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Résumé. 

Les entérovirus (EV) comprennent de nombreux agents pathogènes humains de plus en plus 

préoccupants en matière de santé publique. Ces EV sont souvent associés à des manifestations 

cliniques bénignes, mais peuvent entraîner des complications graves telles que des 

encéphalites, des méningites, des pneumonies, des myocardites et des poliomyélites. Malgré 

d’importantes avancées, il n'existe pas de thérapie antivirale approuvée pour le traitement des 

infections à entérovirus. De par la grande diversité génotypique des EV, des molécules ciblant 

des protéines virales fortement conservées peuvent être envisagées pour le développement 

d’antiviraux pan-EV. À cet égard, l’ATPase/Hélicase 2C, qui est une protéine non structurale 

hautement conservée chez les EVs, possède des fonctions essentielles à la réplication virale, et 

s’avère donc une cible antivirale attractive. De récentes études fonctionnelles et structurales 

sur la protéine 2C ont permis l’identification de molécules démontrant une activité anti-EV ex 

vivo et associées à des mutations de résistance sur la séquence codante de la protéine 2C. 

Cette revue présente un état des lieux des connaissances actuelles sur la protéine 2C dans une 

perspective de cible antivirale et sur le mode d'action d'inhibiteurs spécifiques de cette cible 

thérapeutique.  

Mots clés : Entérovirus, protéine 2C, inhibiteurs, antiviraux. 

 

  



Introduction 

Plusieurs dizaines d’entérovirus infectent l’espèce humaine et causent près de 3 milliards 

d’infections par an. Les virus appartenant au genre Enterovirus (famille Picornaviridae) 

incluent un ensemble de virus classés en 15 espèces : les entérovirus (EV) A à L et les 

rhinovirus (RV) A à C. Les EV infectieux chez l’homme sont regroupés au sein de sept 

espèces, EV-A, EV-B, EV-C, EV-D, RV-A, RV-B et RV-C. Ces espèces incluent, entre 

autres, les poliovirus (PV ; EV-C) agents pathogènes responsables de la poliomyélite, les 

coxsackievirus (CVA et CVB ; EV-A à EV-C) et les échovirus (E ; EV-B) [1]. Les infections 

à EV non poliovirus (EVNP) sont très courantes et souvent associées à des manifestations 

cliniques souvent bégnines (maladies respiratoires et gastro-intestinales légères, éruptions 

cutanées). Cependant, elles peuvent entraîner des complications graves telles que des 

encéphalites, des méningites, des pneumonies, des myocardites, des pancréatites et des 

poliomyélites, en particulier chez les enfants de moins de 5 ans et les personnes dont le 

système immunitaire est affaibli [2],[3]. Ces dernières années, plusieurs EV ont émergé 

comme agents pathogènes de plus en plus préoccupants pour la santé publique. A titre 

d’exemple, les EV-A71 en Asie du Sud-Est [4] et EV-D68 en Amérique du Nord [5] sont à 

l’origine d’épidémies associées à de graves complications neurologiques. Depuis 2016, en 

France, l’augmentation de la circulation de ces deux virus a été associée à des manifestations 

neurologiques sévères. Les rhinovirus, quant à eux, sont l’une des causes les plus courantes de 

maladies respiratoires dans le monde. La plupart du temps, les infections à rhinovirus passent 

inaperçues, provoquant un léger syndrome grippal. Ils peuvent, toutefois, déclencher certaines 

maladies respiratoires graves telles que des bronchiolites chez les enfants et des pneumonies 

mortelles chez les personnes âgées et les adultes immunodéprimés [6],[7],[8],[9]. Concernant 

les coxsackievirus B (CV-B), ils peuvent être associés à des méningites aseptiques, ainsi que 

des septicémies néonatales [10].
 

 

Il existe une grande diversité génétique chez les entérovirus, qui peut être expliquée par de 

fréquents évènements de recombinaison et par les propriétés mutagènes de la polymérase 

virale   [11],[12],[13]. Bien que la vaccination ait presque éradiqué la poliomyélite dans le 

monde et que plusieurs vaccins contre EV-A71 sont sur le marché en Chine [4], il n’existe, à 

ce jour, aucun traitement antiviral efficace contre les EV humains, soulignant la nécessité de 

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques à large spectre. Le risque associé aux EV 

est illustré par la résurgence récente d’infection à Poliovirus en Europe et en Israël, malgré 

une couverture vaccinale importante. Deux approches thérapeutiques ont été envisagées, l’une 

ciblant les facteurs hôtes responsables de la propagation virale et l’autre s’appuyant sur le 

développement d’antiviraux à action directe (AAD) ciblant les protéines virales [14].  

Les EV sont des virus à capside icosaédrique de petite taille (30 nm de diamètre), non 

enveloppés, à génome ARN simple brin de polarité positive d’environ 7.2 à 8.5 kb. Leur 

génome, dépourvu de coiffe, possède une structure IRES (Internal Ribosome Entry Site) dans 

sa région 5’ et est polyadénylé à son extrémité 3’ (Figure 1). L’ARN génomique est composé 

de deux « ORF » (Open Reading Frame ou cadre de lecture ouvert), nommés ORFu et ORF. 

L’ORFu code pour une protéine de 8 kDa impliquée dans la pathogénèse [15] et l’ORF code, 

lui, pour une longue polyprotéine de 250 kDa clivée par les protéases virales matures 2Apro, 



3Cpro et 3CDpro en dix protéines (Figure 1) dont 3 protéines de capside (VP2/VP4, VP1 et 

VP3) et 7 protéines non-structurales de réplication (2A-2C et 3A-3D). À l'heure actuelle, les 

AAD décrits dans la littérature sont, soit dirigés contre les protéines structurales afin de 

bloquer l'infection virale à un stade précoce [16],[17], soit dirigés contre des cibles antivirales 

classiques, telles que la protéase 3C et la polymérase 3D, afin d’inhiber les mécanismes de 

réplication/transcription virale [16],[17]. Plusieurs inhibiteurs de ces protéines virales ont été 

identifiés et certains ont été testés dans des essais cliniques, principalement pour traiter les 

infections à rhinovirus, mais les essais ont échoué en raison de la faible efficacité ou de 

toxicité des molécules [18],[19],[20].
  

