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ABREVIATIONS 
 

ADN :  acide désoxyribonucléique 
Ag :  antigène 
ALAT :  alanine amino transférase 
ARN :  acide ribonucléique 
BCR :  B cell receptor  
CMH :  complexe majeur d'histocompatibilité 
CDR :  complementarity determining region  
CMV:   cytomegalovirus 
CPA :  cellules présentatrices d'antigènes 
CTL :  cytotoxic T lymphocytes  
DC :  cellules dendritiques 
EBV :  virus d’Epstein-Barr 
HVR :  hyper variable region  
HLA :  human leucocyte antigen  
HSC:  hepatic stellate cells 
IL :  interleukine 
Ig :  immunoglobuline 
IFN:  interféron  
ITI(A)M : immunoreceptor tyrosine-based inhibitory (activating) motif 
KIR :   killer immunoglobulin-like receptor 
LIH :  lymphocytes intra-hépatiques 
LILR:  leukocyte Immunoglobulin-like receptors 
LRC:  leukocyte receptor complex 
LSEC : liver sinusoidal endothelial cell 
MET. A/F: Metavir score activity/fibrosis 
MIC :  MHC I-related chain 
NCR :   natural cytotoxicity receptors 
NK :  cellule natural killer 
NKR :  NK cell receptor 
NK-T :  natural killer T lymphocytes 
NS :  protéine non structurale  
PBMC : peripheral blood mononuclear cells 
PCR :  polymerase chain reaction 
PRR:   pattern recognition receptors 
RT :  reverse transcription 
SHP:  SH2-containing protein tyrosine phosphatase 
SHIP:  SH2-containing inositol polyphosphate5- phosphatase 
TCR :  T cell receptor  
TGF :   transforming growth factor  
Th :  T helper lymphocyte 
TLR:  Toll-like receptor 
TNF :  tumor necrosis factor  
TRAIL: TNF-related apoptosis inducing ligand 
VHB :  virus de l’hépatite B 
VHC :  virus de l’hépatite C  
VIH :  virus de l’immunodéficience humaine 
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Objectifs du travail 
 
 

Les lésions histologiques du foie au cours de l’hépatite virale C chronique 

s’accompagnent d’une importante infiltration lymphocytaire portale, de phénomènes de 

nécrose focale et de lésions dégénératives lobulaires. Parmi ces lymphocytes, les lymphocytes 

T CD8+ sont abondants dans le lobule et les zones péri-portales et leur potentiel cytotoxique 

semble contribuer significativement à la lyse hépatocytaire de façon spécifique et non 

spécifique chez les patients.  

Pendant ces dix dernières années, beaucoup de travaux ont décrit l’expression par les 

lymphocytes T CD8+ conventionnels, de récepteurs classiquement exprimés par les cellules 

NK. Cette expression est observée sur les cellules T CD8+ à un stade activé/mémoire. Parmi 

ces récepteurs, beaucoup sont des ligands de molécules HLA de classe I classiques ou non 

classiques. Comme dans le cas des cellules NK, l’interaction productive de ces récepteurs 

avec leurs ligands peut influencer significativement les propriétés biologiques des 

lymphocytes T CD8+ classiques. Ainsi, ils peuvent moduler les fonctions effectrices (donc 

l’activité cytolytique) et influencer la résistance à la mort cellulaire associée à l’activation. Par 

conséquent, ils pourraient promouvoir un certain niveau d’accumulation de cellules T CD8+ 

comme cela à été observé dans un modèle de souris doublement transgéniques. Il a ainsi été 

suggéré qu’un contexte d’infection chronique pourrait favoriser l’accumulation de cellules T 

CD8+ différenciées et exprimant des NKRs. 

Pour ces raisons, l’expression des ces récepteurs par les cellules T CD8+ pourrait par 

exemple à la fois, altérer la capacité de réponse des cellules spécifiques du VHC et aussi 

favoriser la persistance dans le foie malade, des cellules T CD8+ au sens large. Les 

hépatocytes seraient ainsi d’avantage exposés à ces cellules et à leur potentiel cytotoxique 

avec pour conséquence directe, des possibilités accrues de lyse. Puisque les cellules T CD8+ 

des patients atteints d’hépatite virale C chronique n’ont pas (ou peu) été étudiées de ce point 

de vue, nous avons voulu examiner l’expression de certains récepteurs de molécules HLA de 

classe I par les cellules T CD8+ classiques chez les patients et rechercher de possibles liens 

entre la fréquence de ces cellules et les paramètres cliniques de la maladie. 

 

Parce que les récepteurs de molécules HLA de classe I régulent la biologie des cellules  
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NK et puisque c’est une caractéristique du VHC d’interférer avec la réponse NK par de 

multiples mécanismes (voir l’introduction), un autre objectif de ce travail était de caractériser  

le compartiment des cellules NK des patients par sous-types cellulaires définis au moyens de 

l’expression de ces récepteurs. Nous avons ainsi cherché à décrire le phénotype général de ces 

sous-populations et à examiner leur distribution dans le foie et la périphérie des patients. Par 

ailleurs, une étude complète à été consacrée à la fraction importante de cellules NK, qui chez 

l’homme, expriment le récepteur CD8. D’une part, il n’existait pas de données sur cette 

population de cellules NK chez les patients VHC+ chroniques et d’autres part, des études 

suggèrent que cette population possède un potentiel cytotolytique augmenté par rapport à 

celui des autres cellules NK. Etant donné que le VHC n’est pas cytopathogène et que le 

système immunitaire lui même semble responsable de la majorité des dommages cellulaires, 

nous avons jugé important d’examiner dans le détail les caractéristiques de la population NK 

CD8+ dans le sang et le foie des patients. 

 

Enfin, nous avons souhaité examiner le répertoire des gènes de certains de ces 

récepteurs de molécules HLA de classe I classiques (le groupe des KIRs) chez les patients et 

le comparer à celui d’une cohorte d’individus sains pour rechercher d’éventuels liens entre ce 

répertoire et l’évolution vers la chronicité comme cela a été décrit dans d’autres situations 

pathologiques. 
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I – La réponse immunitaire 
La fonction première du système immunitaire est la défense de l’organisme contre des 

éléments reconnus comme étranger et potentiellement pathogènes. Chez les animaux 

vertébrés supérieurs, on distingue l’immunité innée et l’immunité spécifique. L’immunité 

innée est capable de réaction rapide et est source de signaux pour le développement de 

réponses spécifiques adaptées. Les réponses spécifiques sont plus lentes mais permettent la 

mise en place de la mémoire immunitaire qui aide les organismes à répondre plus rapidement 

et plus efficacement à une agression microbienne renouvelée. 

L’immunité innée repose sur plusieurs principes de base avec en premier lieu la 

détection des microorganismes au moyen de la reconnaissance de motifs moléculaires 

présents chez de nombreuses familles de ces microbes et absents des organismes hôtes. Par 

exemple, la détection d’ARN double brin signale la présence de virus au sein de l’organisme 

et la détection de lipopolysacharides signale la présence de bactéries de type gram négative. 

Ce type de reconnaissance met en jeu des récepteurs très conservés qui ne sont pas exprimés 

de façon clonale et dont l’expression ne dépend pas de phénomènes de recombinaison de 

gènes. Ces récepteurs rassemblés sous le terme de « Pattern Recognition Receptors » (PRR) 

peuvent être solubles, membranaires ou intracellulaires. Parallèlement, le système 

immunitaire innée est aussi capable de réagir à l’absence de molécules du soi. Ainsi l’absence 

de molécules normalement présentes sur les cellules et capables de freiner l’activation du 

complément va rendre les microbes dépourvus de telles molécules sensible aux attaques du 

complément. Par ailleurs, les cellules infectées par des virus qui réduisent l’expression de 

surface des molécules de classe I du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (HLA 

chez l’homme) pour échapper aux réponses spécifiques, sont détectables par les lymphocytes 

Natural Killer (NK) qui réagissent à ces modifications du soi en s’activant et en détruisant les 

cellules infectées. Enfin l’immunité innée peut également réagir à l’apparition sur les cellules 

infectées de molécules normalement non exprimées. Par exemple les cellules NK peuvent 

s’activer après reconnaissance des molécules nouvellement exprimées à la surface de cellules 

épithéliales infectées. On parle alors de reconnaissance du « soi altéré ». 

 L’immunité adaptative repose sur des lymphocytes B qui produisent des anticorps et 

des lymphocytes T qui sont cytotoxiques et/ou produisent des cytokines. Ces lymphocytes ont 

en commun de se différencier dans des organes lymphoïdes centraux et de les quitter munis de 

récepteurs capables de reconnaître presque n’importe quel antigène. Dans la très grande 

majorité des cas, ces récepteurs d’antigènes (BCR et TCR) suivent une distribution dite 
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clonale; chaque lymphocyte exprime un seul BCR ou TCR à sa surface. La présence d’un 

antigène dans l’organisme va conduire à l’activation des quelques lymphocytes porteurs de 

récepteurs capables de le reconnaître, à l’expansion de ces lymphocytes et à leur 

différentiation en cellules effectrices B ou T. Ces événements sont décrits sous le terme de 

sélection clonale. Le BCR reconnaît les antigènes sous leur forme natives. En revanche, le 

TCR reconnaît le plus souvent les antigènes sous la forme de fragments peptidiques court 

présentés associés aux molécules du CMH (on parle de restriction de la reconnaissance T par 

les molécules du CMH) à la surface de cellules spécialisées dans la présentation des antigènes 

(CPA) et dont les cellules dendritiques sont le meilleur exemple. Le répertoire des protéines 

constituant le BCR et le TCR est généré par recombinaison de régions d’ADN, ce qui permet 

une très grande diversité. Ces récepteur sont par eux même incapables de déterminer si un 

antigène qu’ils peuvent reconnaître appartient à l’hôte ou bien à un microbe. Cette distinction 

est possible grâce à une information appelée second signal qui est fournie par l’immunité 

innée. Par exemple, en réponse à la détection de virus dans l’organisme les cellules 

dendritiques surexpriment certaines molécules dites de costimulation, et la reconnaissance 

simultanée du complexe peptide antigénique:HLA par le TCR et des molécules de 

costimulation par des récepteurs spécialisés va permettre l’activation des lymphocytes T. La 

reconnaissance d’antigènes en l’absence de signaux de costimulation ne permet pas 

l’activation des lymphocytes et dans certaines situations, peut conduire à un état 

d’inactivation. Plusieurs éléments du système immunitaire sont présentés plus en détails ci 

après.  

 

Généralités sur les cellules du système immunitaire  

Les différentes cellules du système immunitaire dérivent toutes de cellules souches 

hématopoïétiques multipotentes générées par le foie fœtal puis par la moelle osseuse après la 

naissance. Ces cellules sont à l’origine des progéniteurs des cellules lymphoïdes dont sont 

issues par exemple les lymphocytes Natural Killer (NK), les lymphocytes classiques B et T 

ainsi que des lymphocytes dits non classiques tels que les cellules NK-T. Les cellules souches 

sont aussi à l’origine des progéniteurs des cellules myéloïdes dont dérivent les 

monocytes/macrophages, les polynucléaires, les cellules dendritiques d'origine myéloïde, les 

plaquettes et les hématies. La différentiation des précurseurs des lymphocytes T et B se fait 

dans des organes spécialisés appelés organes lymphoïdes primaires dont le 

microenvironnement cellulaire spécialisé (stroma) assure la présence de facteurs solubles et 

d’interactions cellulaires nécessaires à une bonne différentiation efficace. Les précurseurs des 
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lymphocytes T et B colonisent le thymus et la moelle osseuse respectivement, se différencient 

en lymphocytes murs puis quittent ces organes pour rejoindre la circulation sanguine et, par 

les vaisseaux lymphatiques afférents, coloniser les zones dites T et B des organes lymphoïdes 

secondaires que sont les ganglions lymphatiques, la rate, et les zones lymphoïdes associées à 

certains tissus qui sont des sites d’entrée privilégiés pour les microorganismes (par exemple 

les plaques de Peyer de l’intestin). C’est dans ces organes secondaires que sera déclenchée la 

réponse immunitaire spécifique contre les antigènes de microorganismes infectieux. 

 

Les macrophages et polynucléaires 

Les macrophages se différencient à partir des monocytes. Ils sont présents dans de 

nombreux organes. Ils sont riches en lysosomes contenant des hydrolases et des peroxidases 

qui participent à la destruction des microorganismes phagocytés. Ils phagocytes les agents 

infectieux à la suite de l’engagement de PRR, de récepteurs Fc ou de récepteurs aux fragment 

du complément. Ils sont sources de cytokines proinflammatoires (interleukin (IL)-1, tumor 

necrosis factor (TNF)-α, IL-6) et de chimiokines telle que l’IL-8. Tout comme les cellules 

dendritiques dont nous reparlerons plus loin, ils peuvent aussi participer à la présentation de 

l’antigène aux lymphocytes T. Pour ce qui nous concerne nous évoquerons occasionnellement 

la population des macrophages du foie (cellules de Kupffer). Quand aux polynucléaires, ils 

comprennent les neutrophiles qui sont phagocytiques et sécrètent de grandes quantité de 

chimiokines, les éosinophiles qui sont important pour les réponses antiparasitaires et l’allergie 

et les basophiles qui interviennent aussi dans l’allergie. Ils ne seront pas davantage évoqués 

dans ce travail. 

 

Apprêtement et présentation des antigènes par les cellules présentatrices 

 
Les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité  

Les gènes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (système HLA "Human 

Leucocyte Antigen" chez l'homme) codent pour des molécules polymorphes qui sont 

exprimées sur toutes les cellules de l'organisme. Les molécules du CMH de classe I (HLA A, 

B, et C) et de classe II (HLA DP, DQ, DR) sont des glycoprotéines membranaires formées de 

l'association d'une chaîne α et de la β2-microglobuline pour le CMH I, et d'un hétérodimère 

de chaînes α et β pour le CMH II. Les molécules CMH I sont exprimées par toutes les 

cellules nucléées, tandis que les molécules CMH II ne sont présentes que sur certains types 

cellulaires parmi lesquels les cellules présentatrices d’antigènes spécialisées (CPA) comme 
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les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B mais aussi les cellules 

épithéliales thymiques, certaines cellules endothéliales et les lymphocytes T activés chez 

l'homme (Klein et al., 2000a; Klein et al., 2000b). Comme indiqué ci dessus, les molécules 

CMH I présentent les peptides antigéniques aux lymphocytes T cytotoxiques (CTL) CD8+, 

alors que les complexes peptide:CMH II sont reconnus par les lymphocytes T CD4+ 

(Cresswell, 1994; Pamer et al., 1998). Il existe aussi des molécules CMH I dites non 

classiques telles que les molécules CD1 (Lantz et al., 1994; Maher et al., 1997; Porcelli, 1995) 

ou HLA-E. Ce sont des glycoprotéines non-polymorphiques exprimées sous la forme d'une 

chaîne α également associée à la β2-microglobuline. Les molécules CD1 (CD1a, b, c et d) 

sont donc apparentées aux CMH I mais leur trafic intracellulaire à des ressemblances avec 

celui des molécules CMH II, elles sont surtout exprimées par les CPA, par des cellules 

épithéliales intestinales, des cellules de Langerhans et les hépatocytes (Balk et al., 1994; 

Canchis et al., 1993; Porcelli, 1995; Porcelli et al., 1999). Chez l'homme, les molécules CD1 

présentent des antigènes lipidiques ou glycolipidiques à des lymphocytes T spécialisés γδ ou 

αβ (Faure et al., 1990; Porcelli et al., 1992; Ulrichs et al., 2000) et aux cellules T dites NK-T 

(Lantz et al., 1994; Porcelli et al., 1992; Tanaka et al., 1995). HLA-E est une molécules très 

peu polymorphe, exprimée par de nombreux type cellulaires et qui en situation normale, 

présente des peptides issus des séquences leaders des molécules HLA-A,B,C. Sa 

reconnaissance peut donc donner une information au système immunitaire sur la synthèse de 

molécules classique HLA I qui est souvent modifiée par les infections virales ou la 

transformation tumorale. Certain virus comme le cytomegalovirus (CMV) neutralisent ce 

système d’information en assurant la synthèse d’un peptide pouvant se lier à HLA-E. Nous 

reviendrons sur ces éléments dans les résultats et la discussion. 

 

Apprêtement et présentation des antigènes 

L'apprêtement des antigènes repose sur leur dégradation par des enzymes 

protéolytiques intracellulaires spécialisés. Les antigènes protéiques synthétisés par la cellule 

elle-même par exemple lors d’une infection virale, sont dégradés par le protéasome qui est un 

complexe enzymatique multicatalytique présent dans le cytosol (Klein et al., 2000a; Rock et 

al., 1999). Un système de moléculaire spécialisé (TAP1/2) (Transporter associated with 

antigen processing) assure le transport des peptides antigéniques produits vers le réticulum 

endoplasmique où, à l’issue de plusieurs étapes très contrôlées, ils s'associent aux molécules 

du CMH I nouvellement synthétisées sous la forme de peptides de 8-9 aminoacides. Les 
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complexes peptide:CMH I  ainsi assemblés sont exprimés à la surface des cellules et peuvent 

être reconnu par les cellules T CD8+.  

Les antigènes d'origine extracellulaire sont internalisés en phase fluide ou via des 

récepteurs (BCR, récepteurs du complément, récepteurs aux fragments Fc des 

immunoglobulines : FcR, récepteurs au mannose) (Klein et al., 2000a; Lanzavecchia, 1996). 

Ces antigènes sont ensuite dégradés par protéolyse dans des compartiments d'endocytoses 

acides et les peptides de 14 à 17 acides aminés générés s'associent aux molécules du CMH II 

grâce à l’aide de protéines spécialisées telles que HLA-DM. Les complexes peptide:CMH II 

sont ensuite dirigés vers la surface cellulaire ou ils sont susceptibles d’être reconnus par les 

lymphocytes T CD4+. Les cellules dendritiques et les macrophages peuvent aussi présenter les 

complexes peptide:CMH I aux lymphocytes T CD8+ par présentation croisée. Dans ce cas, 

des antigènes extracellulaires sont transférés des compartiments d'endocytose vers le cytosol 

où ils sont pris en charge par la voie de présentation des antigènes intracellulaires 

(Kovacsovics-Bankowski et al., 1995). 

 

Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques (DC) représente moins de 1% des cellules mononuclées 

circulantes mais elles sont présentent dans tout l’organisme sous différentes formes. Elles sont 

particulièrement abondantes dans la peau et les muqueuses en contact avec le milieu extérieur. 

Par exemple la sécrétion de chimiokine CCL20 par les kératinocytes cause l’attirance de 

précurseurs de DC qui s’établissent et forment les populations de cellules de Langherans de 

l’épiderme. Par leur capacité d’endocytose, de phagocytose ou de macropinocytose, les DC 

assurent la fonction de sentinelle au sein des tissus qu’elle colonisent. 

Suite à la détection de molécules d’origine microbiennes, les DC ont la capacité de freiner 

leur potentiel d’internalisation et d’engager un programme de maturation phénotypique et 

fonctionnelle qui leur confèrent des capacités uniques à migrer de leur site de surveillance 

vers les organes lymphoïdes (perte de CCR6, acquisition de CCR7), à produire certaines 

cytokines et chimiokines (en prticulier l’IL-12) et à activer de façon efficace les lymphocytes 

T naïfs (induction des signaux de costimulation CD80, CD86, CD40, augmentation 

d’expression des molécules CMH) dans les zones T des organes lymphoïdes secondaires 

(Banchereau et al., 2000). L'IL-12 produite par les DC mures va promouvoir la différentiation 

des lymphocytes T CD4+ naïfs en lymphocytes T effecteurs Th1, de stimuler la production 

d'IFN-γ par les cellules NK et de potentialiser l'activité cytotoxiques des cellules NK et des 

lymphocytes T CD8+ (Banchereau et al., 2000; Macatonia et al., 1995; Orange et al., 1996; 
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Trinchieri, 1995; Vieira et al., 2000). En l'absence d'IL-12 (dont la production est inhibée par 

l'IL-10), les lymphocytes T CD4+ se différencient plutôt en effecteurs Th2 (Caux et al., 

1994a). En l’absence d’infection, les DC peuvent aussi assurer des fonctions d’induction de 

tolérance en présentant des peptides du soi dans un contexte dépourvus de signaux de 

costimulation et de sécrétion de cytokines. 

 

Les lymphocytes B 

Ces lymphocytes se différencient dans la moelle osseuse au cours d’une succession 

d’étapes identifiables par l’expression de molécules de surface et par le statut du 

réarrangement des gènes des chaînes lourdes et légères des immunoglobulines (configuration 

germinale ou réarrangée). Au stade dit B mature, les lymphocytes expriment un récepteur de 

l’antigène membranaire (IgM), ils quittent la moelle pour les follicules des organes 

lymphoïdes secondaires riches en cellules dendritiques folliculaires. Phénotypiquement, ils 

sont alors IgM+IgD+ et se distinguent entre autre par l’expression des molécules CD19, 

CD20, CD21, CD32, CD40 et de molécule du CMH de classe II. Les lymphocytes B sont 

impliqués dans la composante humorale de la réponse immunitaire par la sécrétion 

d’anticorps (ou immunoglobulines) spécifiques qui diffusent dans l’organisme et se lient à 

l’antigène qui a induit l’activation du/des clones B correspondants. Cette activation se fait à la 

frontière des zones T/B des follicules et est facilité le plus souvent par les lymphocytes T 

activés via l’interaction CD40-CD40 ligand. Lors de telles interactions, les cellules B sont 

aussi des cellules présentatrices de l’antigène aux cellules T CD4+ car elles expriment les 

molécules CMH de classe II. Les cellules B activées donnent naissance aux centres 

germinatifs ou se déroulent l’expansion clonale, les hypermutations dans les régions variables 

qui influence l’affinité des anticorps, les commutations de classe générant des IgG, IgA ou 

IgE (influencées par l’environnement cytokinique) et la différentiation en lymphocytes 

sécréteurs d’anticorps (plasmocytes) ou mémoires. Dans le cas d’infections virales, les 

anticorps sécrétés peuvent permettre la neutralisation des virions en inhibant leur entrée dans 

les cellules cibles et en participant à l'élimination de particules libres par le système du 

complément et les phagocytes (Burton et al., 2000; Cooper et al., 1983). Les anticorps 

efficaces contre les virus sont souvent dirigés contre les protéines d'enveloppe car ils bloquent 

l’interaction avec la molécule récepteur sur les cellules de l’hôte. La détection de tels 

anticorps est utilisé dans les tests sérologiques de diagnostique.  
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Les lymphocytes T, développement et physiologie 

 
Le développement des lymphocytes T 

Ces lymphocytes se différencient à partir de précurseurs qui colonisent le thymus et 

engagent de multiples interactions avec les cellules épithéliales des zones corticale puis 

médullaire. Les phase les plus précoces correspondent à des événement de réarrangement 

génique qui vont permettre l’expression membranaire du récepteur de l’antigène (ou TCR) 

associé à un complexe de chaînes (CD3 γ, δ, ε, ζ et η) (Ohashi et al., 1985; Yague et al., 

1985) importantes pour la transmission de signaux lors de l’engagement du TCR. Chaque 

chaîne du complexe CD3 comprend un/des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based 

Activation motif). L'engagement du TCR induit la phosphorylation de résidus tyrosine des 

ITAM permettant ainsi la transduction du signal (Malissen et al., 1993; Samelson et al., 1987; 

Weiss, 1993). Le TCR correspond à un hétérodimère formé des protéines α et β ou γ et δ 

unies par un pont disulfure. Tout comme les gènes des chaînes des Ig, les gènes des chaînes 

TCR sont morcelés. Le locus TCRAD (chromosome 14) contient les gènes pour les chaînes α 

et δ tandis que les loci TCRB et TCRG (chromosome 7) contient les gènes des chaînes β et γ. 

