0 16.7 0.0 0.0 77.9 6.4 0.0 
188 0.0 0.0 0.0 10.5 0.0 0.0 52.1 0.0 0.0 
184 0.0 0.0 0.0 6.8 0.0 0.0 78.7 3.9 0.0 
185 0.0 0.0 0.0 27.2 0.0 0.0 41.3 0.0 0.0 
186 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 37.1 0.0 0.0 
57 2.1 0.4 0.0 2.7 0.5 0.0 24.6 0.9 1.2 
58 0.1 0.0 0.0 2.0 1.5 0.0 17.9 2.5 1.1 
189 0.0 0.0 0.0 2.0 0.0 0.0 29.6 0.0 0.0 
74 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.6 18.5 0.0 0.0 
34 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 28.4 0.0 0.0 
29 0.0 0.0 0.0 0.2 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
35 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 
36 0.0 0.0 1.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 
56 4.7 0.0 0.0 0.1 1.5 0.0 10.3 10.4 1.2 
59 1.4 0.5 0.5 1.4 0.7 0.7 1.8 1.5 0.8 
60 0.3 2.4 0.0 0.6 0.0 0.0 0.5 0.3 0.0 
61 1.0 0.2 0.8 1.5 0.8 0.2 2.6 0.6 1.0 

Laminaria 
japonica 

62 3.6 0.7 1.8 2.4 1.2 2.2 2.3 1.7 2.5 
221 0.0 0.0 0.0 4.2 0.0 0.0 40.7 0.0 0.0 
229 0.0 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0 17.1 0.0 0.0 
23                   

Fucus 
vesiculosus  

220 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 7.6 0.0 0.0 
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228 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.4 0.0 0.0 
92 56.3 24.9 0.0 82.1 62.6 0.0 91.9 75.2 44.9 

163 63.4 7.7 0.0 91.5 59.3 0.0 89.7 65.4 2.8 
93 46.6 1.7 0.0 72.1 44.5 0.0 87.8 76.1 3.4 
223 1.9 0.0 0.0 44.7 0.0 0.0 57.8 5.5 0.0 
224 0.0 0.0 0.0 2.2 0.0 0.0 68.1 0.0 0.0 
225 0.0 0.0 0.0 16.6 0.0 0.0 43.5 0.0 0.0 
222 0.0 0.0 0.0 16.6 0.0 0.0 42.9 0.0 0.0 
231 0.0 0.0 0.0 13.1 0.0 0.0 44.7 0.0 0.0 
227 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 34.4 0.0 24.1 
226 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 25.4 0.0 0.0 
232 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 25.0 0.0 0.0 

Chorda filum  

230 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
Ascophillum 

nodosum 104 0.0 0.0 2.8 16.1 0.0 0.0 58.6 0.8 0.0 
Durvillea 
antartica 106 45.2 0.0 0.0 76.6 0.0 0.0 92.0 25.3 0.0 

 

 

Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des amidons, des isolichenans, des 

xyloglucanes, des glucomannanes, des galactomannanes, des glycanes, des celluloses, des 

xanthanes vis-à-vis du virus de type A 

Type de virus A/Brisbane/10/2007 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l Famille de sucres 
    Dose 
          antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

199 41.7 0.0 0.0 49.8 0.0 0.0 76.0 0.0 0.0 
200 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 50.1 0.0 0.0 
197 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 44.8 0.0 0.0 

Amidon 

198 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
         

63 5.3 0.0 0.0 17.3 1.5 1.9 26.8 9.3 4.0 
64 4.4 0.2 0.0 13.3 8.5 3.6 22.2 4.4 0.0 
66 4.4 0.0 0.0 13.8 3.3 5.0 29.8 8.0 0.0 
65 6.0 4.1 3.6 7.2 2.3 3.7 5.6 0.0 0.0 
127 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
128 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
129 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
130 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
132 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Isolichenan 