 

 

Figure 1. Représentation schématique du génome des EVs et architecture de la protéine 2C. (A) 

Organisation génomique et protéique des EVs. Le génome d’EV est composé de deux cadres de 

lecture ouverts (uORF et ORF) flanqués par deux régions non traduites, 5'UTR et 3'UTR. L’uORF 

chevauche le 5'UTR et l'ORF, et code pour une petite protéine de ~8 kDa (uORFp). L'ORF principal 

d’EV code pour quatre protéines structurelles (VP1-VP4) et sept protéines non structurelles (2A- 2C, 

3A-3D). (B) Diagramme linéaire de l’organisation de la protéine 2C. La partie N-terminale (N-ter) de 

la protéine 2C présente une hélice amphipathique interagissant avec les membranes intracellulaires 

(gris clair). Le domaine ATPase (bleu clair) abrite les motifs conservés Walker A (WA), Walker B 

(WB) et Walker C (WC) (vert) caractéristiques des hélicases de la superfamille SF3/AAA+. Sur ce 

domaine est également souligné en orange la localisation de la séquence AGSINA. En aval du 

domaine ATPase se trouve le domaine doigt de zinc (rouge), une région riche en Cys impliquée dans 

la coordination du zinc qui adopte un pli caractéristique en doigt de zinc. L'hélice C-terminale 

amphipathique (C-ter) présente un motif d'oligomérisation (noir) qui médie l'interaction 2C-2C et 

l'auto-oligomérisation des protéines 2C en interagissant avec les deux autres motifs situés à l'interface 



du domaine ATPase et du doigt Zn de le 2C adjacent. La protéine 2C a deux sites de liaison à l'ARN 

putatifs (gris foncé), le premier se trouve sur l'hélice amphipathique du N-ter et l'autre sur le C-ter. 

 

La protéine 2C
 
est hautement conservée parmi les Enterovirus et joue un rôle crucial dans 

presque toutes les étapes du cycle de vie du virus (Figure 1). Des études structurales et 

fonctionnelles récentes ont permis de mieux comprendre ses rôles pléiotropiques durant 

l’infection virale et, de facto, ont permis l’identification d’inhibiteurs spécifiques. La protéine 

2C est, ainsi, considérée comme une cible attractive pour le développement d’AAD à large 

spectre pour traiter les infections par les EV [21].  

Dans cette revue, nous présentons les connaissances actuelles sur la structure et les fonctions 

de la protéine 2C des EV, et nous décrivons les avancées concernant le développement 

d’inhibiteurs spécifiques de la protéine 2C et leur mode d’action.   

 

Structure et fonctions de la protéine 2C dans le cycle viral des Entérovirus 

Dans les années 1990 et 2000, de nombreuses fonctions biologiques de la protéine 2C dans le 

cycle viral ont été mises en exergue. Les études ont montré que cette protéine possède une  

activité ATPase/Hélicase [22],[23], et son implication dans le processus de réplication des 

ARN, la décapsidation virale [24],[25],[26],[27],[28],  le réarrangement de la membrane de la 

cellule hôte [29],[30],[31], le recrutement de facteurs de l’hôte [32], l’encapsidation et la 

morphogenèse virale [33] ainsi que la perturbation de la réponse cellulaire antivirale 

[34],[35]. Une activité ribonucléase simple brin (sbRNase) non conventionnelle vient 

également d’être attribuée à la protéine 2C [36], cependant le rôle biologique de cette activité 

reste mal compris. Par ailleurs, la ligase cellulaire E3 TRIM7 qui joue un rôle antiviral contre 

les EV humains, a été décrite comme un acteur de l’ubiquitination de la Glutamine C-

terminale de la protéine 2C, conduisant à sa dégradation par adressage au protéasome 

cellulaire [37],[38].  

Par homologie de séquence, les protéines 2C d’EV ont été classées dans la catégorie des 

hélicases de la superfamille 3 (SF3). En 2015, les travaux de Xia et al. ont démontré l’activité 

catalytique hélicase associée à la protéine 2C, confirmant ainsi la prédiction d’analyses de 

séquence et le rôle central de la protéine 2C dans la réplication de l’ARN viral [39]. La 

protéine 2C possède, en plus de l’activité ARN-hélicase-ATP-dépendante, une activité 

chaperonne ATP-indépendante qui déstabilise les hélices de manière bidirectionnelle, facilite 

l'hybridation des brins et la formation de structures d'ARN complexes, et ce indépendamment 

de l'hydrolyse ATP. L’activité catalytique hélicase est portée par le domaine ATPase de la 

protéine 2C de EV-A71, alors que l'extrémité C-terminale est indispensable pour sa capacité à 

chaperonner les ARN.  