Chaque chaîne comprend un domaine constant (C) et un domaine variable (V) entre lesquels 

s’intercale un domaine de jonction (J) et parfois un domaine de diversité (D) (Born et al., 

1985). Par contre, une fois réarrangés, les gènes des chaînes TCR ne subissent pas de 

mutation somatiques lors de l’activation par l’antigène. Cette recombinaison dite V(D)J est 

catalysée par un complexe enzymatique composé des protéines RAG (Recombinaison 

Activating Genes)-1 et 2 et de protéines intervenant dans la réparation de l'ADN (Gennery et 

al., 2000). Les enzymes RAG ciblent des séquences dites signal de recombinaison (RSS) qui 

flanquent les segments V, D et J, et catalysent la coupure entre les RSS et les régions 

codantes. La ligation des segments DJ puis V-DJ permet d'éliminer la portion d'ADN 

comprise entre ces segments et de générer la séquence codante de la région V(D)J. La 

diversité du répertoire TCR est très grande car en plus de la diversité générée par la 

recombinaison de certains segments parmi plusieurs possible, il existe une diversité 

supplémentaire liée à l’addition et/ou au retrait de nucléotides lors de l’assemblage des 

segment V(D)J (diversité jonctionnelle) (Ramsden et al., 1997a). Comme dans le cas des Ig, 

la zone d’interaction de chaque chaîne du TCR avec l’antigène met en jeu des boucles dites 

CDR (complementary determining regions). Tandis que les CDR1 et 2 correspondent à des 

segment des domaines V, la boucle CDR3 correspond à la région de jonction et est très 

variable. Comme indiqué précédemment, le TCR des cellules T classiques ne reconnaît pas 
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directement un antigène mais plutôt un court segment peptidique de ce dernier associé aux 

molécules du CMH de classe I (lymphoctes T CD8+) ou II (lymphocytes T CD4+). La 

diversité du répertoire TCR des lymphocytes T γδ est plus limitée que celles des lymphocytes 

T αβ classiques.  

Lorsque les thymocytes immatures expriment un TCR (stade CD4CD8 double positif), 

ils sont soumis à des événements dits de sélection positive et négative (Zuniga-Pflucker 

2004).. Parce que le répertoire TCR est généré de façon aléatoire, il contient des TCR qui ne 

sont pas adaptés à une bonne interaction avec les molécules CMH. Ces cellules T immatures 

sont éliminées par défaut car elles ne reçoivent de signal de survie délivré par interaction du 

TCR avec des complexes peptides du soi:molécules CMH en surface de l’épithélium cortical 

thymique. Lorsque l’interaction est possible mais modérée, les cellules reçoivent un signal 

anti-apoptotique et la différentiation se poursuit, les thymocytes deviennent alors des cellules 

T CD4+CD8- ou CD4-CD8+. Les thymocytes immatures CD4+CD8+ peuvent aussi exprimer 

des TCR capables de reconnaître avec une forte affinité, des peptides de l’hôte associés aux 

molécules CMH (thymocytes autoréactifs sources possible de réponses auto-immunes). Dans 

leur grande majorité, ces thymocytes sont éliminés physiquement (délétion) par induction de 

mort cellulaire lors de l’interaction avec les complexes peptides du soi:CMH exprimés sur les 

cellules dendritiques présentes au niveau de la jonction cortex-médulla et dans la médulla 

(Zuniga-Pflucker 2004). D’autres cellules T avec des TCR ayant une affinité modérée pour 

des peptides du soi  ne sont pas éliminées et peuvent gagner la périphérie ou elles exercent 

une influence suppressive vis à vis d’autres cellules T capables de réponse au soi. Les cellules 

CD4+CD25+Foxp3+ dite régulatrices sont l’exemple le mieux connu de ces cellules.  

 

Les lymphocytes T périphériques  

Les lymphocytes T murs qui quittent le thymus sont dits naïfs. Ils expriment les 

molécules TCR, CD2, CD3, CD5, CD28, CD45RA et CD4 ou CD8. CD4 et CD8 sont les 

corécepteurs participant à l’interaction avec le complexe peptide antigénique:molécules 

CMH, lors de la reconnaissance de l’antigène et contribuant à l’activation via le recrutement 

d’une tyrosine kinase (p56lck). Les lymphocytes T αβ classiques expriment CD8 sous la 

forme d’un hétérodimère αβ tandis que d’autres populations T ont un homodimère CD8 αα. 

Les cellules T regroupent plusieurs types qui se distinguent fonctionnellement. Les 

lymphocytes T CD8+ qui, après activation, se différencient en cellules cytotoxiques (ou CTL) 

détruisent directement les cellules transformées ou infectées porteuses de l’antigène cible et 
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peuvent, au travers de la sécrétion d’Interféron (IFN)-γ et de Tumor Necrosis Factor (TNF)-α 

activer les macrophages et inhiber la réplication virale (Guidotti 2001). Les lymphocytes T 

auxiliaires (ou helper) peuvent sécréter des cytokines de différent types avec des 

conséquences fonctionnelles distinctes sur lesquelles nous reviendrons (Figure 1). Enfin, les 

lymphocytes T suppresseurs/ou régulateurs évoqués plus haut semblent contrôler certaines 

réponses immunitaires au moyen de médiateurs solubles qu’ils peuvent sécréter tels que l’IL-

10 ou le transforming growth factor (TGF)-β. Dans certaines infections, plusieurs peptides 

antigéniques peuvent être reconnus par les lymphocytes T, conduisant à l'apparition de 

différents clones (réponse polyclonale ou muti-spécifique). Dans d'autres cas, le nombre de 

peptides antigéniques reconnu est très limité et conduit à une réponse de type oligoclonale. Si 

un seul peptide est reconnu (immunodominance), la réponse T sera quasi clonale. La détection 

des cellules T spécifiques permet de mieux comprendre l'évolution de la réponse immune 

spécifique au cours d'une l'infection virale. En pratique, la détection des lymphocytes T 

spécifiques d'un antigène peptidique donné est souvent évaluée par la capacité de réponse 

proliférative spécifique, la capacité à lyser spécifiquement des cibles porteuses de l’antigène, 

la sécrétion de cytokines déterminée par immunomarquage intracellulaire et cytométrie de 

flux ou par ELISPOT (Enzyme-Linked Immumo-SPOT) et plus récemment, par 

immunomarquage au moyen de complexes multimériques recombinants peptide:molécules 

CMH. Dans le cas de l'hépatite virale C cette approche a permis d'estimer la fréquence des 

CTL spécifiques de plusieurs peptides du virus lors de la phase aiguë ou chronique de 

l'infection (He et al., 1999; Lechner et al., 2000a; Sobao et al., 2001).  

 

Polarisation de la réponse lymphocytaire T CD4+  

Comme nous l’avons déjà évoqué, les lymphocytes T CD4+ activés peuvent se 

différencier en deux populations effectrices majeures aux fonctions distinctes. Les effecteurs 

T CD4+ polarisés Th1 secrètent d'importantes quantités d'IFN-γ et d'IL-2 alors que les Th2 

produisent de l’IL-4, -5, -10 et -13 (Mosmann et al., 1989). Les Th1 sont impliqués dans la 

réponse immune à médiation cellulaire, efficace contre les pathogènes intracellulaires, et 

favorisent l'activité cytotoxique et l'expansion des CTL. Les Th2 favorisent, eux, la réponse 

immune à médiation humorale efficace contre les pathogènes extracellulaires, en activant la 

production d'anticorps par les lymphocytes B et en participant au recrutement des 

éosinophiles (Abbas et al., 1996; O'Garra, 1998). Cette dichotomie, initialement mise en 

évidence in vitro, est critique in vivo car l'efficacité de la réponse immunitaire spécifique 
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nécessite que la réponse soit adaptée à la nature de l’agent infectieux. Par exemple, au cours 

d'une infection virale, le contrôle de l’équilibre Th1/Th2 est essentiel pour assurer le contrôle 

de la réplication du virus tout en minimisant les dommages causés par les effecteurs au tissu 

infecté. La différentiation des lymphocytes T CD4+ en effecteurs Th1 ou Th2 est fortement 

influencée par les cytokines présentes lors de l’activation qui sont elles mêmes influencées par 

les cytokines présentes lors de l’activation des DC. Ainsi, au cours d'infections virales, la 

production d'IFN de type I (IFN-α/β), d'IFN-γ, de TNF-α et d'IL-12 sur le site inflammatoire 

conduira à de fortes productions d’IL-12 par les DC matures  (Trinchieri, 1995; Vieira et al., 

2000). Cette réponse immune de type Th1, permettant la lyse des cellules infectées, est 

particulièrement efficace dans l'éradication des virus. La production d'IL-10 au cours de 

l'infection virale peut inhiber la sécrétion d'IL-12 favorisant plutôt une réponse de type Th2. 

 

L’activité des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) 

Après activation, les cellules T CD8+ prolifèrent et se différentient en cellules 

cytotoxiques capable, après engagement du TCR, de lyser des cellules cibles par la sécrétion 

de molécules effectrices (perforine et granzymes A et B) ou par induction de mort cellulaire 

par la voie Fas/FasL ou TNF/TNF-R (Stenger et al., 1998). Les CTL produisent aussi des 

cytokines et une distinction parmi les CTL (Tc1 versus Tc2) a été proposée (Maggi et al., 

1994; Salgame et al., 1991; Vukmanovic-Stejic et al., 2000). Les Tc1 correspondraient aux 

cellules produisant de l'IFN-γ et du TNF-α en présence d'IL-12 tandis que les cellules pouvant 

sécréter de l'IL-4 en présence d'IL-4 correspondraient aux Tc2. Lors des infections virales, 

l’efficacité de l'activité cytotoxique des CTL joue un rôle central dans l'éradication du virus 

puisqu'elle assure l’élimination physique des cellules infectées. Dans le cas d’infection par le 

VIH par exemple, une forte réponse cytotoxique contre différents antigènes viraux 

constituerait un bon pronostic (Dalod et al., 1999; Ogg et al., 1998). Comme nous le verrons 

plus loin, il semble qu’une réponse cytotoxique forte et multispécifique est associée à 

l'éradication du VHC lors de la phase aiguë de l'hépatite virale C, (He et al., 1999; Lechner et 

al., 2000a; Maini et al., 2000). En revanche, une activité cytotoxique insuffisante des CTL 

pourrait ne pas permettre l’élimination du virus tout en contribuant à la destruction du tissu 

hépatique qui caractérise l’hépatite C chronique (Cerny et al., 1999; Chang et al., 1997; 

Chisari et al., 1997). Enfin, la sécrétion d'IFN-γ et de TNF-α par les CTL peut aussi jouer un 

rôle dans l'élimination des cellules infectées. Ce mécanisme antiviral non cytolytique a été 
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mis en évidence dans des modèles d'infection par le virus de l’hépatite B, chez la souris et le 

chimpanzé (Guidotti et al., 1996a; Guidotti et al., 2001; Guidotti et al., 1996b).  

 
Les lymphocytes T NK (NK-T) 

Les lymphocytes NK-T ont aussi une origine thymique. Ils expriment en plus du 

récepteur de l'antigène des lymphocytes T classique (complexe TCR/CD3) des molécules 

trouvés sur les cellules NK comme CD56 ou NKRP1 (Mingari et al., 1995; Ortaldo et al., 

1991). Les cellules NK-T sont essentiellement présents dans le foie et la moelle osseuse 

(Crispe et al., 1996; Doherty et al., 1999; Nagasaka et al., 1996; Norris et al., 1998). Leur 

TCR est dit semi invariant car la chaîne alpha est invariante et la chaîne beta n’utilise qu’un 

nombre limité de segments variables. Les cellules NK-T reconnaissent des antigènes 

lipidiques ou glycolipidiques associés aux molécules  molécules CD1d et pourraient exercer 

une activité cytotoxique sur les cellules infectées (Lantz et al., 1994; Maher et al., 1997). 

Après activation, les cellules NK-T produisent très rapidement de grandes quantités de 

cytokines comme l’IL-4 mais aussi d'IFN-γ et de TNF-α selon le contexte (Doherty et al., 

1999; Nuti et al., 1998). Ces cellules pourraient ainsi avoir un rôle dans la régulation de la 

réponse antivirale au niveau du tissu hépatique.   

 

Les cellules tueuses naturelles ou Natural Killers (NK)  

Les cellules NK font partie des premières lignes de défense de l’organisme contre des 

infections virales et des processus de transformation cancéreuse (Biron et al., 1999) (Figure 

2). Les cellules NK sont identifiées phénotypiquement par l’absence de CD3 et la présence de 

CD56 et/ou de CD16 (FcγRIII) (Vely et al., 1996). Chez l’homme les cellules NK 

représentent entre 10 et 15% de la population totale de lymphocytes. Elles son aussi 

retrouvées dans les tissus, tels que les poumons et le foie (Trinchieri, G., 1989). Les 

lymphocytes NK appartiennent au système immunitaire innée car ils peuvent réagir très 

rapidement à une infection sans phase de sensibilisation, ils expriment des récepteurs non 

dépendant de réarrangements de gènes et ne conduisent pas à la génération de mémoire 

immunitaire. Ils expriment des PRR dont des TLRs (Toll Like Receptors)(Akira 2006, 

Medzhitov R. 2001). Ainsi le TLR-2 des cellules NK est capable de se lier à des constituants 

de bactéries ou de parasites et d’induire la production d’IFN-γ et de TNF-α. Le TLR-5 

detetcte la flageline d’E. coli. Les cellules NK peuvent aussi s’activer à travers le TLR-3 qui 

détecte les ARN double brin (Figure 2) ou du TLR-9, qui reconnaît des motifs non-méthylés 

de l’ADN microbien (Sivori 2004, Becker 2003,  Schmidt 2004, Pisegna et al 2004). Les 
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TLR-7 et -8, qui reconnaissent de l’ARN viral simple brin (Heil et al., 2004, Lund et al 2004) 

sont aussi présents chez les cellules NK (Hart et al., 2005). Les cellules NK expriment d’une 

manière constitutive, plusieurs récepteurs de cytokines et sont capables de produire 

rapidement de l’IFN-γ et d’autres cytokines en réponse à des cytokines (Carson, et al., 1994, 

Fehniger, et al., 1999, Aste-Amezaga, et al., 1994). Les IFN-α/β peuvent induire l'activité 

cytotolytique des cellules NK (Biron et al., 1999; Kaser et al., 1999).  Enfin, les cellules NK 

peuvent influencer la réponse immune adaptative au travers de la production de cytokines 

(mais pas de l’IL-2) et au travers d’interactions directes avec les cellules dendritiques (Cooper 

et al., 2004, Degli-Esposti 2005, Moretta 2002, Zitvogel, L 2002). L’activité cytotoxique des 

NK est régulée par l’intégration de multiples signaux activateurs et inhibiteurs (Figure 3) 

délivrés lors de l’engagement de multiples récepteurs appelés respectivement activateurs et 

inhibiteurs (Leibson 1997, Lanier 2001). Nous allons revenir sur ces récepteurs en nous 

limitant aux cellules NK humaines.  

 

Le développement des cellules NK humaines 

Les cellules NK se développent dans le microenvironnement de la moelle osseuse à 

partir d’un progéniteur lymphoïde (Colucci et al., 2003). Elle gagnent ensuite la circulation 

sanguine et certains organes dont le foie (Morris et al., 2004). Pendant leur développement, 

les cellules NK nécessitent la présence des facteurs c-kit et Flt-3 et de l’IL-15 (Perussia et al., 

2005, Mrozek, E. et al., 1996 ;Yu, H. et al., 1998).  

 

Sous populations de cellules NK chez l’homme 

La plupart (90%) des cellules NK humaines expriment un faible niveau de la molécule 

CD56 (CD56dim) et expriment des niveaux importants du FcγRIII (CD16), tandis que le reste 

de NK (10%) expriment sont CD56brightCD16dim ou CD56bright CD16- (Figure 4). De faibles 

pourcentages de cellules sont CD56-CD16+ et semblent s’expandre chez des patients VIH+ 

(Mavilio, et al., 2005). La population CD56bright serait le principal producteur de cytokines, 

telles que l’IFN-γ, l’IL-10, l’IL-13 et le granulocyte-colony stimulating factor (GM-CSF) et 

de chimiokines. Au contraire, les cellules NK CD56dim produisent des quantités moindres de 

ces cytokines lorsqu’elles sont stimulées in vitro.(Cooper 2001). Les cellules NK humaines 

produisent aussi du TGF-β (Gray 1994), de l’IL-3 (Cuturi 1989) et de l’IL-5 (Warren 1995).   
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La cytotoxicité des cellules NK 

Les cellules NK peuvent tuer des cellules infectées ou transformées par plusieurs 

mécanismes dont la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC) impliquant CD16, la voie 

perforine/granzymes et les voies passant par des récepteurs impliqués dans la mort cellulaire 

de la famille du TNF : Fas-L, TNF-α et TRAIL (Montel et al., 1995, Arase et al., 1995, 

Kashii et al., 1999). Au repos, les cellules NK CD56dim sont plus cytotoxiques que les cellules 

NK CD56bright. Ces cellules CD56dim possèdent une activité ADCC plus importante que les 

NK CD56bright dû à un plus fort niveau d’expression de CD16 (Nagler et al., 1989). 

Cependant, les cellules CD56bright et CD56dim peuvent atteindre des niveaux d’activité 

cytolytique similaires après activation avec l’IL-2 ou l’IL-12 in vitro (Caligiuri et al., 1990, 

Nagler et al., 1990, Robertson et al., 1992). Ceci est en accord avec le fait que les cellules NK 

CD56dim et NK CD56bright fraîchement isolées peuvent contenir des niveaux comparables de 

perforine (Konjevic et al., 1995). Le profile d’expression divergent de récepteurs activateurs 

ou inhibiteurs par les NK CD56dim et CD56bright pourrait aussi moduler leur potentiel 

cytotoxique. Dans plusieurs types d’infection virale, une faible activité cytotoxique des 

cellules NK vis à vis des cellules infectées semble être associée à la persistance virale (Corado 

et al., 1997; Joncas et al., 1989; Katz et al., 1987; Quinnan et al., 1982).  

 
Récepteurs activateurs des cellules NK humaines 

Les récepteurs dits de cytotoxicité naturelle (NCR) incluent NKp30, NKp44 et NKp46 

(Moretta et al., 2000 Immunol today Moretta et al., 1996; Moretta et al., 2000) (Tableau I). 

Ces NCRs semblent jouer un rôle important dans l’induction de cytotoxicité contre les 

cellules transformées (Moretta et al., 2001). Les NCR sont aussi capables de reconnaître 

l’hémaglutinine de l’influenza (Mandelboim et al., 2001, Arnon et al., 2001), ainsi que les 

cellules infectées par le virus de la vaccine (Chisholm 2006). Le récepteur Nkp30 semble 

capable d’induire la maturation des DC immatures à travers la production de TNF-α et d’INF-

γ (Vitale 2005) et de participer à l’élimination de DC immatures (Ferlazzo 2002, Della Chiesa 

2003). 

Les killer-cell Immunoglobululin-like receptors (KIR) activateurs appartiennent à la 

super famille des Immunoglobulines. Ils ont deux ou trois domaines extracellulaire de type Ig 

(KIR2D ou KIR3D) (Figure 5). Leur région cytoplasmique est courte (Short) et utilisent les 

motifs ITAM des molécules DAP12 pour transmettre des signaux activateurs. Ces KIR 

activateurs reconnaissent des molécules HLA-A,B,C (Tableau I).   
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La molécules NKG2C est de type lectine et s’associent à CD94 pour former des 

complexes activateurs des cellules NK. CD94-NKG2C reconnaît HLA-E. 

NKG2D est aussi un récepteur de type lectine mais il forme des homodimères et ne 

reconnaît pas HLA-E. Ce récepteur peut être exprimé non seulement par presque toutes les 

cellules NK mais aussi par certains lymphocytes T (Bauer et al., 1999). Chez l’homme, les 

ligands de NKG2D incluent les protéines MICA/B et ULBP (Cosman et al., 2001, Sutherland 

et al., 2001) qui sont induites pendant les infections virales, (Groh et al., 2001, Welte et al., 

2003), les transformations malignes de cellules ou des situations de stress (Groh et al., 1998, 

Groh et al., 1999).  

 
Corécepteurs présents sur les cellules NK 

D’autres molécules activatrices exprimées par les cellules NK fonctionnent 

principalement comme corécepteurs (Tableau I) car le signal qu’ils vont délivrer dépend du 

coengagement d’autre récepteur activateur (Moretta  et al., 2001). Parmi ces molécules 

figurent 2B4 et NTB-A qui peuvent activer ou inhiber la fonction cellulaire selon la présente 

ou l’absence d’une autre molécule dénommée SAP. Si SAP est présente 2B4 et NTB-A vont 

délivrer une signal d’activation. Par contre, dans l’absence de SAP, 2B4 et NTB-A vont plutôt 

inhiber les cellules NK (Parolini et al., 2000, Sivori et al., 2000, Bottino et al., 2001). 2B4 

reconnaît CD48, qui peut être induit sur les cellules infectées par le virus d’Ebstein Bar 

(EBV) (Fisher 1991). Une déficience en 2B4 est associé avec un désordre immunitaire (le 

syndrome lymphoprolifératif lié au X), qui est caractérisé par une susceptibilité accrue à une 

infection par EBV. 2B4 joue donc un role dans la défense contre l’infection par EBV. 