133 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
         

4 87.6 0.0 0.0 94.5 0.0 0.0 96.2 24.8 0.3 
13 12.1 0.0 0.0 24.0 5.7 0.0 18.7 11.6 20.9 
1 17.2 10.3 13.0 20.0 10.1 15.3 27.6 10.2 10.1 
5 8.7 2.4 2.4 22.4 12.7 7.3 29.3 16.3 8.0 
6 4.4 0.0 0.0 11.6 7.0 0.0 19.0 13.0 3.3 
49 7.0 3.7 1.9 15.2 3.9 6.6 46.2 2.8 17.2 
15 7.4 0.0 0.0 12.2 5.3 0.2 15.4 0.0 0.0 

Xyloglucane 

50 4.5 4.7 1.1 5.4 7.3 5.5 11.3 7.4 8.3 
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7 2.5 1.1 1.4 4.3 0.7 5.0 0.0 0.0 1.3 
8 3.4 2.1 0.0 6.7 4.2 0.0 3.4 15.2 0.0 
9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 0.6 0.0 0.0 0.0 
10 0.6 0.0 0.0 2.3 0.0 0.0 7.2 3.3 3.3 
11 1.7 1.1 1.4 0.0 3.2 2.0 0.0 0.0 0.0 
12 1.2 1.1 0.0 8.5 4.1 0.0 4.6 4.5 0.0 
47 3.6 0.1 0.0 0.3 0.0 0.6 7.0 9.6 3.5 
48 2.4 3.2 1.9 4.4 3.5 1.2 9.0 6.8 3.9 
51 0.0 5.2 0.0 0.0 10.5 0.0 0.0 8.8 1.8 
52 1.0 2.0 2.7 0.6 2.4 4.1 4.9 3.1 3.5 
126 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
2 15.0 10.3 4.7 15.5 9.1 2.4 3.1 15.1 0.0 
3 0.0 5.0 0.4 4.0 14.4 5.5 0.7 21.1 28.4 

         
174 46.5 0.0 0.0 64.2 0.0 0.0 94.8 3.1 2.1 
68 10.5 0.0 0.0 12.0 0.6 0.0 17.0 7.3 0.0 
69 9.7 0.0 4.8 11.9 3.6 5.4 11.7 4.4 2.0 
26 3.4 1.6 0.0 2.3 3.0 3.8 15.0 0.0 0.0 
67 9.7 2.8 0.0 10.3 2.3 0.0 13.2 4.7 6.9 
25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 3.2 1.2 7.6 
24 0.0 0.0 1.6 0.0 0.0 1.4 1.3 11.2 14.3 
27 1.1 0.7 0.0 0.0 0.3 1.5 0.0 15.0 5.6 
70 4.0 0.0 0.0 3.4 1.8 0.7 0.0 1.8 0.0 
175 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
176 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
177 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
178 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
179 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
180 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
181 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Glucomannane  

182 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.3 0.0 0.0 
         

71 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
72 1.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 5.7 13.2 2.4 
75 2.3 0.0 0.0 3.2 0.0 0.0 9.8 0.0 4.2 
76 0.0 0.6 0.0 0.0 1.9 1.6 9.2 4.0 1.4 
201 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
202 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
203 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
204 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Galactomannane  

205 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
          

173 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.1 23.6 39.0 
171 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
170 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.8 
172 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 32.9 19.1 
169 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Glycane 

207 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
         

Cellulose 191 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
          

Xanthane 192 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
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193 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
194 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
195 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
196 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

         

Dextrane 28                   

 

 

Activité inhibitrice (%) des molécules de la famille des amidons, des isolichenans, des 

xyloglucanes, des glucomannanes, des galactomannanes, des glycanes, des celluloses, des 

xanthanes vis-à-vis de virus de type B 

Type de virus B/Florida/4/06 
Dose virale 100CCID50/50 l 30CCID50/50 l 10CCID50/50 l Famille de sucres 
       Dose  
          antivirale 
Molécules 