Comme toutes les hélicases de la superfamille 3 (SF3), la protéine 2C requiert une 

organisation structurale multimérique afin d’acquérir son activité hélicase. La multimérisation 

de la protéine 2C recombinante de PV1 et E30 a déjà été observé [40],[41]. Compte tenu du 

lien existant entre oligomérisation et activité hélicase et/ou ATPase, l’interface de 



multimérisation pourrait être une cible antivirale intéressante, comme cela a été récemment 

démontré pour la protéine 2C de EV-A71[42] et du virus de la fièvre aphteuse (virus du genre 

Aphtovirus de la famille des Picornaviridae [43]. La caractérisation structurale de la protéine 

2C de deux EV, EV-A71 (PDB 5GQ1 et 5GRB) et PV-1 (PDB 5Z3Q), a permis de mieux 

comprendre l’organisation des différents domaines fonctionnels [44], [45]. La structure 

cristallographique de la partie soluble de la protéine 2C (116-329 aa) de EV-A71 a été résolue 

à 2,5 Å par Guan et al. en 2017. Pour ce faire, la région N-terminale (115 acides aminés) 

correspondant à une région prédite comme partiellement hélicoïdale et amphipatique a été 

délétée.  Il s’agit de la première structure à haute résolution de protéine 2C de la famille des 

Picornaviridae. D’un point de vue structurale, cette protéine 2C est constituée d’un domaine 

ATPase, d’un domaine de liaison au zinc atypique et riche en cystéines et d’un domaine 

hélicoïdal de nature amphipatique en C-terminale (Figure 2A). Le domaine ATPase de la 

protéine 2C possède la signature caractéristique de la superfamille AAA+ des ATPases et est 

formé des motifs Walker A et B conservés ainsi que du motif Walker C typique des hélicases 

de la SF3 (Figure 1B et 2A).  

 

 

Figure 2. Structure globale de la protéine 2C. (A) Modèle en ruban de la structure cristalline de la 

protéine 2C-Δ115 d’EV-A71 complexée avec de l’ATP-γ-S (PDB 5GRB). Les domaines ATPase, 

doigt de zinc et C-terminale sont surlignés en bleu clair, rouge et bleu canard, respectivement. Les 

motifs Walker A (WA), Walker B (WB) et Walker C (WC) du site catalytique du domaine ATPase 

sont surlignés en vert. (B) Aperçu du processus d’assemblage de deux protomères de la protéine 2C 

d’EV-A71 (PDB 5GRB). La polymérisation de la protéine 2C se produit par une interaction spécifique 

entre la partie C-terminale d'un protomère (bleu canard) et le domaine en doigt de zinc du protomère 

adjacent (rouge). (C) Superposition de la structure cristalline 2C de EV-A71 (PDB 5GRB, chaîne B) 

avec celle de la 2C de PV (PDB 5Z3Q, chaîne A), de CV-B3 (PDB 6T3W, chaîne A), de FMDV 

(PDB 7E6V, chaîne A) et de HAV (PDB 7XT3, chaîne A). Les motifs WA, WB et WC du domaine 

ATPase des différentes protéines 2C sont représentés en vert clair. 

 

La résolution de la structure du domaine ATPase de la protéine 2C de plusieurs 

Picornaviridae a permis de mettre en évidence que ce domaine est très conservé, au-delà du 

genre EV, ce qui n’est pas le cas du domaine en doigts de zinc spécifique retrouvé 



spécifiquement chez les EV (Figure 2C). Contrairement aux autres ATPases, l'extrémité C-

terminale des protéines 2C forme une hélicequi participe à l'homo-oligomérisation par une 

interaction spécifique avec le protomère voisin au niveau d’une poche concave formée entre 

le site ATPase et le domaine en doigts de zinc (Figure 2B). Cette homo-oligomérisation est 

nécessaire à l'activité ATPase de la protéine 2C et la réplication de EV-A71, et permet la 

formation d’un site de fixation de l’ATP à l’interface entre deux protomères [46]. Cet 

assemblage conduit à la formation d’un hexamère qui a été modélisé dans les études 

structurales de la protéine 2C de EV-A71 et de PV, puis confirmé expérimentalement par des 

expériences de microscopie électronique réalisées avec une protéine recombinante chimérique 

2C de CV-B3. Récemment, Hurdiss et al. ont identifié la présence d’un site adjacent au site de 

fixation de l’ATP dans la protéine 2C de CV-B3 [46]. Des mutations dans ce site sont en 

général délétères pour la réplication virale. De plus, des molécules synthétiques capables 

d’interagir avec les domaines d’oligomérisation inhibent à la fois l’activité ATPase de la 

protéine 2C et la réplication virale.  Ces études confirment que l’inhibition des fonctions de la 

protéine 2C, en perturbant l’auto-oligomérisation 2C-2C ou en inhibant ses activités 

catalytiques, s’avère une stratégie pertinente d’inhibition de la réplication des EV. 

 

Antiviraux ciblant la protéine 2C des Entérovirus 

 

Une vingtaine de molécules démontrant une activité anti-EV ex vivo et associées à des 

mutations de résistance sur la séquence codante de la protéine 2C ont, jusqu’à présent, été 

identifiées (Table 1). Parmi ces molécules, on retrouve la Guanidine-HCl, le HBB, le MRL-

1237, le TBZE-029, le Métrifudil, la N6-benzyladénosine et ses analogues, le Formotérol, le 

Zuclopenthixol, le mésylate de Pirlindole, la Dibucaïne et ses analogues, des dérivés de la 

pyrazolopyridine, la Fluoxétine et ses analogues, des dérivés de la N-benzylamide et le 

peptide 2CL. Les propriétés d’inhibition de chacune de ces molécules sont décrites dans les 

sous-chapitres suivants. Pour certaines d’entre elles, leur mode d'action n’est pas 

complètement élucidé. La Guanidine-HCl et la Fluoxétine, identifiées par une approche de 

repositionnement de médicaments, sont les inhibiteurs de la protéine 2C les plus étudiés. 



Table 1. Structure chimique, propriétés anti-entérovirales et EV cibles des inhibiteurs de la protéine 2C. 