(Parolini et al., 2000, Tangye et al., 2000) 

Le fait que Nkp80 puisse induire l’activation de clônes de cellules NK  avec un 

phénotype NCRbright a suggéré que comme 2B4, il fonctionne comme un corécepteur plûtot 

que comme un récepteur classique (Vitale et al., 2001). Concernant le co-récepteur CD59, sa 

fonctionnalité dépend aussi de l’engagement simultanée d’autres récepteurs tels que les 

NCRs. Des analyses ont mis en évidence son association physique avec les NCRs Nkp46 et 

Nkp30 (Marcenaro et al., 2003). Le ligand de CD59 n’est pas clairement identifié mais CD2 

est un ligand potentiel (Naderi et al., 1999, Hahn et al., 1992). Une autre molécule appelée 

« DNAX accessory molecule-1 » (DNAM) peut reconnaître CD155 et accroitre la cytotoxicité 

et la production de cytokines chez les cellules NK (Bottino et al., 2003, Shibuya et al., 1996). 
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Récepteurs inhibiteurs des cellules NK humaines 

Les récepteurs inhibiteurs des fonction effectrices NK reconnaissent des molécules 

CMH de classe I classiques et non classiques (Tableau II). Comme les KIR, les leukocyte 

Immunoglobulin-like receptors (LIR/LILR/ILT/CD85) sont des molécules de la super famille 

des Ig tandis que récepteurs CD94/NKG2A-B sont apparentés aux lectines. Ces récepteurs 

possèdent dans leur domaines intracytoplasmiques des motifs particuliers dénommés 

« ITIM » (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) qui après phosphorylation, 

recrutent des tyrosine phosphatases (comme SHP-1 et SHP-2) capables d’inhiber les fonctions 

cellulaires.  

Les KIR inhibiteurs ont deux ou trois domaines de type Ig (2/3 D) mais ont tous un 

long (Long) domaine cytoplasmique avec deux ITIM (Figure 5). Ces KIR reconnaissent 

différent allèles HLA I. En général, les KIR2D reconnaissent les résidus 77 et 80 du domaine 

α1 (Ser 77 et Asn 80 (HLA-C groupe 1) ou Asn 77 et Lys 80 (HLA-C groupe 2)) des 

molécules HLA-C tandis que les KIR3D reconnaissent HLA-A/B. Dans tous les cas étudiés, 

les KIR inhibiteurs présentent une affinité très supérieure pour leurs ligand par rapport aux 

KIR activateurs. Ainsi, KIR2DL1 lie HLA-C*0401 avec une bien meilleur affinité que 

KID2DS1. KIR2DL1, KIR2DL2 et KIR2DL3 reconnaissent leur ligand avec des affinités 

différentes. Sur cette base, un modèle hiérarchique de leur potentiel inhibiteur a été proposé 

(Figure 6). 

CD94-NKG2A  reconnaît HLA-E qui, comme on l’a vu, présente normalement des 

peptides leader hydrophobiques de molécules HLA I. Les ITIM sont portés par la portion 

cytoplasmique de NKG2A qui est associée de façon non covalente à CD94 dont la présence 

est nécessaire pour l’expression en surface. NKG2B est un variant d’épissage de NKG2A. En 

terme d’affinité, l’interaction CD94-NKG2A:HLA-E est bien supérieure à l’interaction 

activatrice CD94-NKG2C:HLA-E. La reconnaissance de HLA-E par CD94-NKG2A semble 

perdue lorsque celui ci présente des peptides dérivés de la protéine de choc thermique hsp60. 

Cet effet pourrait contribuer à l’élimination de cellules stressées par les cellules NK. 

LIR1/ILT2/CD85j est le prototype des LILR, il possède 4 domaines de type Ig et 4 ITIM dans 

son domaine cytoplasmique. A la différence d’autres récepteurs NK il se lie à presque toutes 

les molécules HLA I au niveau du domaine α3 et ce, avec une faible affinité. Il lie avec une 

bien meilleur affinité la molécules UL18 du CMV qui peut ainsi potentiellement interférer 

avec la réponse NK. 
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Expression de NKRs par les populations NK CD56dim et NK CD56bright 

Les sous population de cellules NK définies par le niveau d’expression de CD56 

(CD56dim et CD56bright) diffèrent par leur profile d’expression de récepteurs NK (Figure 4). 

Dans la population CD56bright la proportion de cellules qui expriment les récepteurs KIRs ou 

ILT-2 est faible ou nulle et la majorité de cellules expriment un fort niveau de CD94/NKG2A. 

Une excpetion concerne KIR2DL4 qui est constitutivement exprimé sue ces cellules. En 

revanche, la fréquence de cellules NK CD56dim qui expriment les KIRs ou ILT-2 est plus 

importante mais beaucoup expriment aussi CD94/NKG2A. Pour ces cellules, KIR2DL4 est 

exprimé seulement après activation. Le récepteur activateur NKG2D est exprimé sur les deux 

type de cellules NK, les CD56dim et les CD56bright (Bauer et al., 1999). 

 

Génétique des récepteurs KIR. 

Tandis que les gènes qui codent pour les récepteurs NK de type lectine se regroupent 

dans la région chromosomique 12p12-13 dénommée « complexe NK » (NKC) (Yokohama 

2003). Les gènes qui codent pour les récepteurs NK de type Immunoglobuline sont situés 

dans la région chromosomique 19q13.4 (Martin 2002) appelée  «complexe des récepteurs 

leukocytaires » (LRC). Chez l’homme, la diversité du répertoire KIR d’un individu est le 

résultat de la combinaison d’un nombre variable de gènes et du polymorphisme de ces gènes 

(Uhrberg et al., 1997, Wilson et al., 2000, Shilling et al., 2002). En conséquence, des 

individus non-apparentés, n’ont pas le même répertoire KIR. Les gènes des KIR inhibiteurs 

qui reconnaissent HLA-C (KIR2DL1, KIR2DL2 et KIR2DL3) sont situés dans la partie 

centromérique du locus, tandis que les gènes qui codent pour les récepteurs KIR3DL1 

(capable de reconnaître HLA-B) et KIR3DL2 (qui reconnaît HLA-A) sont localisés dans la 

partie télomérique. Les haplotypes KIR se divisent en deux grand groupes selon les gènes 

qu’ils contiennent (Figure 7). Le type A comprend environ sept gènes et deux pseudogènes. 

Les haplotypes B comprennent un nombre variable de gènes (de un à plus de cinq) en plus des 

gènes qui sont présents dans l’haplotype A. Parmi les gènes caractéristiques des haplotypes B 

figurent KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3 et KIR2DS5. Les gènes KIR2DL2 et 

KIR2DL3 sont des allèles d’un même locus. C’est aussi le cas de KIR3DS1 et KIR3DL1. 

Ceux ci sont aussi associés aux haplotypes B. En général, les haplotypes B contiennent plus 

de gènes de KIRs activateurs que les haplotypes A. Toutes les populations humaines 

possèdent des haplotypes A et B mais au sein de chaque population, les fréquences des 

différents haplotypes possibles sont variables (Yawata et al., 2002) (Figure 8). Jusqu’à 

présent, plus de 100 profiles de génotypes KIR ont été décrits. Les limites du locus KIR sont 
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représentées par KIR3DL3 et KIR2DL2. Entre ces deux gènes conservés, se situent un 

nombre variable de 7-12 gènes (Uhrberg et al., 2002, Hsu et al., 2002a, b, Wilson et al., 

2000).  

 

Expression de récepteurs de cellules NK par des sous populations de lymphocytes T 

activés/mémoires. 

 
Expression des KIRs par les lymphocytes T  

 
Les sous populations de cellules T αβ CD8+ et les cellules T γδ peuvent exprimer des  

récepteurs de type NK, tels que les KIR. Chez les sujets normaux les cellules T CD4+ 

exprimant des KIRs sont détectables mais beaucoup plus rares. Les cellules T αβ CD8+KIR+ 

sont présentes dans plusieurs tissus chez l’homme, tels que la rate, les amygdales, les 

ganglions lymphatiques, le sang (Mingari et al., 1997, Anfossi et al., 2001). Au niveau 

périphérique, ils représentent 4.5% de la population totale des lymphocytes T, est cette 

fréquence augmenterai avec l’âge (Anfossi et al., 2001). L’acquisition de l’expression des 

KIRs a lieu après le réarrangements des loci du TCR (Uhrberg et al.,  2001, Vely et al., 2001, 

Snyder et al., 2002). Les lymphocytes T CD8+ expriment principalement des KIRs 

inhibiteurs. Les cellules T CD8+KIR+ possèdent un phénotype de cellules T 

effecteur/mémoire  caractérisé par la présence de CD45RA, CD45RO et l’absence ou la faible 

expression d’autres marqueurs tels que CD27, CD28 et CCR7 (Mingari et al., 1996, Speiser et 

al., 1999, Anfossi et al., 2001, Young et al., 2001).  

Si les KIRs inhibiteurs sont engagés au même temps que le TCR, ils peuvent réguler 

négativement la fonction des cellules T selon des mécanismes similaires à ceux décrits pour 

les cellules NK (phosphorylation des résidus des tyrosines des ITIM, recrutement et activation 

de SHP1). Les KIRs inhibent la production de cytokines comme l’IFN-γ et le TNF-α ou la 

cytotoxicité (Ferrini et al., 1994, Vely et al., 2001, Mingari et al., 1996, Mingari 1 et al., 995, 

De Maria et al., 1997, D'Andrea et al., 1996, Bakker et al., 1998, Guerra et al., 2000). Les 

KIRs modulent aussi négativement la réorganisation du cytosquelette qui est induite par 

l’engagement du TCR (Guerra et al., 2002). Les KIRs inhibiteurs confèrent une résistance à la 

mort cellulaire, ceci a été observé pour des clônes de cellules T et des cellules Jurkat 

transfectées (Young et al., 2001, Chwae et al., 2002), en interférant avec la voie de 

signalisation induite par Fas à travers l’induction de c-FLIP-L et la diminution de l’activité de 

la caspase 8 (Gati et al., 2003). Tandis que pour les cellules NK, les KIRs sont à l’origine du 
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recrutement de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) qui, via la kinase AKT, régule 

négativement le processus de mort cellulaire (Marti et al., 1998). Les KIRs ont aussi la 

capacité de prévenir l’activation d’isoformes de la Protein kinase C  (PKC) (Chwae et al., 

2002). (Figure 9). 

Les mécanismes qui sont à l’origine de l’expression de KIRs par les cellules T ne sont 

pas bien connus. Les KIRs sont très probablement exprimés après stimulation antigénique. In 

vitro, l’engagement du TCR est nécessaire pour l’expression des KIR sur la surface cellulaire 

(Huard et al., 2000). Il a été proposé que la reconnaissance répétée de l’antigène par les 

cellules T qui expriment des KIRs inhibiteurs particuliers capables d’interagir avec des 

molécules de classe I autologues, seraient sélectionnées car les KIRs confèrent une résistance 

à la mort cellulaire induite par activation (AICD). L’expression de KIRs inhibiteurs sur les 

cellules T CD8+ serait la signature d’une stimulation antigénique chronique (Vivier 2004). 

Par ailleurs, des KIRs différents sont retrouvés sur des clônes de cellules T qui partagent le 

même TCR. Il n’est pas clair si la qualité et/ou la quantité de la stimulation joue un rôle dans 

l’induction des KIRs. Il est possible que certaines conditions d’activation des cellules T 

puissent induire l’expression de KIRs par déméthylation de l’ADN et production de certains 

facteurs de transcription. L’expression des KIRs ne semble pas être inductible in vitro par 

stimulation en présence des différentes combinaisons de cytokines apparaît stable dans 

diverses conditions de culture (Vely et al., 2001, Gumperz et al., 1996) . 

 

Expression de NKG2A/CD94 par les lymphocytes T  
 

Les cellules T peuvent aussi exprimer l’héterodimère NKG2A/CD94. Au contraire des 

KIRs, NKG2A/CD94 est facilement induit sur les cellules T après activation par leur TCR et 

par stimulation avec certaines cytokines (Mingari et al., 1998, Bertone et al., 1999, Derre et 

al., 2002). Chez la souris, NKG2A/CD94 est induit sur les cellules T CD8+ après stimulation 

antigénique in vitro ou bien après infection avec le « lymphocytic choriomeningitis virus » 

(LCMV) ou Listeria monocytogenes ou prolifération homéostatique in vivo (McMahon et al., 

2002). De manière similaire, pendant l’infection par le VIH chez l’homme, il y a une 

augmentation de la fréquence de cellules T qui sont positives pour NKG2A/CD94 (Andre et 

al., 1999). Il s’avère que NKG2A est détectable dans le cytoplasme des cellules et que 

l’activation conduit à son expression en surface. L’héterodimère NKG2A/CD94 peut inhiber 

la fonction cytotoxique et la production de cytokines des cellules T (Speiser et al., 1999, Le 

Drean et al., 1998, Mingari et al., 1998, Dulphy et al., 2002, Perrin et al., 2002). NKG2A 
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apparaît sensible à la nature du peptide associé à HLA-E. Ainsi certains peptides de forte 

affinité pour HLA-E peuvent protéger des lignées tumorales de la lyse par des cellules T 

CD8+NKG2A+ (Malmberg et al., 2002). Chez la souris, NKG2A/CD94 inhibe aussi la 

fonction des cellules T, dans des systèmes in vitro ou même in vivo pendant l’infection par le 

virus du polyome (Lohwasser et al., 2001, Van Beneden et al., 2002, Moser et al., 2002). Par 

contre, dans quelques modèles murins, l’engagement de NKG2A/CD94 par son ligand, Qa-1 

n’inhibe que marginalement l’activité des cellules T CD8+ (McMahon et al., 2002, Miller et 

al., 2002). Ceci pourrait être dû à la nature des peptides qui sont présentés par par Qa-1 

(Vales-Gomez et al., 1999, Kraft et al., 2000). Il semble que dans des conditions particulières 

telle qu’une infection virale, des peptides qui ne sont pas issus de la séquence leader des 

molécules MHC classe I (qui se lient normalement à HLA-E et Qa-1), puissent aussi être 

associés à ces molécules. Ainsi, des peptides dérivés de protéines de stress (Hsp 60), de 

pathogènes (CMV, Mycobacterium tuberculosis, VHC) sont capables de se lier à HLA-E 

(Michaelsson et al., 2002, Heinzel et al., 2002, Tomasec et al., 2000, Ulbrecht et al., 2000, 

Pietra et al., 2003, Nattermann et al., 2005).                   

       

Expression d’autres récepteurs NK par les lymphocytes T  
 

Les cellules T peuvent aussi exprimer LIR-1 (CD85j). Même si la plupart des cellules 

T αβ qui expriment LIR-1 sont KIR négatives, une minorité peut coexprimer des KIR. LIR-1 

est exprimé par davantage de cellules T CD4+ et T CD8+ que les KIRs (Young et al., 2001). 

Les cellules LIR-1+ sont CCR7 négatives. L’engagement de LIR1 n’a pas d’effet sur la 

résistance de cellules T CD8+ à l’AICD et l’inhibition de la fonction cellulaire semble bien 

moins robuste que celle induite par les KIR (Vivier 2004, Mingari et al., 2005).   

KLRG1 (Killer cell lectin-like receptor subfamily G1), un récepteur NK de type 

lectine dont le(s) ligand(s) est inconnu, peut aussi être exprimé par des lymphocytes T CD4+ 

et T CD8+. L’expression de KLRG1 peut être induite après infection par LCMV, Toxoplasma 

gondii et L. monocytogenes ou pendant la prolifération homéostatique (McMahon et al., 2002, 

Voehringer et al., 2001, Robbins et al., 2003). Les facteurs qui conduisent à l’expression de 

KLRG1 restent mal connus. Par exemple l’engagement du  TCR ou la stimulation avec des 

cytokines ne suffisent pas à induire son expression (Robbins et al., 2003). Chez l’homme, les 

lymphocytes T CD8+ qui expriment KLRG1 se caractérisent par un phénotype de type 

effecteur/mémoire . Ces lymphocytes sont CCR7-CD28-CD45RA-CD45RO+ ou CCR7-
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CD28-CD45RA+CD45RO- (Corral et al., 2000, Voehringer et al., 2002). KLRG1 pourrait 

représenter un marqueur de sénescence des cellules T CD8+ différentiées.  
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Figure 1 : Schéma de synthèse de l’influence des lymphocytes T helper dans la réponse 
spécifique anti-virale cellulaire (A) et humorale (B). 
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Figure 2 : Schéma de synthèse des mécanismes d’activation des cellules NK humaines par les 
infections virales et les cellules tumorales. 
Les cellules NK reçoivent des signaux d’activation de différent types. Les récepteurs KIR des NK sont 
sensibles à la variation de densité des molécules HLA I en surface des cellules infectées. De même, la 
nature des peptides associés aux HLA I peut influencer l’interaction KIR-HLA I et donc l’information 
reçue par la cellule NK. Les IFN de type I produits par les cellules infectées peuvent aussi activer les 
fonctions effectrices des cellules NK. Des antigènes viraux tels que l’hémagglutinine (HA) peuvent 
être reconnus directement par des récepteur activateurs tels que NKp46. Les ARN double brin et 
simple brin des virus peuvent aussi activer les NK directement par engagement de TLRs ou 
indirectement via la production de cytokines activatrices (IL-12) par d’autres types cellulaires 
réagissant à ces ARN viraux. Les NK peuvent aussi réagir à des antigènes de stress (comme MICA/B) 
via NKG2D. (D’après O’Connor et al., 2005 Immunology). 
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Figure 3 : Représentation schématique du modèle décrivant la régulation de la réactivité des 
cellules NK par les récepteurs activateurs et inhibiteurs. 
Ce modèle est basé sur l’hypothèse du « soi manquant » de Karre mais il intègre un rôle important 
pour les récepteurs activateurs des cellules NK. Ainsi, la capacité d’une cellules NK à lyser une cible 
va dépendre de l’intégration de l’ensemble des signaux activateurs et inhibiteurs reçus par la cellule en 
fonction des récepteurs activateurs (par exemple les NCRs) et inhibiteurs (par exemple les KIRs) qui 
ont été engagés lors de l’interaction cellulaire. 
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Figure 4 : Représentation schématique des caractéristiques majeures distinguant 
les sous populations NK CD56dim et CD56bright humaines. 
(source : Cooper et al., 2001 Trends in Immunology.) 
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Figure 5 : Nomenclature et représentation schématique de la structure des KIR. 
La nomenclature des KIRs donne une information sur le nombre de domaines de type Ig 
extracellulaire (2D ou 3D) et la longueur de la portion intracellulaire (L pour « long » et S pour 
« short »), suivi d’un numéro pour distinguer les KIR avec des structures similaires (mais des 
séquences différentes). Par exemple, KIR2DL1 possède deux domaines de type Ig et une portion 
intracytoplasmique longue.  
(D’après IPD-KIR database, EMBL European Bioinformatic Institute). 

 
Inhibition Croissante 
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  2DL1/C2     2DL1/C2     2DL1/C2      2DL2/C1    2DL2/C1        2DL3/C1 
homozygote    2DL2/C1     2DL3/C1  homozygote  2DL3/C1     homozygote 

 
 

----------------------------------------------------------------------------------------------- > 
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Figure 6 : Modèle hiérarchique du potentiel inhibiteur des interactions moléculaires 
KIR2DL/HLA-C. (Modifié d’après Parham, Nat. Rev. Immunol. 2005). 
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Figure 7 : Organisation du locus KIR chez l’homme. 
Alignement des haplotype A le plus court et B le plus long. Le nombre des allèles connus est indiqués en 
dessous du nom du KIR. Les gènes présents dans les haplotypes A et B sont en orange. Les gènes conservés 
(framework ») sont en marron. Les gènes/allèles qui sont caractéristiques des haplotypes B sont en bleu. 
(D’après Parham, Nat. Rev. Immunol. 2005). 
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Figure 8 : Haplotypes KIR fréquents dans la population caucasienne.  
Les dix haplotypes les plus fréquents chez la population caucasienne sont montrés. Les gènes qui sont 
présents dans les haplotypes A et B sont montrés en orange. Les gènes conservés sont montrés en 
marron. Les gènes/allèles qui sont caractéristiques des haplotypes B sont en bleu. Pour la ligne 
KIR3DL1 et KIR3DS1, L fait référence à la présence de KIR3DL1 et S à la présence de KIR3DS1. 
Pour la ligne de KIR2DL2 et KIR2DL3, 2 est utilisé pour indiquer la présence de KIR2DL2 et 3 de 
KIR2DL3. (D’après Parham, Nat. Rev. Immunol. 2005). 
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Figure 9 : Voies de signalisation intracellulaires initiées par les KIR et régulant les 
fonctions des cellules T. Les KIRs sont capables de moduler négativement des fonctions cellulaires 
telles que la production de cytokines, la cytotoxicité et la Mort cellulaire. Les ITIM des KIR 
inhibiteurs peuvent recruter et activer la phosphatase SHP1 qui interfère avec les évènements de 
phosphorylation impliqués dans les voie d’activation dépendantes du TCR. Les KIR peuvent aussi 
réguler la mort cellulaire associée à l’activation par le recrutement de la  phosphatidylinositol 3-kinase 
(PI3K), par la capture d’isoformes de la protein kinase C (PKC) ou par l’induction de certaines formes 
de molécules FLICE (cFLIP-L) et la réduction de l’activité de la caspase 8.  
(D’après Vivier, 2004 Nat. Rev. Immunol.). 
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Tableau I : Récepteurs activateurs et corécepteurs exprimés par les cellules NK 
humaines 

Récepteur activateur Ligand et Fonction 

             LFA-1α (CD11a)  ICAM-1 (CD54)   Cytotoxicité 
 IFN-γRα (CD119)  IFN-γ   Prolifération/Cytotoxicité 
 IL-2/IL-15Rb (CD122)              IL-2/IL-15   Prolifération/Cytotoxicité 
 γc (CD132)   IL-2/IL-15/IL-21   Prolifération/Cytotoxicité 
 
 KIR2DS1 (CD158h)  HLA C groupe 2 (Cw2/4/5/6) Prolifération/Cytotoxicité 
             KIR2DS2 (CD158j)  HLA C groupe 1 (Cw1/3/7/8) Prolifération/Cytotoxicité 
 KIR3DS1 (CD158c2)  HLA Bw4 ?   Cytotoxicité 
 KIR2DL4 (CD158d)  HLA G ?   Production Cytokines 
             KIR2DS4                                   HLA-Cw4 
 
 FcγRIII (CD16)              IgG Fc    ADCC 
 NKR-P1A (CD161)   ?   Cytotoxicité 
 CD2    CD58   Cytotoxicité 
 IL-12Rβ (CD212)  IL-12  Production Cytokines 
 DNAM-1 (CD226)  Nectin-2/PVR   Cytotoxicité 
 2B4 (CD244)   CD48   Cytotoxicité/Production Cytokines 
 IL-2Rα (CD25)              IL-2   Prolifération 
 

NKG2D (CD314)  MICA/B, ULBP   Cytotoxicité 
NKG2C/CD94 (CD159c) HLA E   Cytotoxicité 
 
NKp46  (CD335)  Hemmag. Influenza 
                                                   Cytotoxicité/Production Cytokines 
NKp44 (CD336)  ?   Cytotoxicité 
NKp30 (CD337)  ?   Cytotoxicité/Production Cytokines 
NKp80                 ?  Cytotoxicité 
 
ILT-1/7/8 (CD85b/f/g)              ?   Cytotoxicité 
Tactile (CD96)              CD155   Cytotoxicité 

             IFN-IR               IFN-I   Cytotoxicité 
 
Tableau II : Récepteurs inhibiteurs exprimés par les cellules NK humaines 

Récepteur inhibiteur Ligand 
 

LILRB1 (ILT2/LIR1 CD85j)    HLA-A,B,C,E,F,G 
 
KIR3DL3  (CD158z)    ? 
KIR2DL3  (CD158b2)    HLA-C groupe 1  
KIR2DL2  (CD158b1)    HLA-C groupe 1  
KIR2DL1  (CD158a)    HLA-C groupe 2  
KIR2DL4  (CD158d)    HLA-G ? 
KIR3DL1  (CD158e1)    HLA-B Bw4 
KIR2DL5A  (CD158f)    ? 
KIR2DL5B      ? 
KIR3DL2  (CD158k)    HLA-A3, A11 ? 
 