250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 250 g/ml 25 g/ml 2.5 g/ml 

199 20.1 0.0 0.0 66.7 0.0 0.0 100.0 22.4 0.0 
200 0.0 0.0 0.0 24.5 0.0 0.0 75.0 0.0 0.0 
197 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 37.5 0.0 0.0 

Amidon 

198 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
         

63 18.1 0.0 0.0 52.2 10.3 7.7 79.0 18.9 3.2 
66 13.4 3.8 0.0 28.5 6.8 0.0 69.2 6.4 0.0 
64 11.2 6.5 12.8 18.4 0.0 0.0 58.9 2.8 5.5 
65 0.0 0.0 0.0 1.3 0.0 0.8 20.6 0.0 1.4 
127 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
128 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 7.1 0.0 
129 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
130 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
132 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Isolichenan 

133 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
         

49 9.5 9.1 0.0 18.9 10.7 3.7 26.5 13.2 4.7 
1 9.5 3.5 3.1 6.0 0.0 0.0 13.6 0.0 0.0 
4 6.0 2.9 4.5 4.6 3.8 0.0 11.8 2.5 3.1 
15 6.4 7.5 2.5 8.6 3.2 0.0 11.2 3.7 0.0 
2 0.3 1.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0 
3 5.3 7.2 6.0 5.6 0.0 2.1 7.7 4.4 1.8 
5 3.7 3.0 0.0 4.5 1.0 0.0 7.7 2.0 0.0 
6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 
8 0.0 0.0 0.0 0.6 0.0 0.0 0.5 0.6 0.0 
9 0.0 0.0 0.0 0.5 1.0 1.3 0.0 0.0 0.0 
10 0.0 0.0 0.0 2.0 1.0 0.5 0.6 0.0 0.0 
11 1.0 0.0 0.6 1.1 0.0 0.0 1.2 0.5 0.9 
12 0.2 0.0 0.0 1.0 0.8 0.0 1.1 1.6 0.0 
13 3.0 22.2 0.0 8.0 12.0 0.0 4.0 2.6 0.0 
47 0.0 1.9 0.0 3.7 0.0 0.0 0.0 2.9 0.0 
48 4.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Xyloglucane 

50 0.0 0.0 0.5 2.5 0.0 5.7 5.4 20.4 10.9 
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51 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
52 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.5 0.0 2.3 
126 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.0 0.0 

         
174 51.0 0.0 0.0 72.0 0.0 0.0 98.8 0.0 0.0 
178 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 20.9 0.0 0.0 
24 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 
25 0.0 0.0 0.0 0.1 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 
26 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 5.7 0.0 
27 0.0 0.0   1.1 0.0   0.0 0.0   
67 3.6 7.8 12.9 14.9 16.2 9.9 17.7 19.3 10.8 
68 4.0 21.4 32.5 14.8 25.2 39.7 18.7 28.5 40.8 
69 0.0 0.0 0.0 0.8 0.0 0.0 7.5 0.0 0.0 
70 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
175 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
176 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
177 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
179 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
180 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
181 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Glucomannane  

182 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
         

71 4.3 0.0 0.0 8.6 0.0 0.0 32.9 16.3 0.0 
76 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 17.4 0.0 0.0 
75 0.0 0.0 0.0 6.4 0.0 0.0 5.2 0.0 0.0 
72 0.0 0.0 1.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
201 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
202 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
203 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
204 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Galactomannane  

205 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
          

173 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 30.1 15.8 0.0 
171 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 23.1 28.5 0.0 
170 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.9 18.7 4.2 22.0 
172 0.0 0.0 0.0 2.6 0.0 0.0 0.0 0.0 29.3 
169 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 8.8 

Glycane 

207 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
         

Cellulose 191 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
          

192 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
193 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
194 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
195 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Xanthane 

196 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
         

Dextrane 28                   
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ANNEXE 2 

 