Molécule Entérovirus 

testés 

Résidus de mutations 

de résistance 

CE50 

(µM) 

IS Références 

 

PV-1 

 

EV-A71 

RV-87 

EV-D68 

CV-B3 

E-9 

I142, A143, N179, M187, S225 

I227, A233 

I127, T173, M187, M193, S224 

nd 

I127, T173, M187, M193, S224 

A224, I227, A229 

E64, A133 

nd 

 

305 

91 

91 (Fermon) 

nd 

nd 

 

 

12 

40 

40 

48, 50, 51 

 

53, 54 

54 

54, 55 

46 ,57 

52 

 

E-9  

PV-1 

CV-B3 

  I227, A229 

nd 

A224, I227 et A229 

nd 

26 (Sabin 2) 

70 

 

15 

nd 

59, 52 

62 

46, 57 

 

PV-1 

 

 

CV-B3 

I120, F164 

 

 

A224, I227 et A229 

11 (Mahoney) 

2.9 (Sabin 2) 

 

nd 

51 

190 

 

nd 

62 

 

 

46 

 

CV-B3 A224, I227 et A229 0.18  nd 57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

EV-A71 

 

EV-A71 

 

 

E325 

 

H118, I324 
 

nd 
 

nd 
 

nd 

 

1.3 

 

0.10 
 

4.3 
 

0.66 
 

0.068 

> 38 

 

33000 
 

> 101 
 

645 
 

> 3456 

64 

 

64 
 

65 
 

66 
 

67 

 

CV-B3 

EV-A71 

PV-1 

EV-D68 

RV-A2 

RV-B14 

Nd 

 

2.36 

0.83 

0.88 

0.51 

0.30 

0.34 

nd 

 

68 

 

CV-B3 

 

A224, I227 et A229 

 

nd  68 

 

CV-B3 

EV-D68 

 

A224, I227 et A229 9.91 

9.24 

 

nd 

 

68 



 

CV-B3 

EV-A71 

EV-D68 

 

A224, I227 et A229 1.60 

7.59 

3.03 

 

nd 

 

68 

 

EV-D68 

 

Nd 0.04 1057 70 

 

EV-D68 

EV-A71 

CV-B3 

Nd 0.2 

3.1 

0.2 

162 

11 

200 

71 

 

EV-A71 Nd 1.2 85 72 

 

EV-A71 

CV-B3 

 

Nd 0.5 

0.8 

 

>400 

>250 

 

74 

 

EV-D68 

EV-A71 

CV-B3 

 

 

D183, D323 0.1 

0.1 

0.2 

2000 

2000 

625 

75 



 

CV-B3 

EV-D68 

RV-A2 

RV-B14 

C179, F190, A224, I227, A229 

 

 

0.42 

0.67 

7.95 

6.3 

71 

42 

3.6 

4.5 

77 

 

 

 

CV-B3 

EV-D68 

RV-A2 

RV-B14 

 

C179, A224, I227 et A229 0.19 

0.11 

7.49 

0.98 

 

315 

545 

8 

61 

 

83 

 

EV-A71 

CV-B3 

PV-1 

CV-A24 

EV-D68 

RV-A2 

RV-B14 

Nd 0.49 

0.0029 

1.39 

1.33 

0.086 

2.75 

0.095 

nd 84 

 

EV-D68 

EV-A71 

 

I227, Q322 4.1 

18 

29 

7 

85 

 

EV-A71 

CV-A16 

CV-B3 

E-11 

 1.35 

2.16 

2.29 

0.38 

>111 

nd 

nd 

nd 

42 

 

EC50, concentration (inhibitrice du virus) efficace à 50% ; IS, indice de sélectivité (CC50 / EC50); nd, non déterminé. 



Guanidine-HCl 

La Guanidine-HCl est une molécule de faible poids moléculaire (Table 1), approuvée par la FDA 

pour le traitement du syndrome myasthénique de Lambert-Eaton (LSEM) [47], mais qui n’est plus 

couramment utilisée en raison de sa toxicité (néphrotoxicité, hépatotoxicité, myélotoxicité et 

cardiotoxicité). La Guanidine-HCl inhibe la réplication de plusieurs EV en culture cellulaire, dont 

PV [48],[49],[50],[51], E-9 [52], EV-A71 [53],[54], RV-87 [54] et plusieurs souches de EV-D68 

(CE50 ~ 100 μM) [54]. Malgré son faible pouvoir antiviral ex vivo, la Guanidine-HCl a montré une 

efficacité antivirale in vivo dans des modèles d'infection respiratoire et neurologique de EV-D68 

[55]. En 1997, Barton et Flanegan [56] ont démontré que la Guanidine-HCl inhibe une ou des 

fonction(s) portée(s) par la protéine 2C qui est(sont) impliquée(s) dans l'initiation de la synthèse 

d'ARN à brin négatif, mais pas à brin positif, ni à l'élongation de l'ARN. De plus, plusieurs études 

ont rapporté que la Guanidine-HCl peut inhiber les activités ATPase [23], et hélicase de la protéine 

2C de EV-A71 [53] et de CV-B3 [57]. Son mécanisme d'action antivirale a été particulièrement 

étudié chez PV. Ces études ont révélé que la résistance à la Guanidine-HCl se situe dans la région 

2C (Figure 3A). Cette résistance est principalement attribuée à deux mutations, mutation de "classe 

N" (Asn mutée en position 179) ou de "classe M" (Met mutée en position 187), localisées dans une 

boucle adjacente au motif Walker B. Outre ces deux mutations principales, quelques mutations 

supplémentaires dans la protéine 2C de PV, aux positions 142, 143, 225, 227 et 233 confèrent une 

résistance à la Guanidine-HCl (Figure 3A).  

 

 
Figure 3. Cartographie des mutations de résistance et/ou de dépendance sur les différents motifs de la 

protéine 2C. (A) Les motifs de résistance et/ou de dépendance à la Guanidine-HCl ainsi qu’à MRL-1237 sont 

représentés sur la structure de la protéine 2C de PV (PDB 5Z3Q) en gris et en rouge, respectivement. (B) Les 

résidus de résistance à la Guanidine-HCl (I127, T173 motif WB ; M187 et M193), au Métrifudil (E325) et au 

N6-benzyladénosine (H118 et I324 partie clé de C-terminale pour l’hexamerisation) sont représentés sur la 

structure de la protéine 2C de EV-A71 (PDB 5GRB). (C) Les motifs de résistance à la Guanidine-HCl, au 

HBB, au MRL-1237, au TBZE-029, à la Dibucaïne, au Pirlindole, au Zuclopenthixol, et à la Fluoxétine sont 



représentés sur la structure de la protéine 2C de CV-B3 (PDB 6T3W). Les résidus A224, I227 et A229 de la 

boucle AGSINA (orange) sont des résidus de résistance communs aux différents inhibiteurs cités. Les 

résidus C179 et F190 concernent uniquement la Fluoxétine. (A-C) Les résidus des motifs WA, WB et WC 

du site catalytique du domaine ATPase sont surlignés en vert. 