KLRD1/KLRC1 (CD94/NKG2A)   HLA-E 

D’après Lanier L. Annu. Rev. Immunol., 2005. 
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II – Fonctions et organisation du foie 
Généralités 

Chez l’homme adulte, le foie est un organe volumineux qui pèse 2 kilogrammes en 

moyenne. Le foie est à l’interface du tractus gastro-intestinal et de la circulation systémique. 

Les principales fonctions du foie incluent la nutrition (métabolisme, dégradation, stockage des 

molécules absorbées par l’organisme, production de sels biliaires), un rôle dans la réponse aux 

infections (élimination de pathogènes, synthèse de molécules impliquées dans la défense 

telles que les protéines de phase aiguë, la protéine C-réactive ou les composants du 

complément), et un rôle de détoxication (Figure 10).  

La circulation sanguine arrive dans le foie à travers la veine porte hépatique et l’artère 

hépatique et repart à travers la veine cave par intermédiaire de la veine hépatique. L’arrivée 

de sang oxygéné dans le foie est assurée par l’artère hépatique. La veine porte permet l’accès 

au foie de molécules absorbées dans l’intestin, telles que les sucres, les peptides et les acides 

gras, de cellules circulantes du système immunitaire, comme les lymphocytes et les 

précurseurs de cellules dendritiques, mais aussi d’agents pathogènes et de toxines. 

Parmi les propriétés distinctives du foie il faut citer sa capacité tolérogène ainsi que sa 

haute capacité d’auto-regénération. Etant donné que le foie reçoit l’afflux constant de 

nutriments, des mécanismes existent pour assurer une tolérance vis à vis des molécules 

étrangères provenant du tractus digestif et arrivant par la veine porte (Cantor et al., 1967, 

Crispe et al., 2000, Crispe 2003). Par ailleurs, le foie est un des organes les mieux acceptés 

pendant les transplantations, dû à ses propriétés tolérogènes (Starzl et al., 1996, Poynard et al., 

1999).     

Quant au processus de régénération du foie, celui-ci est normalement déclenché suite à 

la destruction partielle ou totale du tissu hépatique provoquée par une infection virale, par la 

présence de substances toxiques ou bien par une résection hépatique. La régénération du tissu 

hépatique incluse la réorganisation de l’architecture du foie, la prolifération synchronisée des 

cellules hépatiques et le remodelage de la matrice extracellulaire (Taub et al., 2004, 

Markiewski et al., 2006).  

Le foie est composé de deux lobes dont le parenchyme est constitué par les unités 

fonctionnelles du foie : les lobules de forme hexagonale. Ces lobules côtoient des structures 

conjonctives dénommées « espaces portes » qui sont formées par des vaisseaux lymphatiques, 

par un ou plusieurs canaux biliaires et par les ramifications de la veine porte (veinules) et de 

l’artère hépatique (artérioles) qui les irriguent. Le sang qui repart des lobules le fait à travers 



Introduction 

 - 31 - 

la veine hépatique. Les lobules du foie sont constitués par des travées d’hépatocytes (ou 

travées de Remak) rayonnant à partir du centre du lobule, des capillaires sinusoïdes et de 

populations cellulaires et lymphocytaires particulières (Figure 11). Les hépatocytes 

représentent la population cellulaire majoritaire du foie (∼80%). Parmi les fonctions remplies 

par ces cellules, il faut mentionner la production de bile qui se déverse dans les canaux 

biliaires. Par ailleurs, les hépatocytes peuvent présenter des antigènes aux lymphocytes T car 

ils expriment constitutivement des molécules CMH classe I et CD1 (Bumgardner et al., 1990, 

Bertolino et al., 2002) et pendant un processus inflammatoire, des molécules MHC II ou de 

costimulation, induites. Cependant, la présentation antigénique par les hépatocytes à tendance 

à induire la mort cellulaire des lymphocytes T (Bertolino et al., 1998). 

Les capillaires sinusoïdes des lobules sont des capillaires formés de cellules 

endothéliales dénommées « liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) qui constituent un 

endothélium « fenêtré » (Figure 12) et dépourvu de membrane basale. Les LSECs sont 

capables de reconnaître des structures microbiennes conservées particulières (PAMPS) car ils 

possèdent des PRRs tels que les récepteurs de type « scavenger » ou les récepteurs au 

mannose. Les LSECs expriment des molécules de costimulation ainsi que des molécules du 

CMH classe I et classe II, ce qui leur permet de présenter des antigènes aux lymphocytes T 

CD8+ et T CD4+ (Scoazec et al., 1990, Knolle et al., 1998, Knolle et al., 2001).     

 Sur l’endothélium des capillaires sinusoïdes se situent les macrophages qui résident 

dans le foie (cellules de Kupffer), ceux ci peuvent éventuellement migrer dans un espace 

dénommé « Espace de Dissé » qui sépare les hépatocytes de l’endothélium et, entrer en 

contact avec les hépatocytes. Les cellules de Kupffer constituent la plus importante population 

de macrophages de l’organisme humain. Elles sont essentielles pour la phagocytose de 

particules étrangères et de microorganismes, pour la présentation antigénique, ainsi que pour 

la production de cytokines dont les IFN-γ et -α, l’IL-10, l’IL-12, l’IL-1, IL-6 et le TNF-α 

(Kirn et al., 1980, Kutteh et al., 1991, Knolle et al., 1998) 

Au niveau de l’espace de Dissé se trouvent des cellules avec une morphologie en 

étoile (Stellate cells) qui assurent le stockage de vitamine A et la synthèse de matrice 

extracellulaire, dont elles sont les principales cellules productrices. Elles jouent un rôle 

majeur dans la progression de la fibrose et dans les pathologies du foie (Bataller et al., 2005, 

Ramadori et al., 2004, Marra et al., 1999). Les lymphocytes qui circulent à travers les 

capillaires, peuvent interagir avec les LSECs, les cellules de Kupffer ou bien les hépatocytes, 

à travers l’endothélium des capillaires sinusoïdes. Les lobules hépatiques se caractérisent 

aussi par la présence de différentes populations de lymphocytes. 
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Populations lymphocytaires intrahépatiques 

Un grand nombre de cellules mononuclées infiltrent le foie adulte normal (Doherty et 

al., 1999; Norris et al., 1998; Norris et al., 1999) (Tableau III) notamment dans la région 

portale et au niveau des sinusoïdes. Il a été proposé que le foie adulte pourrait être un site de 

développement extra-thymique des lymphocytes T mais cette notion reste très controversée. 

Dans le foie, la majorité des cellules T (CD3+) expriment la molécule CD8 tandis 

qu’une minorité expriment CD4. De ce fait, le ratio intrahépatique CD4:CD8 est de 1 :3.5 

tandis que dans les PBL il est de 2 :1. La plupart de cellules T intrahépatiques, soit CD4+ ou 

bien CD8+ possèdent un phénotype apparenté à celui de cellules activées (Pruvot et al., 

1995). Des études faites sur des modèles animaux ont montré que le foie est capable de 

capturer et de retenir de cellules T CD8+ activées (Mehal et al., 1999, John et al., 2004). Par 

ailleurs, par comparaison avec les PBL, la fréquence de lymphocytes CD3+TCRγδ+ ainsi que 

les CD4CD8 double positives ou CD4CD8 double négatives est plus importante dans le foie. 

Les lymphocytes T conventionnels du foie produisent des cytokines de type Th1 (IFN-γ, 

TNF-α, et IL-2) après activation (Doherty et al., 1999; Rowell et al., 1997).      

Les cellules T γδ  représentent 10 à 30 % des cellules T du foie humain sain (Norris et 

al., 1998; Norris et al., 1999). Ils sont capables de produire des cytokines dont l’IFN-γ, l’IL-2 

et le TNF-α (Kenna et al., 2004) et pourraient participer aux réponses anti-virale locales 

(Sciammas et al., 1994). Chez l'homme, les lymphocytes non classiques NK-T du foie sont 

soit αβ+ (80%) ou γδ+. Ces cellules sont en majorité positives pour CD8αα. 1 à 4% des NK-T 

d'un foie normal sont Vα24+ (Norris et al., 1999) et peuvent produire de l’IFN-γ et du TNF-α 

(Kenna et al., 2003).  

Les premières descriptions de cellules NK intrahépatiques ont été faites chez le rat. 

Ces cellules ont été dénommées « Pit cells » (Figure 13). Les cellules NK intrahépatiques 

sont essentiellement CD16- à la différence des cellules circulantes. Ces cellules se situent au 

niveau des sinusoïdes et présentent un aspect granulaire ainsi qu’une taille importante. Elles 

participent activement à la réponse immunitaire antivirale et antibactérienne (Biron, et al., 

1997; Corado et al., 1997; Trinchieri, 1989). La population de cellules NK semble être 

enrichie au niveau du foie sain avec une fréquence d’environ 30 % versus 12-13 % au niveau 

périphérique (Norris et al., 1998, Norris et al.,  1999).  
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Figure 10. Représentation schématique du foie.  
(Modifié d’après Crispe N., 2003, Nat. Rev. Immunol.). 
 
 
     A             B 

 
 
Figure 11. Architecture du tissu hépatique.  
(A) Représentation schématique. Les hépatocytes sont organisés en rangées bordées par les sinusoïdes 
(en rose). Le sang arrive par l’artère hépatique en provenance du cœur et par la veine porte hépatique 
en provenance de l’intestin, draine le tissu et repart au cœur par les veines centrales qui rejoignent la 
veine cave inférieure. Les hépatocytes sont en contact avec le plasma, ce qui permet l’échange de 
nutriments et de métabolites (D’après Strain, Science, 2002). (B) Microscopie optique après coloration 
E/H. (D’après www.anatomy.dal.ca ). 
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Figure 12 : Observation par microscopie électronique à balayage de la paroi interne 
d’un capillaire sinusoïde du foie.  
Les pores de l’endothélium dit fenêtré sont d’environ 100 nm et peuvent s’opposer au passage de 
chylomytron (C) vers l’espace de Dissé mais permettent le passage de particules plus petites (r). 
Grossissement : 30000. (Site internet de l’Université d’Otago, Nouvelle Zélande). 
 
 
 

 
 
Figure 13 : Cellule NK hépatique ou cellule « Pit » (P).  
Observation par microscopie électronique à transmission dans la lumière (L) d’un sinusoïde chez le 
rat. Les zones de forte densité (flèches) correspondent à des granules (barre = 500 nM). (D’après 
Braet, Fraser, et Mccuskey; Hepatology, 2003). 
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Tableau III : Populations de lymphocytes infiltrant le foie sain. 
 

Population Foie PBL 
 

p 

 
*CD8+ 
 

 
71.8 % 
(57-89) 

 
38.4 % 
(23-45.5) 

 
0.0001 

 
*CD4+ 
 

22.1% 
(7-31) 

59.6 
(49-75.5) 

0.0001 
 

*CD4+CD8+ 
 

5.5% 
(3-11.6) 

1.3% 
(0.7-3.6) 

0.007 
 

*CD4-CD8- 
 

14.5% 
(2.7-29) 

5% 
(2.1-10.8) 

0.02 
 

*TCR αβ  
 

84.9% 
(66-93.7) 

95.9% 
(94-98.5) 

0.005 

*TCR γδ  
 

15.4% 
(6.8-34) 

3.5% 
(0.9-4.7) 

0.004 
 

*NK : CD3-CD56+ 
 
*LB: CD19+ 
 
**NKT : Vα 4+ 
**NKT :Vα24+Vβ11+ 

30.6% 
(11.6-51.3) 

6.1% 
(1-8.6) 
0.75% 
0.48% 

12.8% 
(1-22) 

- 
 

0.61% 
0.018% 

 

0.004 
 

                   - 
 

NS 
0.002 

Les valeurs signalées par * sont reprises de Norris et al., 1998. Les fréquences moyennes et (valeurs extrêmes) 
de chaque population sont indiquées. La proportion de chaque population correspond à leur fréquence parmi les 
cellules CD3+ à l’exception des cellules NK (CD3-CD56+) et des lymphocytes B (CD19+) dont la fréquence est  
indiquée par rapport à la population totale de lymphocytes intrahépatiques. Foie n = 15, PBL n = 10 (différents 
individus pour foie et PBL).   
Les valeurs signalées par ** sont reprises de Kenna et al., 2003 et correspondent à la médiane de la fréquence. 
Foie n = 7, PBL n = 7 (mêmes individus pour foie et PBL). NS : non significatif 
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III - L’Hépatite virale C 
Histoire naturelle de l’Hépatite C  

Le virus de l’Hépatite C (VHC) infecte 3% de la population mondiale (170 millions de 

personnes). Parmi les individus infectés, 80% développent une Hépatite C chronique (cHC), 

dont 10 à 20 % développent une cirrhose, et 1 à 5% un carcinome hépatocellulaire. La 

principale voie de contamination par le VHC est la voie sanguine. L’apparition de l’ARN 

viral est un des premiers signes d’infection par le VHC, il est détectable dans le sérum 1-3 

semaines après la contamination. Les anticorps produits par l’organisme et capables de 

reconnaître le virus, sont détectables pendant la phase aiguë de la maladie dans 50 % à 70 % 

des cas, dans les autres cas, ils peuvent apparaître plus tardivement. L’hépatite C aiguë non 

résolue devient chronique. Cette chronicité est caractérisée par la persistance de l’ARN du 

VHC dans le sérum pendant plus de six mois après la phase aiguë. Plusieurs facteurs 

influencent l’évolution de l’Hépatite C chronique parmi lesquels l’âge, le sexe, la 

consommation d’alcool et d’autres moins bien caractérisés telles des facteurs métaboliques, 

génétiques ou immunitaires. 

L’hépatite se caractérise par la destruction des hépatocytes et de l’inflammation 

(activité nécrotico-inflammatoire) auxquelles sont associées des phénomènes de fibrose. La 

nécrose hépatocytaire dite périportale correspond à la destruction des hépatocytes qui bordent 

les espaces portes. L’inflammation portale est caractérisée par la présence de lymphocytes 

dans les espaces portes. Ils constituent des agrégats nodulaires qui possèdent la structure de 

follicules lymphoïdes. Ces nodules comprennent des cellules dendritiques, des lymphocytes B 

(dans le centre germinatif et la région du manteau) et des lymphocytes T qui expriment les 

molécules CD4 et CD8 et qui forment une couronne périfolliculaire (Mosnier et al., 1993). Il 

est considéré que la fibrose est la conséquence de l’évolution de l’activité nécrotico-

inflammatoire. Lors de l’analyse histologique du tissu hépatique malade, il est aussi possible 

de détecter une accumulation de lipides dans les hépatocytes (stéatose). Ce phénomène est 

plus couramment présent chez les individus infectés par le VHC de génotype 3a et pourrait 

être dû à un effet cytopathogène provoqué par le virus lui-même. Chez quelques patients, une 

cholangite, qui correspond à des lésions inflammatoires des canaux biliaires, est observable.  
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Recrutement de cellules T non-spécifiques pendant cHC 

Durant la phase chronique, le recrutement intrahépatique de cellules T non spécifiques 

du VHC pourrait être un facteur qui contribuerait à la progression des lésions et à la non-

résolution de l’infection. En situation de résolution, le recrutement de cellules T CD8+ 

spécifiques du VHC en conjonction avec la présence de cellules T CD4+ fonctionnelles 

pourrait aboutir dans l’éradication du virus en absence de lésions tissulaires incontrôlées. A 

l’opposé, l’absence ou la présence de cellules T CD8+ qui ciblent seulement quelques 

épitopes du VHC, accompagné d’un recrutement de cellules non-spécifiques, conduirait au 

développement des lésions et à l’échec du contrôle de la réplication virale (Bertoletti et al., 

2000). (Figure 14). 

 

Fibrose  

Le développement et la progression de la fibrose pendant l’hépatite C chronique sont 

associés à plusieurs facteurs. Les cellules étoilées présentes dans le tissu hépatique, jouent un 

rôle prépondérant dans la synthèse des composants de la matrice extracellulaire. En phase  

chronique, l’équilibre entre la synthèse et la dégradation des composants de la matrice 

extracellulaire (MEC) est altéré ; notamment sous l’effet de cytokines produites par différents 

types cellulaires. (Figure 15). Les facteurs produits par les hépatocytes ou les cellules de 

Kupffer en réponse à diverses agressions et infections causent l’activation des cellules étoilées 

qui sont à l’origine de la fibrogénèse (Figure 16). Par exemple, l’infection des hépatocytes 

par le VHC induit la production d’espèces réactives de l’oxygène et le recrutement de 

lymphocytes qui conduisent à l’activation des cellules étoilées et à la production de collagène. 

Par ailleurs, plusieurs protéines du VHC peuvent promouvoir directement l’activation de ces 

cellules (Bataller et Brenner, 2005, Friedman et al., 2003). Les cellules étoilées activées 

produisent aussi des cytokines qui aggravent l’inflammation, créant un cercle vicieux. La 

progression de la fibrose est favorisée par des molécules comme le “Monocyte chemotactic 

protein type 1” (MCP-1), RANTES et le TGF-β et est inhibée par l’IL-10 et l’IFN-γ. Chez 

l’homme, le TGF-β serait un médiateur positif de la fibrogénèse. Il favorise la transformation 

des cellules étoilées en cellules du type myofibroblastes, stimule la fabrication de composants 

de la MEC et en inhibe leur dégradation. Les mécanismes fins du développement de la fibrose 

pendant l’Hépatite virale C sont mal connus en raison de l’absence d’un modèle d’étude. 
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Caractéristiques moléculaires du VHC  

Le VHC appartient à la famille de Flaviviridae, et au genre hepacivirus. Les particules 

du VHC comporte une enveloppe lipidique qui contient les protéines E1 et E2 qui 

interagissent pour former un hétérodimère non-covalent (Op De Beeck et al., 2001). A 

l’intérieur de la capside se trouve le génome viral constitué d’une molécule d’ARN simple 

brin positif de 10000 nucléotides (Figure 17). Il fonctionne directement comme un ARN 

messager dans le cytoplasme de la cellule infectée où la synthèse de la polyprotéine virale de 

3010-3011 acides aminés a lieu. Ceci est possible grâce au site IRES situé en 5’ de l’ARN 

virale qui permet sa reconnaissance par les ribosomes de la cellule hôte (Tsukiyama-Kohara et 

al., 1992). 

La polyprotéine synthétisée est la cible de protéases virales et cellulaires qui libèrent 

les protéines structurales (protéine de la capside C, glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2), la 

protéine p7, et les protéines non structurales (NS) 2, 3, 4A, 4B, 5A et 5B. Suite à un 

glissement du complexe ribosomal pendant le processus de traduction une protéine 

supplémentaire dénommée protéine F pourrait être synthétisée en faibles quantités. Même si 

des anticorps contre la protéine F seraient détectés dans le sérum de patients infectés par le 

VHC, sa fonction reste à établir (Xu et al., 2001).  

Le VHC est caractérisé par une grande variabilité génétique. Cette variabilité peut être 

expliquée par le taux de réplication virale élevé (1012 virions par jour) (Neumann 1998) et le 

manque de fidélité de la ARN polymérase virale, qui est dépourvue d’activité 3’-5’ 

exonucléase correctrice conduisant à un taux de mutation élevé estimé à 1 nucléotide sur 1000 

par an. L’analyse phylogénique a permis de distinguer six génotypes (numérotés de 1 à 6) et 

50 sous-types (identifiés avec une lettre, par exemple : 1b). Les différents génotypes 

possèdent une séquence de nucléotides qui diverge de 20-35% et les sous-types diffèrent de 

10-25% dans leur séquence. Dans chaque patient infecté par le VHC, le virus circule sous la 

forme d’une population hétérogène de variants, dénommés « quasi-espèces » (Simmonds et 

al.,  1993, Bukh  et al., 1995).  

 

Cycle cellulaire du VHC (Figure 18) 

Pendant longtemps, l’étude du cycle cellulaire du VHC a été difficile dû à l’absence 

d’un système efficace de culture. La production de vraies particules virales infectieuses en 

culture est très récente (Lindenbach et al., 2005, Wakita et al., 2005). Le VHC possède un 

tropisme particulier pour les hépatocytes, ceci ferait due foie le principal site de réplication 

virale. Cependant, étant donné que l’ARN viral (brin d’ARN positif) et son intermédiaire de 
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réplication (brin d’ARN négatif) sont détectés dans d’autres cellules telles que les DC et les 

cellules de Kupffer mais aussi les neutrophiles, les lymphocytes T et B, il a été proposé que le 

VHC serait capable de se répliquer ailleurs que dans les hépatocytes (Bain et al., 2001, Navas 

et al., 1998, Chang et al., 2000, Blight et al., 1992, Crovatto et al., 2000, Lerat et al., 1998, 

Muller et al., 1993)       

L’identité du récepteur reconnu par le VHC et qui permet l'internalisation, n’est pas 

définitivement connue. Nonobstant, quelques molécules candidates ont été proposées 

(Cocquerel et al., 2006). Le récepteur des LDL pourrait fonctionner comme récepteur 

(Agnello et al., 1999, Wunschmann et al., 2000) du fait que le VHC interagit physiquement 

avec les particules des LDL et VLDL (Thomssen et al 1992, André et al 2002). La protéine 

E2 du VHC est capable de se lier in vitro à CD81 qui est présent sur la membrane cellulaire 

des hépatocytes ainsi que sur de nombreuses types cellulaires (Pileri et al., 1998, 

Wunschmann et al., 2000). C’est aussi à travers E2 que le VHC peut interagir avec d’autres 

molécules telles que le récepteur « scavenger » humain de classe B type I (SR-BI) (Scarselli 

et al., 2002), les molécules L-SIGN (liver and lymph node-specific intercellular adhesion 

molecule-3-grabbing integrin) et DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion 

molecule-3-grabbing nonintegrin) (Lozach et al., 2003, Gardner et al., 2003, Pohlmann et al., 

2003). Un travail très récent a montré que les cellules endothéliales des sinusoïdes du foie 

humain (LSECs) expriment DC-SIGN et L-SIGN qui reconnaissent E2. Même si le VHC ne 

peut pas se répliquer dans les LSECs, ces cellules pourraient capturer le virus sur leur surface 

pour ensuite le transférer aux hépatocytes qui expriment CD81 et SR-BI et qui seraient 

infectés par le VHC (Lai et al., 2006).  