RESULTATS DE TOXICITE CELLULAIRE 

% Toxicité (phase 
de croissance) 

% Toxicité (phase 
confluente)  % Toxicité (phase 

de croissance) 
% Toxicité (phase 

confluente) Molécule 

250 
g/ml 

25 
g/ml 

2,5 
g/ml 

250 
g/ml 

25 
g/ml 

2,5 
g/ml  

Molécule 

250 
g/ml 

25 
g/ml 

2,5 
g/ml 

250 
g/ml 

25 
g/ml 

2,5 
g/ml 

4 0.1 2.1 2.2 0.6 2.6 2  151 7.7 1 2.2 0 1.1 0.6 
14 0.1 0.7 1.4     152 1.1 0 0.3 0 0 0 
20 2.6 0.1 0.6 0.9 1.6 1.4  153 2.2 1.4 1 1.8 2.5 2.5 
21 2.7 2.3 4.5 1.8 2.6 1.9  156 6.2 0.8 0.5 0.8 1.3 1.1 
22 3.3 2.4 1.8     157 3.7 0.2 0.3 0.3 0.3 1 
33 11.2 0.6 1 0.7 2 0.3  158 5.6 1.9 1.7 2.8 1.4 1.5 
37    99.9 3.4 1.8  159 1.3 0.8 0.6 1.1 1.6 0.8 
38    100 2. 5 0.6  160 10.8 0.3 0.3 0.8 0.3 0.1 
39    100 1.1 0.2  161 5.4 1.4 1.6 2 1.7 1.6 
40    100 2.7 0.7  162 4.6 1.4 0.1 0.5 0.2 0.3 
41    100 2.6 0.4  163 0.9 0.2 0 0 0.2 0.2 
42    98.9 4.6 2.6  164 3.6 2.2 2.3 1 1.8 0.1 
43    99.6 99.7 1.19  165 3 0.9 0.8 0.1 0.9 0.5 
44    99.6 94.3 0.9  166 2.3 0.9 0 0 0 0 
45    99.4 99.3 1.3  167 5.5 3.2 2.9 0 0.1 0.1 
46    99.7 99.3 1.3  174 10.5 0 0 15.4 1.5 0.2 
54 2 2 2.5 1.3 1.1 1.1  178 0 0 0 0.2 0 0 
67 15.8 0 1.9 0 2.3 1.9  183 0 0 0 4.1 0 2.3 
68 0 0.2 3.5 0 1.4 0.4  184 0 0 0 3.4 0 0.9 
79 1.4 0.7 0.5 0.2 1.4 1.3  185 0 3.1 0 0 0 3.9 
80 2.8 0.8 0.7 0 1.9 0  186 0 0 0 0.9 4.8 0.1 
81 14.7 0 8.7 0 0.2 1.3  187 0 0 0 0 3.6 0 
82 20.7 0 4.0 0 2.8 2.8  188 0 0 0 0.1 2.7 2.9 
83 16 0 10.4 0 1.3 2.2  189 0 0 0 0 4.1 1.5 
86 47.8 0 0 0 0 0.6  190 0 0 0 0 0 0 
87 29.8 0 0 0 2.4 2.4  197 6.5 0 0 0 0 0 
88 10.0 0 0 0 2.1 1.8  199 13.8 0 0 0 0 0 
89 30.1 0 0 0 0.7 0.8  200 10 0 0 0 0 0 
90 4.42 0 0 0.5 1 1.1  208 0 0.2 0 3.2 3.7 4.4 
91 12.3 0 0 1.7 1.8 1.5  209 0 0 0 3.6 2.6 5.7 
92 43.6 0 0 1.4 1.4 1.6  210 0 0 0 2.4 3.3 3.9 
93 0 0 0 0 0.3 0.1  211 0 0 0 6.3 4.1 2.5 
96 23.5 0 0 0 1.8 2.3  212 0 0 0 2.6 2.5 2.4 
97 21.3 0 0 0 0 0.7  213 0 0 0 2.8 2.7 1.8 
98 12.8 0.4 1.4 0 2.4 1.4  214 5.7 0 0 0 0 0 
99 3.5 0 0 0 0.2 0  217 0 0 0 3.6 0 0 
101 0 4.0 0 1.2 1.2   218 0 0 0 0 3.3 1.8 
103 7.8 0 0 0.6 2 2.8  221 0 0 5.8 0.5 4 0.7 
104 3.0 1.3 0 0 1.8 1.5  222 0 0 0 0 0 0 
105 0 0 0 0 1.5 1.7  223 0.2 0 0 0 0 0 
106 0 0 0 0 1.9 1.5  224 3.8 0 0 0 1.4 5.6 
109 14.2 1.7 0 0 0.6 0.5  225 0 0 0 0 0 0 
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110 0 0 0 0.2 0.1   226 0 0 0 0 0 0 
111 0 0 0 0.5 0.4 0.6  227 16.7 0 0 0 0 0 
112 10.3 0 0 0.7 3.6 2.3  229 0 0 0 0 6.4 5.4 
113 0 0 0 2.5 2.8 1.4  231 0 0 0 0 4.9 5.4 
115 0 0 0 4 2.2 0.8  232 0 0 0 0 3.4 2.6 
116 0 3.3 5.5 1.9 3.2 1.9  233 16.2 9.9 0 0 0 0 
117 0 0 0 1.5 1.8 0.3  234 21.3 1.6 0 0 0 0 
122 1.9 0 0 0.1 0 0.2  235 8.8 0 0 0 6.9 5.2 
124 12.5 0 0 1.5 0 0  236 3.1 0 0 0 2.9 0 
134 0 0 0 1.3 0.6   237 46 27 3.7 0 2 2.3 
135 0.4 0.5 0.9 1.3 2.5 2.6  238 46.2 33 5.3 0 3.5 0.8 
137 1.9 0.6 0.8 0.1 1.5 2  239 30.4 22 0 0 0 0 
138 0 0 0 0 0.7 0.8  240 26 13 0 1.7 0 0 
139 1.5 1.5 2.8 1.1 2.4 2.2  241 0 0 1.4 0 0 0 
140 2.5 1.2 1.6 0.7 2.3 1.7  242 49.5 31 5.9 7.3 1.5 0 
141 2.1 0.7 0.4 1 0.5 0.2  243 0 0 0 11 2.3 4.6 