 

L’action de la Guanidine-HCl a été étudiée chez d’autres EV, des mutations aux positions 127, 173, 

187, 193 et 224 de EV-A71 (Figure 3B), aux positions E64 et A133 de E-9, ainsi qu’aux positions 

A224, I227 et A229 de CV-B3 (immédiatement en aval du motif hélicase Walker C) (Figure 3C), 

lui confèrent une résistance. Il a été également démontré, sur protéine recombinante, que l’activité 

ATPase de la protéine 2C est inhibée par la Guanidine-HCl et que les mutations de résistance 

confèrent à l’activité ATPase une meilleure tolérance à la Guanidine-HCl. De manière remarquable, 

certaines mutations de résistance ont conduit à la genèse de souches résistantes dont la réplication 

ex vivo est conditionnée par la présence de Guanidine-HCl dans le milieu de culture [51]. Ce 

mécanisme de dépendance peut être expliqué par l’effet délétère de la mutation de résistance sur 

l’activité ATPase, en partie restaurée par la présence de Guanidine-HCl à des concentrations sub-

millimolaires [46]. Les guanidines sont universellement présentes dans l'environnement biologique 

et peuvent se lier à la surface des protéines virales de remodelage de l'ARN pour modifier leurs 

conformations, leurs états électrostatiques et leurs interactions protéine-protéine ou protéine-ARN, 

inhibant ainsi ces activités de remodelage de l'ARN. Le développement de dérivés de la Guanidine-

HCl moins toxiques et plus sélectifs pourrait permettre d’identifier de nouveaux AAD à large 

spectre contre les EV. 

 

HBB, MRL-1237 et TBZE-029 

Un autre composé, identifié depuis des décennies, et qui inhibe sélectivement la réplication virale 

de la plupart des EV est le HBB [1H-benzimidazol-2-yl(phényl)méthanol] (Table 1) [58]. L'analyse 

de la séquence de virus résistants à l’HBB et la caractérisation de E9 ont révélé que la sensibilité à 

l'HBB correspond à la protéine 2C, suite à l’identification de mutations aux positions I227 et A229 

de la protéine ciblée [59],[60]. Trois mutations de la protéine 2C de CV-B3, A224V, I227V et 

A229V, situées en aval du motif Walker C [57],[61],[46], lui confèrent une résistance, ainsi qu’à 

deux de ses dérivés, MRL-1237 [62] et TBZE-029 [63], qui présentent un motif benzimidazole 

commun (Table 1), en dépit de leurs spectres antiviraux différents (Figure 3C). Une étude de 

Shimizu et al. [62] sur PV a montré que les mutations indépendantes F164Y et I120-Y pouvaient 

être responsables de la sensibilité réduite à MRL-1237 (Figure 3A). A ce stade, il est important de 

noter que certains loci où se trouvent les mutations de résistance au MRL-1237 sont proches ou 

identiques à ceux mentionnés pour la résistance à la Guanidine-HCl, et que certaines mutations 

peuvent induire des résistances croisées [62], suggérant la présence de « hot-spot » de mutations de 

résistance dans les domaines de multimérisation (Figure 3).  

 

Métrifudil, N6-Benzyladénosine et dérivés 

En 2008, les travaux de Arita et al. ont démontré que deux agonistes de récepteurs de l’adénosine, 

le Métrifudil et la N6-benzyladénosine, analogues de nucléosides, interagissent avec la protéine 2C 

et inhibent la réplication virale de EV-A71 [64] (Table 1). Les mutants de résistance de la protéine 

2C de EV-A71 à ces deux inhibiteurs ont été identifiés en position E325G pour la résistance au 

Métrifudil et en positions H118Y et I324M pour la résistance à la N6-benzyladénosine (Figure 3B). 



Le groupe de S. Mikhailov a reporté la synthèse de plusieurs séries d’analogues de la N6-

benzyladénosine. Ainsi, le composé 7, N6-(5-hexene-2-yne-1-yl) adénosine  (CE50 = 4.3 ± 1.5 μM, 

SI ~ 101) (Table 1) [65], ainsi que le composé 6, N6-(trans-3-phenyl-2-propen-1-yl)adénosine 

(CE50 = 0.66 ± 0.12 μM, SI ~ 645) (Table 1) [66], ont démontré une forte inhibition sélective sur un 

panel d'isolats cliniques de EV-A71 appartenant à différents génogroupes de EV-A71. Plus 

récemment, le composé 10, N6-(3-trifluorométhylbenzyl) adénosine, analogue comportant un 

groupement trifluorométhyle sur le noyau benzénique de la N6-benzyladénosine, s’est avéré le 

candidat le plus prometteur ex vivo (CE50 = 0.068 ± 0.01 μM, SI ~ 3456) [67].  