Une fois que le virus est rentré dans la cellule, le génome viral est libéré dans le 

cytoplasme, où la synthèse de la polyprotéine a lieu. Le clivage de la polyprotéine est effectué 

par une protéase cellulaire et deux protéases virales (Grakoui et al., 1993a). Une signal 

peptidase localisée dans le réticulum endoplasmique assure le clivages C/E1, E1/E2, E2/p7 et 

p7/NS2. Deux protéases virales clivent les protéines non structurales. La protéase dépendante 

du zinc NS2/NS3 (formée par l’extrémité C-terminale de NS2 et extrémité N-terminale de 

NS3 découpe d’une manière autocatalytique la jonction NS2/NS3 (Grakoui et al., 1993b). 

NS3 associée à son cofacteur NS4A va être responsable du clivage du reste des jonctions : 

NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NSS4B/NS5A et NS5A/NS5B (Grakoui McCourt, et al., 1993). 

Le complexe de réplication du VHC est constitué par l’ARN polymérase dépendante 

de l’ARN (NS5B) qui s'associe avec les autres protéines non structurales (NS2, NS3, NS4A, 

NS4B, NS5A) ainsi que avec des protéines de l’hôte (Ishido et al., 1998). La réplication de 
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l’ARN commence avec la synthèse d’un brin d’ARN de polarité négative, qui conduirait à un 

intermédiaire d’ARN double brin qui peut servir de matrice pour la synthèse du brin d’ARN 

positif qui à sont tour est capable de rentrer dans un nouveau cycle de réplication ou 

traduction ou bien d’être empaqueté dans des particules. NS3, de part son activité hélicase 

permettrait d’une part, de séparer les brins positifs et négatives de l’ARN virale pendant 

l’étape de réplication, d’autre part, de faciliter l’accès de l’ARN polymérase NS5B aux 

régions non codantes, notamment l’IRES dans la partie 5’ et la région 3’ NTR qui possèdent 

des structures très repliées (Kim et al., 1997). Les mécanismes qui interviennent dans 

l’assemblage de la nucléocapside du VHC n’ont pas tous éclaircis. Une hypothèse est que les 

nucléocapsides se recouvriraient d’un enveloppe à l’intérieur du réticulum endoplasmique par 

bourgeonnement, et que par la suite, les particules virales seraient libérées à l’extérieur de la 

cellule par exocytose (Figure 18).  

 

Réponse immunitaire contre le VHC : 

Réponse spécifique et résolution 

Les individus qui arrivent à résoudre l’infection par le VHC sont ceux chez lesquels il 

est possible de détecter des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ spécifiques pour plusieurs 

épitopes du virus (réponse multispécifique) pendant une période durable (réponse soutenue) 

(Figure 14). Au contraire, les patients où l’infection persiste, présentent une réponse 

immunitaire qui est dirigée contre quelques épitopes viraux seulement (réponse limitée) et qui 

est transitoire (Rehermann et al., 2005, Shoukry et al., 2004). Même si la participation des 

cellules T CD4+ et T CD8+ dans l’élimination du VHC pendant la phase aiguë de l’infection 

n’est pas encore complètement comprise, des études chez le chimpanzé où les lymphocytes T 

CD4+ ou T CD8+ ont été éliminés, suggèrent fortement qu’ils jouent un rôle centrale dans la 

réponse immunitaire contre le virus (Grakoui et al., 2003, Shoukry et al., 2003). Chez les 

individus capables d’éradiquer le VHC, les réponses T CD4+ peuvent cibler jusqu’à quatorze 

épitopes (Day et al., 2002). Les lymphocytes T CD4+ ciblent principalement les épitopes 

présents dans les protéines non structurales du VHC, en particulier NS3-NS4 (Diepolder et 

al., 1997, Hoffman et al., 1995, Gerlach et al., 2005). Ces cellules produisent principalement 

de l’IFN-γ et de l’IL-2 (Chang et al., 2001, Gerlach et al., 1999, Cucchiarini et al., 2000, Tsai 

et al., 1997). Une liste d’épitopes reconnus par les lymphocytes T CD4+ VHC spécifiques 

chez des patients dans la phase aiguë de l’infection est montrée dans le Tableau IV. 

L’éradication du virus pendant la phase aiguë de l’Hépatite C dépend beaucoup de la 

multispécificité de la réponse T CD8+, qui peut cibler entre huit et douze épitopes (Gruener et 
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al., 2000, Lechner et al., 2000, Ward et al., 2002, Koziel et al., 1995) (Tableau V). La 

proportion de lymphocytes T CD8+ spécifiques du VHC est beaucoup plus importante 

pendant la phase aiguë que pendant la phase chronique de l’infection, avec des fréquences qui 

vont de 0,25 à 3,5% dans la première à moins de 0,1% dans la deuxième (Gruener et al., 2000, 

Lechner et al., 2000, Sobao et al., 2001). Chez les chimpanzés qui éradiquent le virus, il y a 

une régulation positive des gènes qui sont induits par l’IFN-γ dans le foie (Su et al., 2002) 

ainsi qu’une accumulation intrahépatique de cellules T CD4+ et T CD8+ spécifiques du virus 

entre 8-14 semaines après l’infection (Cooper et al., 1999, Thimme et al., 2002, Neumann-

Haefelin et al., 2005). 
 

Réponse spécifique et chronicité 

   Les patients infectés par le VHC qui évoluent vers la chronicité ne développent pas de 

réponse cellulaire T CD4+ et T CD8+ VHC spécifique ou bien cette réponse cellulaire est 

oligo ou monospécifique pendant la phase aiguë (Diepolder et al., 1995, Gerlach et al., 1999, 

Gruener et al., 2000,  Lechner et al., 2000, Missale et al., 1996) et pendant la phase chronique 

de l’infection (Battegay et al., 1995, Cerny et al., 1995, Chang et al., 2001, Ferrari et al., 1994, 

Koziel et al., 1993, Koziel et al., 1995, Lauer et al., 2002, Rehermann et al., 1996, Wong et 

al., 2001) (Figure 14). Il est important de noter que les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ 

spécifiques du VHC sont détectables au niveau intrahépatique chez des patients atteints 

d’Hépatite C chronique (He et al., 1999, Minutello et al., 1993, Grabowska et al., 2001, Penna 

et al., 2002, Wong et al., 1998, Schirren et al., 2000, Koziel et al., 1995, Koziel et al., 1992). 

La réponse T spécifique semblerai être enrichie au niveau du foie par rapport à la périphérie et 

serait à l’origine de la production de cytokines du type Th1 (Minutello et al., 1993, He et al., 

1999, Penna et al., 2002, Schirren et al., 2000, Grabowska et al., 2001, Koziel et al., 1995, 

Bertoletti et al., 1997). Quelques études montrent qu’il aurait une corrélation négative entre la 

magnitude de la réponse T anti-VHC et la virémie, et suggèrent que la réponse T VHC 

spécifique intrahépatique pourrait contrôler partiellement la charge virale (Freeman et al., 

2003, Nelson 1997). Cet observation n’a pas pu être confirmé par d’autres travaux (Wong et 

al., 1998). Par ailleurs, la population de cellules VHC spécifiques T CD4+ semblerait être 

plus difficile à détecter que celle de lymphocytes T CD8+ pendant la phase chronique de 

l’infection. En effet, même si chez quelques patients il est possible de visualiser des réponses 

T CD8+ spécifiques du VHC, la proportion de la population de lymphocytes T CD4+ est 

faible ou nulle lorsque des méthodes fonctionnelles (Diepolder et al., 1995, Takaki et al., 

2000, Day et al., 2002, Rosen et al., 2002) ou de complexes tétramériques MHC classe II-
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peptide VHC (Day et al., 2003) sont utilisées. On ne sait pas si les lymphocytes T CD4+ 

spécifiques du VHC sont présents mais ne sont pas fonctionnels, ou si ils sont absents (Bowen 

et al., 2005).  

L’incapacité de cellules T VHC spécifiques à éradiquer le virus pourrait s’expliquer 

par plusieurs mécanismes non mutuellement exclusifs: 

(1) Une présentation antigénique défective de la part des cellules dendritiques et des 

macrophages (Bain et al., 2001, Lee et al., 2001, Sarobe et al., 2002) pourrait conduire à une 

activation inefficace des lymphocytes T. La production de TNF-α et d’IL-12 par les DC 

semble réduites et ces diminutions sont corrélées avec de faibles  réponses T (Anthony et al., 

2004). Dans une autre étude cependant, le phénotype et la fonction des DC n’étaient pas altéré 

(Longman et al., 2004). D’autre part, l’évolution de l’infection par le VHC chez le chimpanzé 

semble indépendante de disfonctionnement des DC (Rollier et al., 2003). L’ensemble des 

donnés disponible ne permet donc pas d’établir clairement le rôle des DC dans la persistance 

virale. 

(2) La persistance du VHC pourrait être dû aux mutations qui surviennent les parties qui 

codent pour des épitopes reconnus par la réponse de l’hôte. Chez des patients infectés 

chroniquement par le VHC, il a été constaté que des mutations empêchent la reconnaissance 

du peptide viral présenté aux lymphocytes T (Chang et al., 1997, Frasca et al., 1999, Kaneko 

et al., 1997, Tsai et al., 1998). Le fait que les mutations qui sont détectées dans le génome 

viral chez des patients restent « stables » et ne se diversifient pas, même après plusieurs 

années (Chang et al., 1997), a conduit à postuler l’hypothèse de l’apparition précoce de ces 

mutations au cours de l’infection. Cette hypothèse semblerait être valable chez le chimpanzé 

où les mutations qui surviennent pendant les premières 16 semaines de l’infection, persistent 

pendant des années (Erickson et al., 2001). 

(3) Le disfonctionnement de cellules T. Il a été remarqué qu’après stimulation in vitro la 

capacité de prolifération, la cytotoxicité, et la production d’IFN-γ et de TNF-α est diminuée 

chez les individus infectés par le VHC. L'insuffisance de ces lymphocytes à répondre face à 

un stimulus d’activation (« stunned cells ») a été observé pendant la phase aiguë et chronique 

de l’infection par le VHC (Lechner et al., 2000, Gruener et al., 2001, Thimme et al., 2001, 

Urbani et al., 2002, Wedemeyer et al., 2002). Indépendamment de l’éradication ou pas du 

virus, ce disfonctionnement a été constaté chez tous les patients pendant les stades précoces 

de l’infection.   

(4) Une maturation incomplète des cellules T CD8+ spécifiques pourrait contribuer aux 

difficultés du système immunitaire à éliminer le virus. La présence des marqueurs CD27 et 
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CD28 sur les lymphocytes T CD8+ spécifiques du VHC a suggéré l’arrêt de la maturation des 

ces lymphocytes à un stade précoce de leur différentiation  (Appay et al., 2002, Urbani et al., 

2002), ceci est par ailleurs le cas pour les lymphocytes T spécifiques du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) (Champagne et al., 2001).  

(5) La fonction des lymphocytes T effecteurs pourrait être modulée négativement par des 

lymphocytes T suppresseurs. Parmi ces cellules figurent les lymphocytes T CD4+CD25+ dont 

la fréquence est augmentée chez les patients infectés chroniquement par le VHC. Ces cellules 

peuvent sécréter du TGF-β et de l’IL-10 et régulent négativement la production d’IFN-γ ainsi 

que la prolifération de lymphocytes T VHC spécifiques (Cabrera et al., 2004, Sugimoto et al., 

2003). Un autre type de cellules capables d’inhiber la fonction de lymphocytes T CD8+ 

spécifiques du VHC a été détectée au niveau intrahépatique. Il s’agit de cellules T CD8+ qui, 

à travers la sécrétion d’IL-10, suppriment la production d’IFN-γ (Accapezzato et al., 2004). 

(6) Le virus serait capable d’interagir avec les cellules T de l’hôte et de moduler leur fonction. 

Par exemple, la protéine Core peut reconnaître le récepteur du complément gC1qR exprimé 

sur la surface de cellules T, de DCs et de macrophages pour perturber l’activation cellulaire, 

la prolifération et la sécrétion d’IFN-γ (Yao et al., 2001, Kittlesen et al., 2000).   

Lymphocytes T non-classiques  

La population Vα24+Vβ11+ des cellules NKT qui reconnaît des antigènes 

glycolipidiques présentés par CD1d joue un rôle non négligeable dans les réponses 

immunitaires auto-immunes, anti-tumorales et anti-microbiennes (Godfrey et al., 2000, van 

der Vliet et al., 2004). Pendant l’infection par le VHC, la proportion de cette population NKT 

pourrait être diminuée dans le sang (Lucas 2003). Cependant, une telle modulation n’a pas été 

retrouvée dans d’autres études (Karadimitris et al., 2001, van der Vliet et al., 2005). 

Lymphocytes T  γδ  

Les cellules T  γδ intrahépatiques peuvent produire de l’ IFN-γ et du TNF-α après 

activation via CD81 (Tseng et al., 2001). L’interaction entre la protéine E2 du VHC et CD81 

sur les cellules T  γδ pourrait donc induire leur activation. De plus, les lymphocytes T  γδ 

(type Vγ9Vδ2) de patients infectés par le VHC et activés avec des antigènes non-peptidiques 

peuvent avoir une activité anti-réplicative à travers la sécrétion d’ IFN-γ (Agrati et al., 2005). 

Ces cellules pourraient donc en théorie contribuer à la résistance au virus. Dans l’Hépatite C 

chronique, la proportion de cellules T  γδ (Vδ1) intrahépatiques qui produisent de l’IFN-γ 

serait corrélée au niveau d’inflammation du tissu hépatique (Agrati et al., 2001).  
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La réponse lymphocytaire B 

En ce qui concerne la réponse humorale pendant l’infection par le VHC, les lymphocytes B 

produisent des anticorps dirigés contre le virus qui sont détectables 7 à 8 semaines après 

infection. Parmi ces anticorps, certains reconnaissent les protéines d’enveloppe E1 et E2. Il 

est ainsi possible que l’apparition de mutations dans la région hypervariable 1 (HVR1) de la 

partie amino-terminale de E2 puisse contribuer à l’échappement du VHC face à la réponse 

humorale (Farci et al., 1992, Lai et al., 1994, Chen et al., 1999, Pawlotsky et al., 1999, Polyak 

et al., 1998). Des anticorps dirigés contres des protéines structurales et non structurales sont 

aussi détectables chez une majorité des patients ayant progressé vers la chronicité (Rubin RA 

et al., 1994). Cependant, la recherche d’anticorps ne semble pas fiable pour la recherche 

d’infections passées car dans la cas d’infection résolues, la présence d’anticorps circulant anti-

VHC n’est plus détectable plusieurs années après la résolution tandis que des cellules T CD4+ 

et CD8+ spécifiques sont toujours présentes (Takaki A et al., 2000). 

Bien qu’il semble que l’éradication du virus en l’absence de réponse humorale substantielle 

semble possible (Post JJ et al., 2004), des d’anticorps neutralisants pourraient jouer un rôle 

positif. Les premières descriptions d’anticorps neutralisants ont porté sur des anticorps anti-

HVR1 de E2 (Farci P et al., 1996; Shimizu YK et al., 1996). Ces travaux ont montré qu’un 

sérum de lapin obtenu par immunisation avec un peptide HRV1 pouvait avoir un pouvoir 

neutralisant chez le chimpanze. Cet effet dépend de la souche virale utilisée. 

Jusqu'à récemment, il n’y avait pas ou peu d’éléments laissant penser que l’on puisse prédire 

l’évolution de l’infection à partir du profile humorale des patients (Bartosch B et al., 2003a), 

en partie à cause des limitations dans la détection des anticorps neutralisants. Cependant, le 

développement récent de systèmes de pseudo-particules porteuses des protéines VHC E1/E2 

et leur utilisation dans des tests d’infection in vitro a permis d’avancer dans l’analyse du 

potentiel neutralisant des anticorps anti-HCV (Bartosch B et al., 2003a, 2003b). Ainsi, dans 

ces systèmes, l’analyse de patients en phase aiguë infectés par une même souche VHC a 

permis de montrer que leur sérum pouvait soit faciliter, soit inhiber l’infection in vitro 

démontrant la présence d’anticorps neutralisants pendent la phase aiguë chez certains patients. 

De façon remarquable, une corrélation a été observée entre l’émergence d’un potentiel 

neutralisant et une réduction de la forte virémie initiale s’accompagnant d’un contrôle de la 

réplication virale. A l’inverse, les patients séro-convertis, mais dépourvus de réponse 

neutralisante, n’ont pas montré de contrôle de la virémie et leur sérum semble faciliter 

l’infection in vitro (Lavillette D et al., 2005).  
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En ce qui concerne une contribution des anticorps anti-VHC aux dommages cellulaires via par 

exemple la formation de complexes immuns, il n’existe pas de réponse claire à ce jour même 

si l’on soupçonne que dans le cas de l’hépatite virale B, des anticorps puissent participer à un 

certain niveau aux dommages cellulaires (Michalak I et al., 1995). 

Chez la majorité des patients infectés par le VHC, les cellules B présentent un phénotype 

activé (CD69+ CD71+ CD86+). Etant donné que l’engagement de CD81 peut induire la 

prolifération de lymphocytes B naïfs (CD27-) en l’absence d’engagement du BCR, la protéine 

E2 du VHC pourrait contribuer via CD81 à l’activation des cellules B naïves chez les patients 

(Rosa et al., 2005). L’infection par le VHC est fréquemment associée avec l’apparition 

d’autres pathologies extra-hépatiques telles que la cryoglobulinémie et le  lymphome B non 

Hodgkinien qui se caractérisent par la prolifération de lymphocytes B. Chez la plupart des 

patients qui ont une cryoglobulinémie, le type II est le plus fréquent (Mondelli et al., 2003). 

Quelques travaux ont montré une expansion de cellules B CD5+ au niveau périphérique et 

intra-hépatique chez des patients atteints d’Hépatite C chronique (Curry et al., 2000, Curry et 

al., 2003). Mais ceci n’a pas été confirmé par d’autres groupes (Ni et al., 2003).  

Réponse immunitaire innée 

Interférons de type I 

Les IFN de type I (IFNs-α, IFN-β, IFNs-λ) jouent un rôle central dans l’immunité 

antivirale. Toutes les cellules de l’organisme sont capables de produire des IFN de type I en 

réponse à une infection virale. Ces IFNs sécrétés sont reconnus par les cellules voisines et 

induisent la synthèse de protéines qui freinent ou bloquent la réplication virale (Samuel et al.,  

2001, Weber et al., 2004). Les cellules dendritiques myeloïdes (mDC) et les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pDC), sont des sources importantes d’IFN-α (Colonna et al., 

2002; Diebold et al., 2003). La production d’IFN-β peut être initiée par les hélicaces 

intracellulaires RIG-1 et MDA-5 qui détectent les ARN double brin produits pendant la 

réplication virale (Yoneyama et al., 2004, Andrejeva et al., 2004, Kato et al., 2005; Yoneyama 

et al., 2005). RIG-1 et MDA-5 lient IPS-1 (interferon-promoter stimulator 1”) ( Kawai 2005) 

qui active les kinases IKKε et TBK-1 capables de phosphoryler le facteur de transcription 

IRF-3 (Fitzgerald et al., 2003). Ce dernier est responsable de la production d’IFN-β  (Schafer 

et al., 1998). (Figure 19). IRF-7 est pour sa part impliqué dans l’activation de la transcription 

de l’IFN-α. Une autre voie d’induction des IFN de type I est celle des TLRs qui peuvent 

détecter l’ARN viral simple brin (TLR-7) ou double brin (TLR-3). Ces TLRs sont présents sur 

les cellules dendritiques; TLR3 sur les mDC et TLR7 sur les pDC (Iwasaki et al., 2004, 
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Alexopoulou et al., 2001). Après engagement, les TLRs recrutent des molécules adaptatrices 

telles que MyD88 (pour TLR-7 et TLR-9) ou TRIF (pour TLR-3) qui activent les voies de 

transcription des IFN de type I (Figure 19). 

Les facteurs Janus kinase (JAK) sont les médiateurs de la réponse aux IFN de type I. 

Ils phosphorylent les facteurs de transcription STAT (Signal transducer and activator of 

transcription) (Levy et al., 2002). STAT-1 et STAT-2 recrutent IRF-9 pour former le 

complexe ISGF-3 ( IFN-stimulated gene factor 3). Ce complexe est transloqué dans le noyau 

pour reconnaître la région ISRE  (IFN-stimulated response elements) du promoteur des gènes 

induits par ces IFN (ISGs) (de Veer et al., 2001). Parmi les protéines induites qui possèdent 

une activité antivirale contre le VHC, il est possible de citer la PKR (double-stranded RNA 

activated protein, OAS (2'-5' oligoadenylate synthetase et ADAR (dsRNA specific adenosine 

deaminase). La voie JAK-STAT peut être régulée négativement par les protéines « SOCS » 

(Suppressor of cytokine signaling) ou « PIAS » (protein inhibitor of activated STAT) (Kubo 

et al., 2003, Shuai et al., 2005). 

Le VHC peut perturber la voie de signalisation des IFN-I à plusieurs niveaux (Gale et 

al., 2005). La protéase NS3/4A empêche l’activation du facteur de transcription IRF-3 à 

travers le clivage de IPS-1 et TRIF ou l’interaction avec la kinase TBK-1 (Meylan et al., 

2005, Li et al., 2005, Foy et al., 2003, Otsuka et al., 2005). La protéine Core peut inhiber la 

voie JAK-STAT à travers l’activation de SOCS ou de PIAS, par intermédiaire de la protéine 

phosphatase 2A (Bode et al., 2003, Duong et al., 2004). NS5A induit la production de la 

chemokine IL-8 qui interfère avec l’action de l’IFN-α (Khabar et al., 1997, Polyak et al., 

2001). En plus, NS5A perturbe la voie OAS/RNAse-L (Taguchi et al., 2004). Par ailleurs, la 

sensibilité face à l’action de la RNAse-L dépend de la présence et du nombre de sites 

spécifiques de clivage reconnus par cette enzyme dans le génome du VHC et peut ainsi varier 

selon le génotype viral (Han et al., 2002). Le VHC intervient dans la régulation négative de 

l’activité de la PKR à travers ses protéines E2, NS5A et la région IRES (Taylor et al., 1999, 

Noguchi et al., 2001, Gimenez-Barcons et al., 2005, Vyas et al., 2003, Thimme et al., 2006).  

La réponse NK 

Plusieurs études ont observé une perturbation de l’activité cytotoxique ex vivo des 

cellules NK pendant l’infection chronique par le VHC (Corado et al., 1997; Lirussi, et al., 

2002; Lin et al., 2004; Meier et al., 2005). Cependant, le potentiel cytotoxique de ces cellules 

semble normal dans des expériences de plus longue durée (Duesberg et al., 2001). La fonction 

effectrice des cellules NK pendant l’infection par le VHC pourrait en fait être inhibée par 

plusieurs mécanismes. L’interaction de la protéine d’enveloppe E2 du VHC avec CD81 
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exprimé sur la surface de cellules NK peut inhiber leur prolifération, la production de 

cytokines et la cytotoxicité (Pileri et al., 1998; Crotta et al., 2002; Tseng and Klimpel 2002). 