144 2.8 3.2 3.7 0.3 2.4 2.5  246 18.4 0.6 0 6.5 0.4 2.4 

148 1.9 1.5 1.3 0 0.5 1.2  247 0 0 0 0 0 0 
149 0.4 1 0.1 0.1 0.1 0  248 0 0 0 0 0 0 
150 3.7 1.9 3.2 0 1.7 1.7         
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ANNEXE 3 

 

TAMPONS ET REACTIFS 

1. Tampons d'utilisation courante 

PBS (concentré 10 fois) pH 7,2 – 7,4 

NaCl   80 g 

KCl   2 g 

Na2HPO4.2H2O 14,3 g 

KH2PO4  2 g 

H2O distillé qsp 1 L 

 

SALK (concentré 20 fois) 

NaCl   170 g 

KH2PO4  13,6 g 

NaOH   3 g 

H2O distillé qsp 1 L 

 

2. Tampon de lavage – PBS-Tween 20 - 0,1 % (v/v)  

PBS   99 ml 

Tween 20 10 %   1 ml  

 

3. Tampon citrate/ethanol pH 4,8 pour la méthode au rouge neutre 

Solution A 

 C6H8O7.H2O  21 g 

NaOH   8 g 

H2O distillé qsp 1 L 

Solution B  HCl 0,1N 
 
Composition :  X ml de A + (150 – X) ml de B = C 

   Y ml de C + Y ml d'éthanol absolu 