 

Formotérol, Zuclopenthixol, Pirlindole, Dibucaine et dérivés 

En 2016, Ulferts et al. ont identifié, par le biais d'un criblage de médicaments en culture de cellules 

infectées par CV-B3, le Formotérol, le Zuclopenthixol, le mésylate de Pirlindole et la Dibucaïne 

comme nouveaux inhibiteurs de CV-B3 (Table 1) [68]. Le Formotérol, un bronchodilatateur connu 

pour son activité antivirale contre RV-B14 [69], inhibe la réplication de tous les EV et rhinovirus 

testés (EV-A71, CV-B3, EV-D68, PV-1, RV-A2 et RV-B14). Le Zuclopenthixol (antipsychotique), 

le mésylate de Pirlindole (antidépresseur) et la Dibucaïne (anesthésique local) exercent un effet 

inhibiteur en agissant au stade précoce de la réplication du génome de CV-B3. Le Pirlindole et la 

Dibucaïne inhibent EV-D68, la Dibucaïne inhibe également EV-A71, mais aucun d’entre eux 

n’inhibe les rhinovirus testés (RV-A2 et RV-B14) et PV-1. Des mutations (A224V, I227V et 

A229V) dans la séquence codante de la protéine 2C du coxsackievirus B3 (CV-B3) ont été 

identifiées pour conférer une résistance à la Dibucaïne, au Pirlindole et au Zuclopenthixol, ce qui 

suggère un lien avec l’inhibition d’une fonction de la protéine 2C, mais pas au Formotérol dont le 

mécanisme d’action reste à élucider (Figure 3C). 

Compte tenu de la facilité de synthèse de la Dibucaïne, une étude de relation structure-activité 

(RAS) menée en 2019 a permis d'obtenir des analogues de quinoléine, tels que le composé 12a 

(CE50 < 1 μM, IS > 5000) (Table 1), dont l'activité antivirale et l'indice de sélectivité contre cinq 

souches différentes de EV-D68 ont été considérablement améliorés [70]. Des travaux, réalisés en 

2020 par la même équipe, ont permis d’obtenir des analogues quinoléine présentant une activité 

antivirale à large spectre (EVD-68, EVA-71 et CV-B3) et des propriétés pharmacocinétiques in 

vitro favorables [71]. Le meilleur représentant, le composé 6aw (Table 1), présente des valeurs 

d’CE50 submicromolaires contre deux souches de EV-D68, deux souches de EV-A71 et une souche 

de CV-B3. Le composé 6aw est stable dans les microsomes de souris (t1/2 ~ 115 min) et représente 

un antiviral à large spectre prometteur pour le traitement des EV. Parallèlement, une autre étude 

menée en 2020 par Tang et al. a permis d’identifier par RAS des analogues de la Dibucaïne 

présentant une activité antivirale et un indice de sélectivité cellulaire améliorés [72]. Le composé le 

plus efficace, 6i (CE50 EV-A71 ~ 1 μM) (Table 1), présente une efficacité antivirale in vivo sans 

toxicité significative chez la souris infectée par EV-A71. Cependant, les propriétés 

pharmacocinétiques de ces composés n'ont pas été rapportées à ce jour. 

 

Dérivés de la pyrazolopyridine 

Un criblage phénotypique, réalisé en 2016 par Zuo et al., a permis l’identification d’une série de 

dérivés de la pyrazolopyridine comme antiviraux contre CV-B3 [73]. Ces dérivés pyrazolopyridine 

présentent également une activité antivirale à large spectre contre EV-A71, PV-1, PV-3, ainsi que 

plusieurs coxsackievirus et échovirus ; ils réduisent considérablement la synthèse de l'ARN viral et 



des protéines virales dans les cellules infectées. L'analyse de la séquence des mutants résistants à 

ces composés suggère que la protéine 2C est la cible virale. 

Une étude RAS, réalisée en 2018, a conduit à la synthèse de nouveaux inhibiteurs de type 

pyrazolopyridine plus puissants et sélectifs, dont JX040 (Table 1) qui a la plus forte activité 

antivirale contre les EV non poliovirus (CE50 EV-A71 = 0.5 μM, CE50 CV-B3 = 0.8 μM, CE50 PV-1 

> 10µM) [74]. 

L’étude RAS la plus récente, menée en 2021, a identifié une série d'analogues de type 

pyrazolopyridine présentant une activité antivirale à large spectre contre EV-D68, EV-A71 et CV-

B3 dans plusieurs lignées cellulaires, y compris les cellules RD et les cellules neuronales SH-

SY5Y80 [75]. Le composé 7d (CE50 EV-A71 = 0.1 μM, CE50 CV-B3 = 0.2 μM, CE50 EV-D68 = 

0.1 µM) (Table 1) a été utilisé comme sonde chimique pour des études mécanistiques qui ont révélé 

que la protéine virale 2C est la cible de cette série de composés. Les mutants de résistance de la 

protéine 2C de EV-D68 au composé 7d ont été identifiés en position D183V et D323G. Bien que 

l’EV-D68 2C-D183V/D323G présente une sensibilité réduite au composé 7d, l'essai de croissance 

par compétition a montré que sa capacité de réplication est compromise par rapport au virus 

sauvage. Une optimisation des propriétés pharmacocinétiques de ces composés pourrait conduire à 

de bons candidats pour des études in vivo sur des modèles animaux ainsi qu’à des sondes chimiques 

pour la validation in vivo des cibles médicamenteuses. 

 

Fluoxétine et dérivés 

L’un des médicaments repositionnés les plus étudiés ciblant la protéine 2C est la Fluoxétine 

(Prozac®) (Table 1), un antidépresseur inhibiteur sélectif de la capture de la sérotonine. En 2012, 

Zuo et al. rapportent l’action anti-entérovirale in vitro de la Fluoxétine [76], confirmée par une 

seconde étude qui identifie par ailleurs la protéine 2C comme cible de l’antidépresseur [61]. La 

Fluoxétine interfère dans la réplication de l’ARN viral et supprime de manière sélective la 

réplication de EV-B (CE50 CV-B3 = 3.36 μM ; CE50 E-9 = 4.58 μM ) et de EV-D (CE50 EV-D68 = 

1.35 μM), mais pas des EV-A et de EV-C testés, ni de RV-A ou RV-B [61]. Le mécanisme d'action 

antiviral de la Fluoxétine a été étudié sur CV-B3, les acides aminés de la protéine 2C dont la 

substitution confère une résistance à la Fluoxétine se situent en positions A224, I227 et A229 (court 

motif 224AGSINA229 en C-terminale du motif Walker C, considéré comme un « hot-spot » de 

mutation de résistance). Ce motif AGSINA est conservé chez les EV-B et EV-D mais n'est pas 

présent chez d'autres EV [20],[61]. 