La voie de signalisation de l’interféron alpha, qui joue un rôle important dans l’activation des 

cellules NK, peut aussi être perturbée par le VHC. Etant donné qu’une augmentation de 

l’expression de molécules de classe I sur les hépatocytes a été documentée pendant l’Hépatite 

C chronique (Herzer et al., 2003, Van Thiel et al., 1994), l’interaction de ces molécules avec 

des récepteurs inhibiteurs (comme les KIRs) situés sur la surface de cellules NK pourrait aussi 

favoriser l’inhibition de ces dernières. Le fait que les molécules HLA-E soient stabilisées par 

le peptide Core35-44 du VHC sur les hépatocytes infectés (Nattermann et al., 2005), peut 

également représenter une source d’inhibition via NKG2A exprimée sur les cellules NK. En 

comparaison avec des individus contrôles, les proportions de cellules circulantes CD56dim et 

CD56bright (par rapport aux cellules CD3-CD56+ totales), serait perturbées chez les patients 

(Meier et al., 2005). Nous reviendrons sur cet aspect dans les résultats. 

Traitement de l’Hépatite virale C 

Le traitement actuel est efficace chez 90% des patients dans la phase aiguë et chez 

50% des patients en phase chronique. Si l’infection par le VHC est dépistée dès qu’elle 

survient, le traitement préconisé est la monothérapie par IFN-α (Pawlotsky et Duhneaux, 

2004). Le traitement de référence de l’Hépatite C est basé sur l’IFN-α pégylé associé à la 

Ribavirine (bithérapie). Chez les individus infectés par le génotype 2 ou 3 du VHC, il est 

possible d’éradiquer définitivement l’infection après 24 semaines de ce traitement. Par contre, 

dans le cas des autres génotypes, le traitement est efficace dans la moitié des cas seulement, 

même si le traitement est prolongée jusque à 48 semaines (Pawlotsky et Duhneaux, 2004). La 

Ribavirine est un analogue de la guanosine qui après phosphorilation, peut être incorporé à 

l’ARN viral par l’ARN Polymerase, interrompre la synthèse d’ARN et inhiber la réplication 

virale. La ribavirine interfère aussi avec la production de GTP qui est nécessaire à la 

réplication virale et elle pourrait avoir un effet immunomodulateur en favorisant les réponses 

cellulaires du type Th1. (Figure 20). Quant à l’IFN-α, il induit la synthèse de protéines 

antivirales mais il peut aussi favoriser la réponse cellulaire Th1, l’activation de cellules NK, et 

la maturation de cellules dendritiques. (Feld et al., 2005) Les mécanismes de l ‘efficacité du 

traitement ne sont pas complètement élucidées mais ils pourraient ainsi être associés avec le 

développement de réponses cellulaires T HCV spécifiques accompagnées d’une augmentation 

de la production d’IFN-γ et une diminution de la production d’IL10, IL-4 et IL-5 (Cramp et 

al., 2000, Kamal et al., 2002). Des essaies cliniques sont en cours pour tester l’efficacité 
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d’inhibiteurs de la protéase NS3-4A et de la ARN polymerase, NS5B. Des ligands pouvant 

activer les voies des TLR-7 et TLR-9 et induire la sécrétion d’IFN-α, sont à l’étude (De 

Francesco 2005)(Tableau VI). Même si à l’heure actuelle il n’y a pas de vaccin disponible 

contre le VHC (Houghton et al., 2005), une étude récente où un vaccin contre le VHC a été 

testé chez le chimpanzé a donné des résultats encourageants (Folgori et al., 2006).       
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Figure 14 : Représentation schématique des modèles actuels décrivant la résolution (A) 
et l’évolution vers la chronicité (B) de l’infection par le VHC.  
(D’après Bertoletti et al., 2000). 
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Figure 15 (ci contre): Physiopathologie du foie : mécanismes cellulaires.  
Plusieurs causes dont l’infection par le VHC peuvent initier l’inflammation du tissu hépatique. Les 
hépatocytes ainsi que les cellules biliaires produisent des cytokines et des facteurs solubles qui 
activent les cellules de Kupffer et recrutent des lymphocytes T. Cet environnement inflammatoire 
provoque l’activation des cellules étoilées qui commencent à produire des cytokines à leur tour. Si les 
lésions du tissu hépatique sont répétées, il y a production continue de grandes quantités de protéine de 
matrice extracellulaire (MEC). Ceci conduit à la la fibrose. La dégradation de la MEC est inhibée par 
des inhibiteurs de métalloprotéinases (TIMPs). Si la cause des lésions est éradiquée, la fibrose 
régresse. Cette phase inclue la mort des cellules étoilées activées et la régénération des hépatocytes. Le 
collagène est dégradé par l’action de métalloprotéinases (MMPs).  
CCL21 : C-C chemokine ligand 21, MCP-1 : monocyte chemoattractant protein–1, MIP-2: 
macrophage inflammatory protein–2, PAF: platelet-activating factor, LPS: lipopolysaccharide, TIMP: 
tissue inhibitor of metalloproteinase, TGF : Transforming growth factor, MMP : matrix 
metalloproteinase, HGF : hepatocyte growth factor, PDGF : platelet-derived growth factor, EGF : 
endothelial growth factor, IGF : insulin growth factor. (D’après Bataller et Brenner, 2005). 
 

 
 
 

 
 
 

Figure 16 : Changement de l’architecture du foie suite à l’inflammation chronique. 
Comme conséquence de l’inflammation chronique du foie les lymphocytes vont infiltrer le 
parenchyme hépatique. Certains hépatocytes vont subir un processus de mort cellulaire. Les cellules de 
Kupffer s’activent et libèrent de substances qui favorisent la production de fibres. Les cellules étoilées 
prolifèrent et s’activent en sécrétant des importantes quantités de protéines de la matrice 
extracellulaire. Les cellules endothéliales perdent leur « fenestrations » et le sinusoïde augmente sa 
résistance face au passage de la circulation sanguine. (D’après Bataller et Brenner, 2005). 
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A 
 
   
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

 
Figure 17 : Organisation du génome ARN du VHC, de la polyprotéine virale et fonctions des 
protéines virales (A) et carte de la polyprotéine (B). 
(D’après www.postech.ac.kr/dept/life/mv1/icons/hcv.jpg). 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18 : Cycle de réplication du VHC.  
(1) liaison au(x) récepteur(s), (2) endocytose 
récepteur dépendante, (3-4) libération dans le 
cytoplasme, (5) synthèse et apprêtement de la 
polyprotéine, (6) réplication du RNA en zones 
membranaires, (7) assemblages de virions au sein 
de vésicules, (8) maturation et (9) libération de 
virions par fusion membranaire. (D’après Guidoti 
et Chisari Annu. Rev. Pathol. 2006). 
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A              B 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19: IFNs de type I et infection virales. 
A) Induction des IFNs de type I. La détection des ARN double brin (dsRNA) par RIG-I, MDA5 et/ou 
TLR3 conduit à l’activation du facteur de transcription IRF-3 via IPS-1/IKKε/TBK-1 et TRIF 
respectivement. B) Réponse cellulaire aux IFNs de type I. Après liaison au récepteur  spécifique 
(IFNAR), les IFNs de type I  induisent l’expression de nombreux gènes via la voie JAK/STAT. Les 
molécules ADAR, P56, OAS et PKR sont des molécules antivirales participant à la résistance contre le 
VHC. SOCS et PIAS peuvent moduler les signaux induits par les IFNs de type I. (D’après Thimme et 
al., 2006).   

 
Figure 20 : Mécanismes possibles de l’action de la Ribavirine sur l’infection par leVHC. 
a : immunomodulation par promotion de réponse Th1, b :déplétion en GTP, c :inhibition de l’activité 
RNA polymérase, d : mutagenèse altérant l’efficacité des virions. (D’après Feld et al., 2005) 
 
Tableau IV: Epitopes VHC reconnus par des LT CD4+ spécifiques circulants chez les patients 
avec Hépatite C aiguë. (D’après De Gerlach et al., 2005). 

 

     Localisation  Séquence      Fréquence de patients (%) 
               avec réponse T contre l’épitope 

 
NS3 
 
  
 
 
 
NS4 
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Tableau V: Epitopes VHC reconnus par des LT CD8+ spécifiques.  
 
Protéine 

VHC 
Positions Restriction 

HLA 
Séquence 

 
    

Core 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E1 
 
 
 
 
 
 

  
E2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NS2 
 
 
 
  
NS3 

35 – 44 
 

90 – 98 
132 – 140 

 
 

131 – 140 
156 – 165 
177 – 185 
178 – 187 

 
1 – 9 
2 – 9 

28 – 36 
41 – 49 
43 – 51 
51 – 59 
88 – 96 
111–119 
169–177 

 
220 – 227 
257 – 266 

 
285 – 293 
363 – 371 
398 – 407 
234 – 242 
289 – 297 

 
401 – 411 
614 – 622 
686 – 694 
723 – 732 
725 – 734 
460 – 469 
489 – 496 
497 – 507 
530 – 539 
569 – 578 
621 – 628 
632 – 641 
654 – 662 

 
827– 834 
831– 840 
838 – 845  
838 – 846 
957–964 

 
1073 – 1081 

 
 

1131 – 1139 
1169 – 1177 

 
1287 – 1296 

 

A2 
 

A2 
A2 

 
 

A2 
A2 
A2 
A2 

 
A11 
A11 
B60 
B7 
A3 
A3 
B44 
B7 
B7 

 
A2 
A2 

 
A2 
A2 
A2 
B35 
A3 

 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
B53 
B51 
B35 
B60 
B50 
A11 
A3 
B60 

 
A29 
A25 
A23 
A23 
B37 

 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
 

YLLPRRGPRL,  
YLLPSRGPKL 
GLGWVGWLL 
DLMGYIPLV,  
ALMGYIPLV, 
DLMGYIPAV 
ADLMGYIPLV 
RVLEDGVNYA 
FLLALLSCL 
LLALLSCLTV, 
 LLALLSCLTI 
MSTNPKPQK  
STNPKPQK  
GQIVGGVYL 
GPRLGVRAT 
RLGVRATRK 
KTSERSQPR 
NEGCGWMGW 
DPRRRSRNL 
LPGCSFSIF 
 
ILHTPGCV 
QLRRHIDLLV,  
QLRRHIDLLV 
FLVSQLFTF 
SMVGNWAKV 
SLASLFTQGA 
NASRCWVAM 
QLFTFSPRR 
 
SLLAPGAKQNV
RLWHYPCTV 
ALSTGLIHL 
LLFLLLADA 
FLLLADARV 
RPLTDFDQGW 
YPPKPCGI 
VPASQVCGPVY
GENDTDVFVL 
CVIGGAGNNT 
TINYTIFK 
RMYVGGVEHR 
LEDRDRSEL 
 
MALTLSPY 
LSPYYKRYIS 
YISWCLWW   
YISWCLWWL 
RDWAHNGL 
 
CINGVCWTV, 
CVNGVCWTV, 
CVVGVCWTA 
YLVTRHADV 
LLCPAGHAV,  
LLCPSGHVV 
TGAPVTYSTY 
 

NS3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
NS4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
NS5 

1406 – 1415 
 
 
 
 

1585 - 1593 
1031 – 1039 
1069 – 1077 
1100 – 1108 
1261 – 1270 
1262 – 1270 
1359 – 1367 
1391 – 1399 
1395 – 1403 
1402 – 1410 
1531 – 1539 
1611 – 1618 
1636–1643 

 
 
1661 – 1669 
1666 – 1675 
1769 – 1777 
1789 – 1797 

 
1807 – 1816 

 
1851 – 1859 
1915 – 1923 
1987 – 1995 
1744 – 1754 
1758 – 1766 
1858 – 1867 
1859 – 1867 

1941–48 
1966–76 

2000–2008 
 
 

2141 – 2149 
2221 – 2231 
2252 – 2260 
2578 – 2587 
2594 – 2602 
2727 – 2735 

 
2152 – 2160 
2161 – 2171 
2163 – 2171 
2218 – 2226 
2225 – 2233 
2266 – 2275 
2510 – 2518 
2588 – 2596 
2629 – 2637 
2794 – 2802 
2794 – 2804 
2819 – 2828 
3003 – 3011 

A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A24 
B35 
A24 
A3 
B35 
B35 
A3 
B8 
B8 
B35 
B8 

A11 
 
 

A2 
A2 
A2 
A2 

 
A2 

 
A2 
A2 
A2 
A25 
A25 
A3 

 
B38 
B37 
B35 

 
 

A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 

 
B60 
B35 
B35 
B38 
A25 
B60 
A3 
A3 
B57 
A3 
B38 
A25 
A31 

KLVALGINAV,  
KLSGLGINAV, 
KLVSLGVNAV,  
KLSGLGLNAV, 
KLVALGVNAV 
YLVAYQATV 
AYSQQTRGL 
LPGCSFSIF 
MYTNVDQDL 
TLGFGAYMSK  
LGFGAYMSK 
HPNIEEVAL 
LIFCHSKKK 
HSKKKCDEL 
ELAAKLVGL 
TPAETTVRL 
LIRLKPTL 
TLTHPVTK 
 
 
VLVGGVLAA 
VLAALAAYCL 
HMWNFISGI 
SLMAFTAAV,  
SLMAFTASV 
LLFNILGGWV, 
 VFFNILGGWV 
ILAGYGAGV 
WMNRLIAFA 
VLDSFKTWL 
EVIAPAVQTNW 
ETFWAKHMW 
GVAGALVAFK  
VAGALVAFK 
AARVTAIL 
SECTTPCSGSW 
LPKLPGVPF 
 
 
LLREEVSFRV 
SPDAELIEANL 
ILDSFDPLV 
RLIVFPDLGV 
ALYDVVTKL 
GLQDCTMLV,  
GLQDCTMFV 
HEYPVGSQL 
PCEPEPDVAVL 
EPEPDVAVL 
NHDSPDAEL 
ELIEANLLW 
REISVPAEIL 
SLTPPHSAK 
RVCEKMALY 
KSKKTPMGF 
HDGAGKRVY 
HDGAGKRVYYL
TARHTPVNSW 
VGIYLLPNR 

(D’après Ward et al., 2002). 
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Tableau VI : Molécules en essaie clinique, pour le traitement de l’Hépatite C  
 

Molécule Source Phase 
clinique 

Cible Mécanisme d’action 

Cible: VHC      

BILN 2061 (Ciluprevir) Boehringer-
Ingelheim 

Phase II* Protease 
NS3-4A  

Inhibiteur de serine 
protéase 

VX-950 Vertex/Mitsubishi Phase Ib Protease 
NS3-4A  

Inhibiteur de serine 
protéase 

NM283 (Valopicitabine) Idenix/Novartis Phase II Polymerase 
NS5B  

analogue de nucleoside  

JTK-103 Japan Tobacco Phase II Polymerase 
NS5B 

Inhibiteur allostérique       
-non nucléoside- 

HCV-796 ViroPharma/Wyeth Phase Ia Polymerase 
NS5B 

Inhibiteur allostérique       
-non nucléoside- 

*Arrêté dû à des effets toxiques chez le chimpanzé  

Cible: hôte     

Actilon (CpG-10101) Coley Pharmaceutical 
Group 

Phase Ib Toll-like 
receptor-9 

Immunomodulateur 

ANA245 (Isatoribine) Anadys 
Pharmaceuticals 

Phase Ib Toll-like 
receptor-7 

Immunomodulateur 

ANA975 Anadys 
Pharmaceuticals 

Phase Ia Toll-like 
receptor-7 

Immunomodulateur 

 (D’après Feld et al., 2005). 
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MATERIELS ET METHODES 

Patients et individus contrôles.  

Les patients atteints d’Hépatite virale C chronique qui ont fait partie des études 

réalisées pendant cette thèse, ont été recrutés au Service d’Hépato-Gastroentérologie du CHU 

de Grenoble (Pr. J.P. Zarski et Dr. V. Leroy). Les caractéristiques épidémiologiques et 

cliniques sont montrées dans les tableaux des manuscrits de la partie résultats. Les patients ont 

signé un consentement écrit et leur participation a été approuvée par le Comité Local 

d’Ethique. Les patients étaient positifs pour la présence d’ARN du VHC (PCR quantitative, 

Amplicor HCV, Roche Diagnostic Systems, Meylan, France) ce qui constitue le premier 

marqueur de l’infection par le VHC, et la présence d’anticorps anti-VHC (ELISA 3e 

génération, Ortho Diagnostic Systems, Raritan, NJ, USA). Le génotype du VHC a été 

déterminé avec le kit Inno-Lipa (Innogenetics, Zwijnaarde, Belgique). Les patients n’étaient 

infectés ni par le VIH ni par le VHB. Ils étaient normaux en terme de marqueurs biochimiques 

d’Hépatite auto-immune. Les patients n’avaient pas reçu de traitement antiviral au moment de 

la biopsie intrahépatique ou du prélèvement de sang. Les prélèvements de sang périphérique 

de sujets normaux ont été réalisés à l’Etablissement Français du Sang (EFS) de La Tronche. 

 

Informations sur les paramètres cliniques de la maladie. 

Outre les informations sur la charge virale, nous avons utilisées les données de 

laboratoires sur l'élévation du taux sérique des enzymes hépatiques (transaminases). Ce taux 

est le plus souvent très supérieur à la normale en phase aiguë même si des valeurs basses sont 

parfois également observées. En phase chronique, les transaminases peuvent se normaliser ou 

rester sensiblement élevées. Enfin, nous avons utilisé les résultats d’analyses de la ponction 

biopsie hépatique (PBH). La PBH est un examen permettant de distinguer une hépatite 

chronique modérée ou avancée d’une hépatite chronique légère. Cet examen permet d’établir 

ce que l'on appelle le score Métavir qui révèle l'activité liée à la nécrose et à l'inflammation 

due à la présence du virus, et aussi la fibrose du tissu hépatique. Les niveaux du score Métavir 

peuvent se résumer ainsi: 

 Nécrose/Inflammation Fibrose 
 
Absence 
Présence minime 
Présence modérée 
Présence sévère 
Présence de cirrhose 

 
A0 
A1 
A2 
A3 

 
F0 
F1 
F2 
F3 
F4 
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Isolement des cellules mononuclées périphériques. 

Les prélèvements de sang périphérique ont été recueillis en présence d’héparine. La 

méthode du Ficoll-Hypaque a été utilisée par la suite pour isoler les mononucléaires. Selon 

cette procédure, la densité caractéristique de différentes populations détermine, après 

centrifugation, leur localisation différentielle. Tandis que les polynucléaires et les hématies 

sont culottées, les cellules mononuclées, dont les lymphocytes, forment un anneau à 

l’interface milieu aqueux-milieu de séparation.   

 

Extraction des lymphocytes intrahépatiques 

La biopsie hépatique est en premier lieu destinée à l’analyse histo-pathologique 

réalisée au CHU de Grenoble, une autre partie est réservée à la conservation au CHU de 

Grenoble (« tissuthèque »), enfin, la troisième partie a été utilisée pour extraire les 

lymphocytes intrahépatiques. La méthode d’extraction des lymphocytes intrahépatiques qui 

utilise principalement une disruption mécanique du tissu, a été choisie en raison des immuno-

marquages et des techniques de cytométrie en flux utilisées par la suite. Une étude a en effet 

montré que les méthodes d’extraction qui incluent des solutions enzymatiques (telles que la 

collagenase et la DNAse) pour dissocier le tissu hépatique et pour en extraire les cellules, 

provoque une diminution de l’expression de molécules telle que CD56 (Curry et al., 2000). 

Dans la pratique, si pour isoler les lymphocytes intrahépatiques, la méthode enzymatique était 

choisie, la diminution de la détection de CD56 pourrait conduire à une estimation erronée de 

la fréquence de la population de cellules NK (définies comme étant CD3 négatives et CD56 

positives). Pour extraire les cellules mononuclées intrahépatiques, le fragment de biopsie a été 

transféré dans du milieu frais RPMI 1640 supplémenté avec 10 % de sérum AB humain et 

lavé (agitation sur un agitateur de plaques pendant 30’) pour enlever toute contamination de 

sang périphérique survenue au moment de la ponction hépatique. Une fois lavée, la biopsie a 

été transférée dans un « potter » en verre  avec du milieu frais pour effectuer une dissociation 

mécanique du tissue hépatique. La suspension cellulaire a été centrifugée et le culot de 

cellules remis en suspension dans du milieu avant d’effectuer les immunomarquages ou 

d’autres analyses. Dû au faible nombre total de cellules obtenu à partir d’une biopsie (de 

l’ordre de 4 à 500 000 cellules), celle-ci était en général divisée en quatre au maximum (un 

nombre supérieur conduisant en général à des analyses de moindre qualité car les 

lymphocytes ne représentent qu’une fraction de ce nombre total).  
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Expansion in vitro des cellules isolées des patients. 

Après numération, les cellules circulantes ou intrahépatiques ont été remises en 

suspension dans du milieux contenant 10 % de sérum AB humain inactivé, 1 % L-glutamine, 

1 % penicilline/streptomycine, 1 % Na pyruvate, 1 % amino-acides non essentiels (Sigma), du 

beta mercaptoethanol, et mis en culture à 37°C/5 % CO2 en plaque 96 puits (0.1 x 106/puits) 

en présence de PBMC autologues irradiés (3000 rad) (0.1 x 106/puits), d’interleukine-2 (IL-2) 

humaine (100 U/ml) et de phytohémaglutinine (PHA) (2μg/ml). Le milieu à été renouvelé 

tous les trois jours avec IL-2 mais sans PHA puis, à confluence, les puits ont été repiqués en 

plaque 24 puits plusieurs fois durant l’expansion. Au bout de trois à quatre semaines, les 

cellules ont été utilisées et/ou cryo-préservées. 

 

Immunomarquages et cytométrie de flux. 

Pour les immunomarguages, entre 0.1 et 1 x 106 cellules (selon le type d’échantillon) 

isolées à partir du sang périphérique ou du tissue hépatique, ont été incubées 30 minutes à 4°C 

dans l’obscurité en présence de quantités saturantes d’anticorps conjugués à différents 

fluorochromes et dirigés contre des molécules de surface. Deux lavages avec du tampon PBS 

(phosphate buffered saline) contenant 3% de sérum (tampon de marquage) ont été faits avant 

l’analyse par cytométrie en flux. Pour les marquages indirects, les cellules ont d’abord été 

incubées avec un anticorps primaire non-conjugué et après lavage, incubées avec un fragment 

F(ab’)2 de chèvre anti-Immunoglobuline de souris conjugué au FITC (Fluorescein 

isothiocyanate). Pour les marquages intracellulaires, les cellules ont d’abord été marquées 

avec les anticorps dirigés contre les molécules de surface et ensuite perméabilisées (tampon 

Cytofix/Cytoperm, BD), lavées (tampon Perm/Wash) marquées pour la molécule 

intracellulaire d’intérêt durant 15 mn à 4°C puis lavées deux fois.  

Les analyses multi-paramétriques de cytométrie en flux ont été réalisées à l’aide d’un 

cytomètre permettant les analyses à quatre couleurs (FACSCalibur, Becton Dickinson, 

Mountain View, CA : FL-1: FITC ; FL-2: PE + IP ; FL-3: PE/Cy5 + IP ; FL-4: APC) à l’aide 

du logiciel CellQuest (Becton Dickinson). Les cellules mortes ont été exclues par sélection 

électronique en présence d’iodure de propidium (IP) ou en fonction des paramètres de taille et 

de granularité (FSC et SSC). Les compensations nécessaires pour les différents fluorochromes 

ont été faites avec des cellules marquées séparément pour chaque fluorochrome. Selon les 

conditions, entre 20 000 et 200 000 événements étaient acquis. Les anticorps principalement 

utilisés sont recensés dans le tableau ci après. 
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Principaux anticorps monoclonaux utilisés 

Spécificité de l’Anticorps  Fluorochrome Clone Fournisseur 

Populations :    
CD3 (PE)Cy5 UCHT1 BD 
CD8α FITC SK1 BD 
CD8α APC B9.11 BC 
CD56 PE NCAM16.2 BD 
    
Récepteurs NK:    
CD158a,h - EB6 BC 
CD158a,h PE EB6 BC 
CD158a,h APC  BC 
CD158b1,b2,j - GL183 BC 
CD158b1,b2,j PE GL183 BC 
CD158b1,b2,j APC  BC 
CD158b2/KIR2DL3 - 180701 R&D 
NKG2A(CD159A) - Z199 BC 
NKG2A(CD159A) PE Z199 BC 
NKG2A(CD159A) APC 131411 R&D 
CD94 PE HP3B1 BC 
CD85j/LIR1 PE GHI/75 BD 
CD85j/LIR1 FITC GHI/75 BD 
    
Activation/ 
Differentiation: 

   

CD27 FITC M-T271 BD 
CD28 FITC CD28.2 BD 
CD57 FITC NK-1 BD 
CD45RA FITC HI100 BD 
CD45RO FITC UCHL1 BD 
CD62L FITC FMC46 Serotec 
    
Autres :    
Perforine FITC δG9 BD 
Granzyme B FITC GB11 BD 
Bcl-2 FITC Bcl-2/100 BD 
HLA-A2 FITC BB7.2 BD 
Mouse Ig FITC F(ab')2 Jackson ImmunoResearch 

 
BD : Becton Dickinson, BC : Beckman Coulter, PE : Phycoerythrine, Cy5: Cyanine 5, FITC: 
Fluorescein Isothiocyanate, APC : allophycocyanine 
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Populations cellulaires étudiées. 

Dans nos études, les différentes populations cellulaires étudiées ont été définies selon 

l’expression des molécules suivantes. 

 

Population Molécules 

Lymphocytes T CD3+ 

Lymphocytes T CD8+ CD3+CD8bright 

Cellules NK CD3-CD56+ 

Cellules NK CD56dim CD3-CD56dim 

Cellules NK CD56bright CD3-CD56bright 

Cellules NK CD8 CD3-CD8low 

 

Multimères de complexes peptide VHC:HLA classe I. 

Des composés multimériques recombinants formés par des complexes de molécules 

HLA-A*0201 associées à des peptides de protéines du VHC et conjugués à un fluorochrome 

ont été utilisés pour visualiser les cellules T CD8+ spécifiques d’antigènes du VHC qui 

expriment certains récepteurs à leur surface. Ces complexes de multimères HLA classe 

I :peptide VHC proviennent de Proimmune Limited (Oxford, Angleterre) et les marquages 

associés à d’autres immunomarquages ont été faits en suivant les instructions fournies. Ces 

réactifs ont été utilisés en cocktail en raison de la faible fréquence des cellules spécifiques du 

VHC. L’identité des peptides de protéines du VHC associés à HLA-A*0201  utilisés pour la 

détection de cellules T CD8+ spécifiques est indiquée ci après. 

 

Protéine VHC Localisation Séquence* 

NS3 1073-1081 CINGVCWTV 

NS3 1406-1415 KLVALGINAV 

NS5 2594-2602 ALYDVVTKL 

    * Code à une lettre des amino-acides. 

 

Détection de cellules ayant engagé un programme de mort cellulaire. 

Occasionnellement, la recherche d’évènement d’apoptose parmi les populations examinées a 

été faite par cytométrie de flux à l’aide de marquage à l’annexine V-FITC (BD Bioscience) en 

présence de calcium. Les analyses ont été faite en présence d’iodure de propidium. 
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Dosage de cytokines par ELISA 

Lorsque nécessaire, le dosage de cytokines présentes dans le surnagent de culture a été 

réalisé par la méthode ELISA selon une procédure standard au moyen d’anticorps de capture 

purifiés et d’anticorps de détection couplés à la peroxidase (BD Bioscience). Les complexes 

ont été détectés à l’aide tetramethylbenzidine en présence de peroxide d’hydrogène. La lecture 

a été réalisée à 450 nm sur un lecteur Titertek Multiscan +. 

 

Extraction des ARN totaux et synthèse des ADN complémentaires (ADNc). 

Les ARN totaux des cellules de patients et d’individus contrôles ont été préparés par 

extraction à l’aide du réactif RNA-Now (Biogentex-Ozyme) selon les instructions du 

fournisseur.  1 à 5 μg d’ARN total ont été utilisés pour la synthèse des ADNc correspondants 

par transcription reverse (RT) en présence d’oligo(dT)12-18, de dithiotretol, d’inhibiteur de 

ribonucléases et de la Transcriptase Reverse SuperScript II (Life Technologies) à 42°C 

pendant 50 minutes sous 20 μl. 

 

Analyse du répertoire des récepteurs KIR par réaction de PCR. 

Le principe de réaction de polymérisation en chaîne en présence d’amorces spécifiques 

des séquences des gènes KIRs (PCR-SSP) a été utilisé pour rechercher plusieurs récepteurs 

KIRs (activateurs et inhibiteurs) exprimés chez les patients et chez des donneurs sains. Les 

oligonucléotides sens et anti-sens spécifiques des gènes KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, 

KIR3DL1, KIR3DL2, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DS1 et 

KIR2DL4 ont été décrits précédemment par Uhrberg et al., qui ont montré que l’analyse par 

RT-PCR est équivalente à une analyse faite sur ADN génomique et donc que les gènes KIR 

présents sont tous exprimés (Uhrberg et al., 1997). Les réactions PCR ont été réalisées au 

moyen d’un thermo-cycleur Perkin-Emler dans 25 μl de tampon de réaction en présence de 

dNTPs (0.2 mM), d’amorces (12 pMoles) et d’enzyme Taq polymérase (0.5 U)(Perkin-Emler) 

selon les conditions suivantes : 94°C pour 2 min, puis 1 min à 62°C et 45 s à 72°C, pour 5 

cycles puis 94°C for 1 min, 45 s à 60°C, 45 s à 72°C pour 25 cycles. Les produits 

d’amplification ont été analysés par électrophorèse en gel d’agarose en présence de bromure 

d’éthidium et visualisés par trans-illumination sur table UV. La table ci jointe rassemble les 

informations sur les oligonucléotides utilisés. 
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Séquence des oligonucléotides utilisés pour l’analyse du 
répertoire des récepteurs KIR. 

KIR                Séquence 

 
KIR2DL1  

 
Sens 
Anti-Sens 

 
GCA GCA CCA TGT CGC TCT 
GTC ACT GGG AGC TGA CAC 

KIR2DL2  S 
A-S 

CCA CTG CTT GTT TCT GTC AT 
CAG CAT TTG GAA GTT CCG C 

KIR2DL3  S 
A-S 

CCA CTG AAC CAA GCT CCG 
CAG GAG ACA ACT TTG GAT CA 

KIR2DL4  S 
A-S 

CTG TCC CTG AGC TCTA CAA 
CAC TGA GTA CCT AAT CAC AG 

KIR3DL1 S 
A-S 

ACA TCG TGG TCA CAG GTC C 
TGC GTA TGT CAC CTC CTC 

KIR3DL2  S 
A-S 

CGG TCC CTT GAT GCC TGT 
GAC CAC ACG CAG GGC AG 
 

 
KIR2DS1  

 
S 
A-S 

 
TCT CCA TCA GTC GCA TGA A 
AGG GCC CAG AGG AAA GTT 

KIR2DS2  S 
A-S 

TGC ACA GAG AGG GGA AGT A 
CAC GCT CTC TCC TGC CAA 

KIR2DS3  S 
A-S 

TCA CTC CCC CTA TCA GTT T 
GCA TCT GTA GGT TCC TCC T 

KIR2DS4  S 
A-S 

CTG GCC CTC CCA GGT CA 
GGA ATG TTC CGT TGA TGC 

KIR2DS5  S 
A-S 

AGA GAG GGG ACG TTT AAC C 
GCC GAA GCA TCT GTA GGC 

KIR3DS1  S  
A-S 

GGC ACC CAG CAA CCC CA 
AAG GGC ACG CAT CAT GGA 

 

 

Analyses statistiques. 

Le test dit de Mann-Whitney a été utilisé pour analyser les comparaisons entre patients 

et sujets contrôles (par exemple afin de déterminer si les fréquences de cellules T exprimant 

des récepteurs NK, étaient significativement différentes entre les deux groupes). Le test de 

Wilcoxon a été utilisé pour analyser les comparaisons de fréquences de cellules entre deux 

compartiments différents chez les mêmes individus (notamment les fréquences de cellules T 

qui expriment des récepteurs du type NK entre la périphérie et le foie des patients). Pour ce 

test, seuls les individus pour lesquels les valeurs périphérique et intrahépatique étaient 

disponibles, ont été inclus. Ces tests ont été utilisés car les tests non-paramétriques sont 

appropriés lorsque la taille des populations analysées est petite, lorsque la taille de deux 

populations à analyser est différente ou lorsque la nature de la distribution n’est pas connue. 

Le test exact de Fisher a été utilisé pour comparer les fréquences de différents KIRs entre 

patients et contrôles. Les analyses statistiques des résultats ont été faites avec les programmes 
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SPSS 9.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) ou bien Statview version 5.0 (SAS Institute Inc. Cary, 

NC). Pour évaluer le dégrée de corrélation entre deux variables le coefficient de Spearman a 

été utilisé (voir tableau). Toutes les comparaisons étaient bilatérales. Les valeurs de p de 

moins de 0.05 ont été considérées comme statistiquement significatives. 

 

Degrés de corrélation.   

     Coefficient r                  Type de corrélation 
          + ou –                           
           1                                                       Parfaite 

          0.8 à 0.98                                           Forte 

          0.5 à 0.75                                           Modérée 

          0.25 à 0.45                                         Faible 

          0.1 à 0.2                                             Négligeable 

 

 

Les graphes de type « box-plot » ont parfois été utilisés pour illustrer la distribution des 

valeurs obtenues. Le box-plot (ou boite à moustache) donne cinq informations principales: la 

valeur de la médiane, la valeur la plus faible, la valeur la plus élevée, le 25e centile (ou 

premier quartile, où se situent 25% de valeurs) et le 75e centile (ou troisième quartile, qui 

comprenne 75% des valeurs). 

 

 

 

 
Valeur 
maximale 

Mediane

Valeur minimale

25e centile

75 centile



 
 
 
 
 

Résultats 
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Analyse des Caractéristiques et de la Distribution des Lymphocytes T CD8+ Exprimant 

des Récepteurs de Molécules HLA Class I au cours de l’Hépatite Virale C Chronique. 

Nos connaissances sur la biologie des lymphocytes T CD8+ au cours de l’hépatite C 

ont progressé ces dernières années. Par exemple, le développement de réactif tels que les 

complexes multimériques HLA:peptide VHC a permis d’obtenir des informations importantes 

sur les caractéristiques et la fréquence de cellules T CD8+ reconnaissant spécifiquement des 

fragments de protéines du VHC. Cependant, à la différence d’autres infections virales 

chroniques, les cellules T CD8+ des patients atteints d’hépatite C chronique n’ont pas (ou 

peu) été étudiées du point de vue de l’expression de récepteurs de molécules HLA de classe I 

normalement observés à la surface des cellules NK (NKR) et qui sont capables de délivrer des 

signaux inhibiteurs. Ces signaux peuvent, comme expliqué précédemment, moduler la 

fonction des cellules T CD8+ mais aussi influencer leur résistance à la mort cellulaire. De tels 

récepteurs sont absents de la surface des cellules T CD8+ naïves mais peuvent être exprimés 

de façon stable sur les cellules T CD8+ ayant des caractéristiques de cellules activées et/ou 

mémoires. Il a été proposé que les situations d’infection chronique pourraient représenter un 

contexte propice à l’accumulation de cellules T CD8+ exprimant des NKRs.  

Etant donné que les cellules T CD8+ sont nombreuses au sein du foie des patients 

atteints d’hépatite C chronique, nous avons recherché la présence de tels récepteurs sur les 

cellules CD8+ isolées à partir du foie mais aussi du sang. Nous nous sommes concentrés sur 

l’analyse de NKRs relativement bien caractérisés ; un NKR apparenté à la famille des lectines 

de type C (NKG2A associé à CD94) qui se lie aux molécules non classiques de classe I HLA-

E et des membres du groupe KIR des NKRs de type immunoglobuline (CD158a,b et 

CD158b,j) qui se lient à des régions polymorphiques des molécules classiques de classe I 

HLA-C.  Les cellules T CD8+ exprimant NKG2A ou des KIRs se sont révélées être des 

cellules non naïves avec des caractéristiques phénotypiques particulières, parfois plus ou 

moins prononcées chez les patients par rapport aux individus contrôles. Nous n’avons pas 

observé de phénomènes d’accumulation généralisée de ces populations cellulaires dans le foie 

ou le sang des patients. Par rapport aux paramètres cliniques de la maladie, une des 

observations principale concerne une corrélation positive entre la fréquence intra-hépatiques 

de cellules T CD8+ exprimant NKG2A et le degré de sévérité des lésions. Cette association 

est discutée à l’aide des connaissances dont on dispose vis à vis de NKG2A et des 

conséquences fonctionnelles possibles liées à son expression par des lymphocytes T CD8+.  

Quelques résultats complémentaires obtenus sur un petit nombre d’individus sont présentés à 

la suite de l’article. 
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Abstract 
 
CD8+ T cells represent a sizable component of the liver inflammatory infiltrate in chronic 

Hepatitis C and are thought to contribute to immune-mediated tissue injury. In line with this 

notion, we observed that an increased fraction of intra-hepatic CD3+CD8bright lymphocytes is 

associated with enhanced lesion severity. Since chronic stimulation might promote the 

expression by CD8+ T cells of distinct types of human leukocyte antigen (HLA) Class I 

specific receptors typically expressed on Natural Killer cells (NKRs), we examined the 

distribution and characteristics of NKRs+CD8+ T cells in patients with persistent HCV 

infection. We found that the intra-hepatic frequency of CD8+ T cells with expression of 

NKG2A was positively correlated with increased lesion severity. Moreover, there was a clear 

inverse relationship between the viral load and the frequency of intrahepatic CD94+CD8+ T 

cells. In patients, circulating CD8+ T cells expressing killer cell immunoglobulin-like 

receptors (KIRs) molecules exhibited phenotypic features of memory T cells but with 

exacerbated expression of the senescence marker CD57. NKG2A+CD8+ T cells were 

antigen-experienced cells that appeared less differentiated than KIRs+CD8+ T cells with a 

trend toward a lowered perforin content in patients. In conclusion, these observations provide 

novel insights into the complexity of liver infiltrating CD8+ T cells in chronic Hepatitis C and 

reveal that distinct subsets of antigen-experienced CD8+ T cells are differentially sensitive to 

the pervasive influence of HCV. 
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Introduction 

Hepatitis C is a liver-targeting infectious disease caused by a non cytopathic RNA 

virus (HCV). If HCV is not rapidly cleared by the immune system, the infection becomes 

chronic, causes inflammation, mononuclear cell infiltration, hepatocytes destruction, 

progression to fibrosis, can lead to cirrhosis and in some instance, to hepatocellular carcinoma 

(1, 2). While vigorous HCV specific T cell responses can allow for virus clearance, HCV 

persists in a majority of cases (3-6). Among liver lymphocytes of chronic hepatitis C (cHC) 

patients are many CD8+ T cells with signs of activation (7). Such a population comprises very 

few T cells reactive to HCV because HCV specific CD8+ T cells are difficult to detect within 

the persistently infected liver (8-10). HCV specific CD8+ T cells differ from other virus 

specific CD8+ T cells in the sense that they seem incompletely differentiated. Thus, many of 

them retain expression of CD27 and CD28 costimulatory molecules that are missing on fully 

differentiated cytomegalovirus (CMV) specific CD8+ T cells (11, 12). Our knowledge of 

CD8+ T cells in cHC has thus progressed recently. Nevertheless, some features remain poorly 

explored. For instance, some human leukocyte antigen class I (HLA-I) reactive membrane 

receptors typically expressed on Natural Killer cells (NKRs) can be expressed by CD8+ T 

cells and influence their properties. Although the expression of some NKRs has been 

examined in several chronic viral infections, including Epstein-Barr virus (EBV), CMV and 

human immunodeficiency virus (HIV) infections (13-16) little is known with respect to HLA-

I specific NKRs expression by CD8+ T cells during cHC.  

Depending on the nature of the ligand binding domain, HLA-I reactive NKRs can be 

subdivided in two major groups. The first group corresponds to molecules whose ectodomain 

belongs to the C-type lectin domain family such as NKG2A/CD159A that associates with 

CD94 to form inhibitory heterodimers. The second group corresponds to molecules whose 

ectodomain consists of immunoglobulin (Ig)-like domains. The latter group includes killer 

cell Ig-like receptors (KIRs) and leukocyte Ig-like receptor 1/Ig-like transcript 2 

(LIR1/ILT2/CD85j). While CD94:NKG2/CD159 heterodimers react to the non classical 

HLA-I molecule HLA-E, KIR family members bind to polymorphic residues of classical 

HLA-I. As to LIR1/ILT2/CD85j, it reacts to classical HLA-I with poor affinity (17-21).  

KIRs are not detected on naïve CD8+ T lymphocytes but they can be surface 

expressed on CD8+ T cells harboring memory cell-associated phenotypic features. In most 

cases, they correspond to KIRs with high affinity for their HLA-I ligands and that can 

negatively regulate effector functions (inhibitory KIRs) (20). KIRs expression by CD8+ T 

cells reflects prior TCR engagement, is stable and remains unaltered in culture (22, 23). With 
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respect to the inhibitory heterodimer CD94:NKG2A, its surface expression on CD8+ T cells 

depends on TCR engagement and is observed on T cells with memory/effector phenotype (24) 

Various observations support the notion that HLA- I reactive NKRs expressed by CD8+ T 

cells can impair their effector functions (14, 15, 25-27). In addition, NKRs expression might 

modulate CD8+ T cell susceptibility to activation-induced cell death (AICD) and therefore 

impact on memory T cell generation (20).  

In cHC patients, initiation and progression of liver damages, which are characterized 

by portal lymphoid infiltration and degenerative lobular lesions, are essentially driven by the 

host regional immune response (3). CD8+ T cells are abundant within the diseased liver, both 

in the lobular and periportal areas (7, 28) and can be cytotoxic for HCV-infected as well as 

non infected liver cells through various mechanisms (9, 29, 30). Given these characteristics 

and because HLA-I specific NKRs can be expressed by CD8+ T cells with an 

effector/memory phenotype, we examined the expression of members of both group 1 (CD94-

NKG2A heterodimers) and group 2 (CD158a/h and CD158b/j KIRs) HLA-I specific NKRs 

by intrahepatic and circulating CD8bright T lymphocytes from patients with characterized HCV 

chronic infection. 
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Patients and Methods 

 

Patients.  

All cHC patients analyzed (Service d'Hépato-Gastroentérologie, CHU-Grenoble) (Table I 

shows demographic and clinical characteristics) were anti-HCV antibody positive (ELISA 3, 

Ortho Diagnostic Systems, Raritan, NJ, USA) and HCV-RNA positive by RT-Q-PCR 

(Amplicor HCV, Roche Diagnostic Systems, Meylan, France). HCV genotype was 

determined by Inno-Lipa technology (Innogenetics, Zwijnaarde, Belgium). Patients were 

negative for detectable presence of antibodies to HIV and HBV surface antigen and their 

alcohol consumption was lower than 30g/day. Ferritin, α1 antitrypsin and ceruloplasmin 

levels were normal. Patients underwent needle liver biopsy as part of their diagnostic 

evaluation. None of the patients had biochemical markers of autoimmune hepatitis and none 

had received antiviral therapy at the time of the liver biopsy. Peripheral blood samples from 

patients were collected in heparinized vacutainer tubes. Peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) were isolated by using Ficoll-hypaque density gradient separation. The study was in 

agreement with the local ethics committee recommendations and all patients gave a written 

informed consent. Blood samples from healthy volunteers were obtained from the 

Etablissement Français du Sang (La-Tronche, France).  

 

Isolation of intrahepatic cells. 

Liver biopsies obtained using 1.5 mm diameter disposable biopsy needle were divided for 

histopathological examination (Metavir scoring system) and immunological analysis. For cell 

suspension analysis, fresh fragments collected in RPMI 1640 10 % AB human serum were 

washed extensively, shaken in media to minimize blood cells contamination and disrupted 

mechanically into small pieces in complete media. Cell suspensions were prepared in 

complete media by using a glass mortar. Cells were washed and processed immediately for 

analysis. 

 

Bulk expansion of liver infiltrating lymphocytes. 

Infiltrating T lymphocytes isolated from fresh liver tissue were expanded polyclonally in bulk 

culture (unprimed, bulk-expanded) in the presence of irradiated (30 Gy) autologous PBMCs 

(105 cells/well), recombinant interleukin(IL)-2 (100 IU/ml) and phytohemaglutinin A (PHA) 

(2 μg/ml) in 96 well plates (105 cells/well) for 2 weeks in RPMI 1640 media containing 10% 

AB human serum, 1 mM glutamine, 1% non-essential amino acids, 1% sodium pyruvate, 50 
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μg/ml penicillin/streptomycin (Gibco Life Sciences, Rockville, MD) at 37°C in 5% CO2 

atmosphere. Half of the media was replaced twice a week and cells were splitted at 

confluence. Expanding cells were transferred to 24 well plates, then to flasks and maintained 

for 2-3 weeks without restimulation with addition of fresh media and IL-2 twice a week. Bulk 

expanded lymphocytes were used directly or cryopreserved. 