En 2019, Bauer et al. ont démontré, par des études mécanistiques, que la (S)-Fluoxétine (Kd = 9.5 

µM, CE50 = 0.42 μM) se lie et inhibe la protéine 2C de CV-B3 avec une plus grande affinité que la 

(R)-Fluoxétine (Kd > 200 µM) [77]. Cette stéréospécificité est valable pour l’inhibition de la 

réplication de EV-D68, RV-A2 et RV-B14. En revanche, ni le mélange racémique, ni la (S)-

Fluoxétine ne sont actifs contre EV-A71 et PV-1 en culture de cellules infectées, aux concentrations 

où la (S)-Fluoxétine n’est pas toxique ex vivo.  

La structure cristallographique aux rayons X de la protéine 2C de CV-B3 (117-329) en complexe 

avec la (S)-Fluoxétine a été récemment résolue (PDB ID : 6T3W) [46]. Cette structure a révélé que 

la (S)-Fluoxétine se lie à un site allostérique du domaine ATPase de la protéine 2C de CV-B3 

(Figure 4A). Une étude biochimique plus poussée du mode d'action de la (S)-Fluoxétine démontre, 

de plus, qu'elle inhibe l'activité 2C ATPase, ce que corrobore les données structurales. En effet, 

l'analyse par cryo-microscopie électronique a affiné nos connaissances concernant le mécanisme de 



la (S)-Fluoxétine et démontré qu’elle verrouille la protéine 2C dans un complexe hexamèrique en 

forme d'anneau (Figure 4B). Cette contrainte structurelle pourrait, soit affecter la fixation de l'ATP, 

soit limiter les changements conformationnels nécessaires à son hydrolyse, expliquant ainsi son 

mode d'action. Les mutations de résistance de la (S)-Fluoxétine sont positionnées à la fois sur le site 

de liaison de la (S)-Fluoxétine (C179F, C179Y et F190L) et sur la boucle 224-AGSINA-229 

(A224V, I227V et A229V) (Figure 3C). Cette dernière n'interagit pas directement avec la (S)-

Fluoxétine, mais il a été proposé que la boucle 224-AGSINA-229 stabilise la boucle contenant le 

motif Walker B dans une "conformation ouverte" permettant la liaison de la (S)-Fluoxétine.  

 

 
Figure 4. (A) Structure cristalline de CV-B3 2C-Δ116 en complexe avec la (S)-Fluoxétine. Les motifs 

Walker A et Walker B et le motif C du domaine ATPase sont surlignés en vert. Une molécule de sulfate 

d'ammonium se fixe à la boucle du motif WA délimitant la région de liaison à l'ATP. La boucle surlignée en 

orange délimite la région de la séquence AGSINA. La (S)-Fluoxétine (molécule en bleu canard) se fixe à la 

poche allostérique WB et aux régions d’interaction directe avec la protéine 2C (surlignés de la même couleur 

que l’inhibiteur). (B) Positionnement des monomères de CV-B3 2C-Δ116/(S)-Fluoxétine dans la carte cryo-

EM de la construction hexamèrique de la protéine 2C-Δ116. Le site de fixation de la (S)-Fluoxétine ainsi que 

celui de l’ATP (marqué par la position du sulfate d'ammonium) sont représentés. 

 

Malgré des résultats probants ex vivo et un mécanisme d’action élucidé, la Fluoxétine n'a 

malheureusement pas montré d'efficacité antivirale dans les modèles de souris infectées par EV-

D68 [78],[55]. Elle a fait l'objet d'essais cliniques dans le traitement de patients présentant une 

AFM (Myélite flasque aiguë) prouvée ou présumée associée au virus EV-D68, mais s'est avérée 

inefficace [79],[80]. Toutefois, la Fluoxétine a été utilisée avec succès pour traiter un enfant 

immunodéprimé atteint d'une encéphalite entérovirale chronique [81], et une patiente atteinte d’une 

méningoencéphalite par infection chronique à E13 [82]. Ces exemples soulignent la nécessité de 

poursuivre le développement d'inhibiteurs dérivés de la Fluoxétine de plus forte efficacité et 

spécificité pour la protéine 2C, notamment dans le traitement de l'infection par EV-D68. 

 

C’est dans cette optique qu’une étude RAS, décrite par Manganaro et al. a conduit à la synthèse 

d’un analogue de la Fluoxétine, le composé racémique 2b (CE50 CV-B3 = 0.87 μM, CE50 ED-68 = 

0.56 µM, CE50 EV-A71 = pas actif) (Table 1), dont le groupement méthylamine a été substitué par 

un groupement guanidine, qui montre une activité antivirale similaire à celle de la (S)-Fluoxétine 

[83]. Une séparation chirale a permis d’isoler l’énantiomère (S)-2b qui exerce une activité antivirale 

bien supérieure (CE50 CV-B3 = 0.19 μM, CE50 ED-68 = 0.11 µM) par rapport au mélange 

racémique et confirme l’importance de la configuration chirale. Les mutations de résistance 



observées (positions A224V, I227V, A229V, C179F) indiquent que le composé 2b interagit avec la 

protéine virale 2C de manière similaire à la (S)-Fluoxétine. 

A ce stade, ni le mélange racémique, ni l'énantiomère (S) de la Fluoxétine et du composé 2b ne sont 

actifs contre EV-A71 et PV-1 en culture cellulaire, ce qui soulève la limite du spectre antiviral de 

ces inhibiteurs contre les EV.  

 

Dérivés de la N-benzylamide 

Dans ce contexte, Bauer et al. ont optimisé de nouveaux antiviraux à partir d’un composé 

précédemment identifié par HTS [73] qui est structurellement apparenté à la Fluoxétine et qui cible 

la protéine 2C de EV-A71. La synthèse de plusieurs amides substituées, dérivés de la N-

benzylamide, a permis d’identifier plusieurs inhibiteurs à plus large spectre que la Fluoxétine et qui 

inhibent des membres représentatifs de toutes les espèces humaines d’EV et de rhinovirus [84]. Le 

composé 12b (Table 1), le plus actif, inhibe EV-A71, EV-D68, CV-B3, PV-1, CV-A24, RV-A2 et 

RV-B14 avec des valeurs de CE50 allant de 0,0029 à 1,39 µM. La structure du complexe lié au 

composé 12b permettrait l’identification de sa poche de fixation et l’élucidation de son mécanisme 

d'action. 

Il est important de noter que la structure du composé 12b, décrit par Bauer et al., est 

structurellement proche d’un autre inhibiteur de la protéine 2C décrit par Ma et al. en 2020, le 

composé R523062 (Table 1). Le composé R523062 a été identifié par un criblage phénotypique à 

haut débit et inhibe de multiples souches de EV-D68 (CE50 de 2.3 à 6.4 µM) et, moins efficacement, 

des souches de EV-A71(CE50 de 9.6 à 55.7 µM) [85]. Le virus mutant 2C-I227L/Q322R indique 

que ces mutations confèrent une résistance significative à R523062. L'analyse de l’interaction in 

vitro entre la protéine 2C de EV-D68 et le composé R523062 a montré que ce dernier se lie 

directement à la protéine 2C sauvage et au mutant 2C-Q322R, mais pas à la protéine mutée 2C-

I227L. cela confirme que la protéine 2C est la cible directe du R523062 et que le résidu I227 est 

crucial pour la fixation de cet inhibiteur [85]. 

 

Peptide 2CL 

Dans cette dernière étude publiée en 2021, Fang et al., conçoivent un peptide, nommé 2CL (Table 

1), basé sur la structure de la protéine 2C de EV-A71 [42]. Ce peptide altère efficacement 

l'oligomérisation de la protéine 2C de EV-A71 et inhibe les activités ARN-hélicase des protéines 

2C codées par EV-A71 et CV-A16 (EV-A), et montre une puissante efficacité antivirale contre EV-

A71 (CE50 = 1.50 µM) et CV-A16 (CE50 = 2.16 µM), CV-B3 (CE50 = 2.31 µM) et E11 (CE50 = 0.37 

µM)[42]. De plus, le traitement au 2CL a permis d'obtenir une forte efficacité protectrice in vivo 

contre l’infection létale liée à EV-A71. Ces résultats démontrent que le fait de cibler l'activité 

hélicase de la protéine 2C avec un peptide de conception rationnelle est une stratégie antivirale 

prometteuse contre les EV, et que le peptide 2CL est une cible importante pour le développement 

de candidat médicament à large spectre contre les EV. 

 

Conclusion 

Depuis les années 80, la protéine 2C a été identifiée comme cible pour le développement de 

molécules antivirales contre les entérovirus (EV). La protéine 2C est hautement conservée chez les 

entérovirus et, potentiellement, la moins permissive à l’apparition de mutations de résistance 



n’affectant pas le fitness réplicatif. En l’absence de données structurales, la compréhension des 

modes d’action est longtemps restée limitée à la caractérisation de mutations de résistance. Fait 

intriguant, de nombreux composés inhibant la réplication virale induisent des mutations de 

résistance croisées dans des régions relativement ciblées de la protéine 2C, et ce malgré une grande 

diversité structurale des composés sélectionnés.  L’accumulation récente de données structurales et 

fonctionnelles ont aidé à mieux caractériser le rôle de la protéine dans le cycle viral, et ont, par 

ailleurs, permis d’identifier les mécanismes moléculaires d’inhibition de certaines de ces molécules 

antivirales et de comprendre les mécanismes de résistance associés. Il est maintenant démontré que 

les molécules antivirales induisant des mutations de résistance sur la séquence codante de la 

protéine 2C inhibent certaines de ses fonctions en se fixant directement à la surface de la protéine. 

A ce jour, au moins deux sites cibles d’antiviraux ont été caractérisés, à savoir un site allostérique 

auquel se fixe la Fluoxétine et l’interface d’assemblage de l’hexamère 2C. Compte tenu de leur 

forte conservation de séquences et des données publiées jusqu’à présent, ces deux sites devraient 

permettre de développer des molécules anti-EV ciblant un large spectre de virus, qui, combinées, 

pourraient limiter le risque d’émergence de mutations en population   

 

Le développement futur de médicaments antiviraux ciblant la protéine 2C pourrait bénéficier de 

l’optimisation structurale de dérivés de la guanidine présentant de meilleurs effets inhibiteurs et une 

toxicité moindre. De la même manière, la Fluoxétine, longtemps utilisée pour traiter la dépression 

majeure et les troubles de l'anxiété, a plus récemment été utilisée comme traitement antiviral pour 

les enfants immunodéprimés atteints d'encéphalite chronique à EV [81], démontrant son potentiel 

pour une utilisation clinique en tant qu'inhibiteur des fonctions de la protéine 2C. Cependant, sa 

pharmacocinétique et les effets secondaires qu’elle induit restreignent son usage au traitement 

d’infections chroniques à EV [82]. Il est donc important de pouvoir continuer à optimiser des 

molécules à partir de la (S)-Fluoxétine, clarifier les mécanismes moléculaires déterminant 

l'efficacité des inhibiteurs, et évaluer le spectre d’efficacité sur un large panel d’EV, notamment 

dans des modèles in vivo pertinents. 
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