 

Monoclonal antibodies. 

The monoclonal antibodies used for immunophenotyping were anti-HLA-A2-Fluorescein 

Isothiocyanate (FITC) (clone BB7.2), anti-CD3-R-Phycoerythrin-Cyanine 5 (PE)Cy5 

(UCHT1), anti-CD8α-FITC (SK1), anti-CD28-FITC (CD28.2), anti-CD27-FITC (M-T271), 

anti-CD45RA-FITC (HI100), anti-CD45RO-FITC (UCHL1), anti-CD57-FITC (NK-1), anti-

CD85j/LIR1-PE /FITC (GHI/75) and anti-Perforin-FITC (δG9) from Becton-Dickinson 

Biosciences (Le Pont-de-Claix, France). Anti-CD8α-Allophycocyanin (APC) (B9.11), anti-

CD158a,h purified or coupled to PE or APC (EB6), anti-CD158b1,b2,j purified or coupled to 

PE or APC (GL183), anti-NKG2A(CD159A) purified or coupled to PE (Z199), anti-CD94-

PE (HP3B1) were obtained from Beckman Coulter France (Villepinte, France). Anti-

NKG2A-APC (131411) and purified anti-CD158b2/KIR2DL3 (180701) was from R&D 

Systems (Lille, France). Anti-CD62L-FITC (FMC46) was from Serotec (Oxford, UK). F(ab')2 

of goat anti-mouse IgG-FITC was from Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA) or 

Sigma (St. Louis, MO).  

 

Immunostaining and Flow Cytometry. 

Freshly isolated PBMC or intrahepatic samples (0.2 to 1 x 106 cells) were immunostained by 

incubating with a saturating amount of appropriate labeled antibodies in phosphate buffered 

saline (PBS) for 30 min in the dark at 4°C. Cells were washed twice and analyzed 

immediately. For indirect staining, cells first were incubated with unconjugated purified 

primary mAb, followed by a F(ab')2 of goat anti-mouse Ig-FITC conjugate. For intracellular 

staining, cells were first surface stained, washed and subjected to fixation/permeabilisation 

(Cytofix/Cytoperm kit, BD PharMingen), prior to staining for intracellular molecules 

according to the manufacturer instructions. Multi-parameter flow cytometric analysis was 

performed on a FACSCalibur instrument with the CellQuest software (Becton Dickinson, 

Mountain View, CA). Nonviable cells were excluded by electronic gating using FSC/SSC 

measurements. Depending on the conditions, 20.000 to 200.000 gated events were acquired.  
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Peptide:human leucocyte antigen (HLA) class I multimers. 

Soluble R-PE-labeled HCV peptide:HLA-A*0201 multimers containing the non-structural 

(NS)31073-1081 (CINGVCWTV), NS31406-1415 (KLVALGINAV) and NS52594-2602 

(ALYDVVTKL) peptides were obtained from Proimmune Limited (Oxford, UK). Staining 

was performed according to the manufacturer’s instructions.  

 

Statistical methods. 

The SPSS 9.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL) was used for statistical analysis. P values 

shown for comparison between patients and controls were calculated by using the 

nonparametric Mann-Whitney U-test. Within-group comparisons were evaluated using the 

Wilcoxon signed rank’s test. Bivariate correlations were done by computing a Spearman’s 

correlation coefficient. All comparisons were 2-tailed. P values less than 0.05 were 

considered significant. 
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Results 
 
CD8bright T lymphocytes enrichment in damaged liver from cHC patients. 

We previously observed a significant positive correlation between liver lesions severity and 

the frequency of intrahepatic CD3+ lymphocytes in cHC patients (31). On the other hand, we 

found an accumulation of CD8β transcripts in liver biopsies with high histological activity 

index relative to samples with milder index (32). Together, these observations were 

suggestive of an enrichment of CD8+ T lymphocytes within the diseased liver. We therefore 

directly examined the frequency of T cells with high CD8 expression (CD3+CD8bright 

lymphocytes thereafter referred to as CD8+ T cells), in liver biopsies from cHC patients with 

various degrees of histological lesions. The results indicated that the fraction of both total 

CD3+ (Fig. 1A) and CD3+CD8+ (Fig. 1B) intrahepatic lymphocytes were significantly 

increased in patients with moderate and marked liver lesions (Metavir Activity score: A2-A3) 

relative to patients with minimal liver damage (Metavir Activity score: A1) (p = 0.03 and p = 

0.02 for CD3+ and CD3+CD8+ populations respectively). This observation suggests that, in 

cHC patients, the progression from mild to marked histological lesions is associated with an 

increase in the size of the CD8+ T cell pool within the liver infiltrate.  

 

Ex vivo detection of CD8+ T cells expressing HLA-I specific NKRs in the liver of cHC 

patients. 

As CD8+ T cells that express HLA-I specific NKRs are antigen-experienced cells whose 

presence might be associated with situations of chronic stimulation (13, 33), we investigated 

whether substantial fractions of intrahepatic CD8+ T cells from cHC patients express such 

receptors. To this end, we examined ex vivo CD8+ T lymphocytes for surface expression of 

NKG2A, CD94, and of the CD158a/h and CD158b/j KIR receptors. Unlike LIR1/ILT2/CD85j 

whose engagement has no major effect on the sensitivity of CD8+ T cells to AICD (20), and a 

versatile inhibitory effect on their effector functions (21), KIRs expressed on CD8+ T cells 

can deliver inhibitory signals susceptible to strongly alter effector functions and to protect 

against TCR-mediated AICD (20, 21). The data in Figure 2B indicate that intrahepatic 

lymphocytes from cHC patients do comprise CD8+ T cell subsets with surface expression of 

NKG2A, CD94 or CD158a/h-CD158b/j KIR molecules. The frequencies were as follows 

(median and extreme values are indicated): NKG2A+: 5 % (1-14), CD94+: 12 % (1-69), 

CD158a/h+: 4 % (0.7-9), CD158b/j+: 11 % (1.6-28) (Fig. 3). It is hence possible to visualize 
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ex vivo the presence of subpopulations of CD8+ T cells with expression of HLA-I specific 

NKRs of both the KIR and C-type lectin families within the liver of cHC patients.  

 

Increased liver injury correlates with a high frequency of intrahepatic NKG2A+CD8+ T 

lymphocytes. 

Since KIRs and NKG2A surface expression by CD8+ T cells reflects prior TCR-mediated 

activation in vivo (20, 33), we searched for possible correlation between the frequency of 

NKRs+CD8+ T cells and clinical parameters. We observed a significant positive correlation 

between the lesion severity estimated by the Metavir Activity score (A0 to A3) and the 

frequency of intraheatic NKG2A+CD8+ T cells (r = 0.645, p = 0.017) (Table II). 

Correlations with the frequency of KIR+CD8+ liver T cells were not significant. In contrast, 

the frequency of intrahepatic CD94+CD8+ T cells was negatively correlated with lesion 

severity at a level very close to statistical significance (r = -0.543, p = 0.055). No correlations 

were found between frequencies of NKRs+CD8+ T cell subsets and the extend of fibrosis 

within the inflamed liver (Table II) or the serum level of alanin aminotransferase (ALAT) 

(not shown). Thus, a salient feature of the histological analysis was that in patients with HCV 

persistent infection, an increase in the percentage of liver infiltrating NKG2A+CD8+ T cells 

associates with an enhanced liver lesions severity.  

 

The serum viral load correlates negatively with the frequency of intrahepatic CD94+CD8+ 

T cells. 

Besides histological parameters, we looked for potential association between percentages of 

NKRs+CD8+ T cells and the HCV load detected in the serum of patients. We found a single 

significant correlation, namely; the frequency of intrahepatic CD8+ T cells with CD94 

expression was correlated with the value of the viremia in the sera. Such a correlation was 

high and negative (r = -0.8, p = 0.01).  

 

HLA-I specific NKRs expression by intrahepatic HCV-specific CD8+ T cells in cHC 

patients. 

To determine whether HLA-I specific NKR expression could be detected among HCV 

specific intrahepatic CD8+ T cells, we performed costaining with HCV-peptide/HLA-class I 

multimers reagents. Although the frequency of CD8+ T cells specific for a given 

peptide/HLA-A2 complex may be higher in the liver than among circulating CD8+ T cells 

(34, 35), it usually remains very low (from 0.01 %, or less, to 1 % of total CD8+ T cells). For 
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this reason, we used a cocktail of three HCV-peptide/HLA-A2 multimer reagents. The 

multimers used were made of HLA-A*0201 molecules complexed to the well characterized 

NS31073-1081, NS31406-1415 and NS52594-2602 HCV epitopes. Figure 4 shows that it was possible 

to detect minute fractions of HCV specific CD8+ T cells with surface expression of NKG2A 

or KIRs receptors among unprimed, bulk-expanded, intrahepatic lymphocytes. The frequency 

of HCV specific, KIRs+CD8+ T cells was higher than that of NKG2A+CD8+ T cells. 

Actually, both NKG2A+ and KIRs+ HCV specific CD8+ T cell frequencies were lower that 

of HCV specific cells expressing LIR1/ILT2/CD85j molecules whose staining was included 

for comparison purpose, since it can be expressed by relatively large fractions of virus 

specific CD8+ T cells (20). Although a limited number of HCV determinants were studied 

here, the data indicate that liver CD8+ T lymphocytes from cHC patients can comprise 

fractions of virus specific cells with surface expression of HLA-I specific NKRs. In addition, 

KIRs expression by HCV specific CD8+ T cells suggests that some of these cells, albeit at a 

extremely low frequency, correspond to highly differentiated cells. 

 

Analysis of circulating  NKRs+ CD8+ T cell subsets in cHC patients 

We next examined the features of blood NKRs+CD8+ T cells. The proportions of cells 

expressing HLA-I specific NKRs among circulating CD8+ T cells from cHC patients were 

comparable to those observed for control: CD158a/h+ : 2 % (0.2-18) versus 2 % (0.5-40); 

CD158b/j+ :  4 % (0.6-18) vs 4 % (0.65-26); NKG2A+ : 4 % (1-21) vs 3 % (0.8-70); CD94+ : 

9 % (0.7-68) vs 5 % (0.14-100) (Fig. 3). In patients, the proportions of liver and blood CD8+ 

T lymphocytes expressing HLA-I specific NKRs were comparable with the exception of 

CD158b/j+CD8+ T cells whose intrahepatic frequency (11 % (1.6-18)) was twice the 

frequency found in the periphery (4 % (0.6-18)) (p = 0.0068). As to correlations between 

circulating NKRs+CD8+ T cell frequencies and clinical parameters, blood CD158a/h+CD8+ 

T cells showed low and inverse correlations with both the Metavir Activity score (r = -0.382, 

p = 0.049) and the fibrosis score (r = -0.423, p = 0.025)(Table II). In addition, circulating 

CD94+CD8+ T cell frequencies negatively correlated with the extent of fibrosis (r = -0.390, p 

= 0.04). No correlation was found between the frequency of blood NKR+CD8+ T cell subsets 

and the ALAT serum level (not shown). 

 
Phenotypic features of circulating NKRs+CD8+ T cells in cHC patients. 

To gain insights into the differentiation status of NKRs+CD8+ T cells, we examined their 

phenotype. Due to the very low absolute number of CD8bright T cells that can be recovered 



Bonorino et al 

NKRs+ CD8 T cells in chronic Hepatitis C  Page 11 of 29 

from liver biopsies, we used PBLs (Table III). In both controls and patients, most circulating 

KIRs(CD158a/h plus CD158b/j)+CD8+ T cells expressed CD45RA (controls: 85%, patients 

76%) and only few expressed CD45RO (controls 23%, patients: 11%). Concerning expression 

of the replicative senescence marker CD57, we observed however that, while the frequency of 

positive cells was comparable between KIRs+CD8+ T cells from patients and controls (56 

and 64 % respectively), there was a marked increase in the CD57 surface expression level on 

CD57+KIRs+CD8+ T cells from patients as assessed by analysing the mean fluorescence 

intensity (MFI)(Fig. 5A, B). KIR+CD8+ T cells from both cohorts comprised a minority of 

cells positive for CD27 and CD28 relative to their KIR- counterparts with however, a trend 

toward a further reduced CD28+ cell frequency in patients (Fig. 5C). With respect to 

NKG2A+CD8+ T cells, the high proportions of CD45RO+ (81%), CD27+ (86%) and CD28+ 

(74%) cells seen in controls were virtually unchanged in patients. As to CD57, the proportion 

of positive cells among NKG2A+CD8+ T cells was lower (controls: 28%, patients: 29 %) 

than among KIR+CD8+ T cells and there was no significant variation in CD57 expression 

level (not shown). Finally, there were more blasting (FSChigh) cells among circulating 

CD158a,h+CD8+ and NKG2A+CD8+ T cells from patients and controls than among their 

NKR- counterparts (Table IV). Overall, the analysis of CD8+ T cells expressing either KIRs 

or NKG2A molecules indicates that both subsets display phenotypic characteristics of 

effector/memory CD8+ T cells (20, 33). In patients and controls, NKG2A+CD8+ T cells 

appeared less differentiated than KIRs+CD8+ T cells. Finally, the markedly increased CD57 

expression on KIRs+CD8+ T cells from patients reveals that the phenotype of distinct 

NKRs+CD8+ subpopulations can differ in cHC patients and controls.  

 

Scarcity of perforin+ cells among blood NKG2A+CD8+ T cells from cHC patients. 

Because perforin is central to granule exocytosis-dependent cytotoxicity, the lytic potential of 

CD8+ T cells expressing HLA-I specific NKRs was estimated by studying the perforin 

cellular content. Intracellular stainings showed that circulating KIRs+CD8+ and 

NKG2A+CD8+ T cells were both enriched in perforin+ cells when compared to NKR-CD8+ 

T cells (Fig. 6A). However, while this enrichment was fairly stable among KIRs+CD8+ T 

cells from patients, the proportion of perforin positive cells among NKG2A+CD8+ T 

lymphocytes in patients tended to be reduced relative to controls (Fig. 6B). This trend is 

reminiscent of the reduced frequency of perforin+CD8+ T cells previously noticed in HCV+ 

patients (36). Thus, during cHC, there might exist a differential modulation of perforin 

expression among subsets of CD8+ T cells expressing distinct HLA-I specific NKRs. 
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Discussion 

In this study, we have examined blood and liver CD8bright T cells from cHC patients for HLA-

I specific NKRs expression because such molecules can be expressed on antigen-experienced 

CD8+ T cells and might be associated with conditions of chronic stimulation/inflammation 

(13, 33). While there was no overt accumulation of KIRs+CD8+ or NKG2A+CD8+ T cells 

among blood cells from patients, the results indicate that within the cell infiltrate of the liver, 

the frequency of NKG2A+CD8+ T cells correlates with lesion severity. In contrast, we found 

an inverse relationship between the viral load and the frequency of intrahepatic CD94+CD8+ 

T cells. Finally, phenotypic characteristics of blood CD8+ T cells with expression of KIRs or 

NKG2A were differentially affected by the inflammatory context of cHC. 

CD8+ T cells are abundant among intrahepatic cells in cHC infection and are 

suspected to be instrumental in lesions development (7, 28, 37, 38). Possibly, the increased 

frequency of NKG2A+CD8bright T cells in liver samples with marked lesion severity could 

relate to the fact that the liver can retain antigen-experienced CD8+ T cells (39-41), a 

phenomenon that could be reinforced during inflammation. In contrast, we found no evidence 

for accumulation of KIRs+CD8+ T cells in liver samples with aggravated lesions. In theory, 

some intra-hepatic NKG2A+CD8+ T cells could contribute to tissue damage. Although 

CD94:NKG2A engagement can reduce the activation threshold of CD8+ T cells, it does not 

functionally inactivate them and such inhibitory effect is not necessarily as efficient as that 

triggered by inhibitory KIRs at interfering with the cytolytic activity of anti-viral CD8+ T 

cells (20, 21, 26, 42). If intra-hepatic NKG2A+CD8+ T cells participate to liver lesions, the 

contribution of HCV reactive CD8+NKG2A+ T cells is most likely marginal given the 

scarcity of HCV specific CTLs within the liver (8-10). Rather, a putative deleterious role for 

liver NKG2A+CD8+ T cells could rely on bystander phenomena. In line with this possibility, 

there was still about 20% of perforin+ cells among them and based on their FSC profile, 

blasting cells were detectable among intrahepatic NKG2A+CD8+ T cells.  

On the other hand, it is possible that the cytotoxic potential of intrahepatic NKG2A+CD8+ T 

cells is indeed inhibited. In distinct systems (27, 43), CD94-NKG2A engagement could 

control cytotoxic T lymphocytes effector functions. Such an inhibitory capacity significantly 

depends on the amount of accessible ligand. Limited access to HLA-E molecules might not 

allow for an effective inhibition (20, 21). In the case of cHC however, HLA-E is abundantly 

expressed within the liver; its expression is enhanced in HCV+ patients relative to control 

livers (44). In addition, intrahepatic cells that stained positive for the HCV core antigen were 

HLA-Ehigh in situ and HCV core35-44 peptide is able to bind HLA-E to form stable surface 
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complexes (44). Such a sustained HLA-E expression makes NKG2A+CD8+ liver T cells very 

likely to repeatedly encounter HLA-E in situ and therefore, to have their cytotoxic potential 

constrained. Finally, since repeated TCR engagements seem necessary to sustain high 

NKG2A expression (45, 46), and because the interaction with HLA-E itself does not modulate 

CD94:NKG2A expression (47), our observation that NKG2A MFI was slightly lower on liver 

NKG2A+CD8+ T cells than on their circulating counterparts in cHC patients (data not 

shown) suggests that intrahepatic NKG2A+CD8+ T cells might not be overtly reactive in situ. 

The fact that we did not detect a correlation between NKG2A+CD8+ liver T cell frequency 

and ALAT serum level is consistent with such a possibility. 

In addition, the elevated HLA-E expression mentioned above is likely to provide 

NKG2A+CD8+ liver T cells with anti-apoptotic signals since CD94-NKG2A expression by T 

cells can confer enhanced resistance to AICD. Thus, the increased frequency of 

NKG2A+CD8+ T cells associated with marked lesions could reflect a selective survival 

advantage. Other CD94+CD8+ T cells lacking NKG2A expression might not display such a 

property. Indeed, CD94 expression is high on NKG2A+CD8+ T cells (48) and high CD94 

expression on CD8+ T cells associates with an enhanced resistance to cell death (49). Unlike 

the frequency of NKG2A+CD8+ liver cells, the proportion of total CD94+CD8+ T cells 

seemed to decline in liver samples with marked lesions. This could be compatible with a 

preferential survival of NKG2A+CD8+ T cells. Albeit technically difficult, further 

experiments are hence needed to fully understand the properties of liver NKG2A+CD8+ T 

cells during cHC. It is possible that the positive correlation we observed between intrahepatic 

NKG2A+CD8+ T cell frequency and liver lesion severity indeed reflects a combination of 

several factors including the retention of activated/memory CD8+ T cells, an HLA-E-

dependent, enhanced resistance to cell death and possibly, some level of activation/expansion. 

As to the negative association between the frequency of liver CD94+CD8+ T cells and the 

viral load, its meaning remains unclear at present. 

Phenotypically, KIRs+CD8+ T cells from patients were antigen-experienced cells with a 

memory-like phenotype resembling that of terminal effector cytotoxic CD8+ T cells (20). 

NKG2A+CD8+ T cells were also antigen-experienced cells since there were enriched in 

CD45RO+ cells but they were less differentiated than KIRs+CD8+ T cells because many 

were CD27+CD28+ cells. CD94:NKG2A surface expression by CD8+ T cells is an early 

feature of antigen specific activation during infection and TCR engagement is a prerequisite 

for its induction (24). Therefore, NKG2A+CD8+ T cells must have responded to TCR-

mediated stimulations in vivo. Given that the frequency of NKG2A+CD8+perforin+ (but not 
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KIRs+CD8+perforin+) T cells seemed reduced in patients relative to controls, the data 

suggest that NKG2A+CD8+ T cells from cHC patients are characterized by a milder 

differentiation status. While the fractions of NKG2A+CD8+ and KIRs+CD8+ T cells that 

expressed CD57 were quite comparable between patients and controls, the CD57 expression 

was enhanced on KIRs+CD8+ T cells from patients. Since CD57 expression by CD8+ T cells 

reflects a history of intense mitosis and a status of proliferative inability (50), we conclude 

that the majority KIRs+CD8+ T cells from cHC patients are truly terminally differentiated 

cells that have undergone more extensive in vivo division than their counterparts from 

controls. 

Through yet unknown mechanism(s), HCV infection can influence phenotypic features of 

antigen-specific blood CD8+ T cells; CMV specific CD8+ T cells from HCV+ patients are 

thus less differentiated than their counterparts from controls. This phenomenon is referred to 

as pervasive influence (36). Here, we document phenotypic distinctions between 

NKRs+CD8+ T cells from cHC patients and controls. Given that HCV specific CD8+ T cells 

only represent a minor fraction of CD8+ T cells (8, 10), our results suggest that HCV 

pervasive influence can affect whole subsets of terminally differentiated CD8+ T cells such as 

KIR+CD8+ T cells. In addition, KIRs+CD8+ T cells and NKG2A+CD8+ T cells presented 

exclusive distinctions in patients. Most KIRs+CD8+, but not NKG2A+CD8+, T cells, showed 

signs of enhanced replicative senescence. Conversely, many NKG2A+CD8+, but not 

KIRs+CD8+ T cells, revealed a lowered frequency of perforin+ cells. A reduced frequency of 

perforin+CD8+ T cells was indeed observed among CD8 T cells from HCV+ patients (36). 

Thus, our data indicate that distinct subsets of CD8+ T cells that express HLA-I specific 

NKRs differ in their susceptibility to HCV pervasive influence. Finally, the increased 

frequency of CD62L+ cells seen among CMV specific CD8+ T cells from HCV+ patients 

(36) was observed for neither KIRs+CD8+, nor NKG2A+CD8+, T cells from cHC patients in 

our study further illustrating the differential sensitivity of subsets of antigen-experienced 

CD8+ T cells to HCV pervasive influence. 

We found very low fractions of HLA class I specific NKRs+ cells among HCV specific, liver 

CD8+ T cells. Of particular interest was the fact that some KIRs+CD8+ HCV specific CD8+ 

T cells were detectable. Since KIRs expression is a feature of antigen-experienced, terminally 

differentiated, CD8+ T lymphocytes (13), the surface expression of KIRs by HCV-

peptide:HLA-A2 multimer positive CD8+ T cells indicates that some very rare virus specific 

CD8+ T cells do undergo extensive differentiation during cHC.  



Bonorino et al 

NKRs+ CD8 T cells in chronic Hepatitis C  Page 15 of 29 

In summary, the ex vivo analysis of CD3+CD8bright lymphocytes that express either 

KIRs or NKG2A molecules indicates that both subsets display exclusive phenotypic 

characteristics indicative of TCR-mediated activation in vivo. While the overall data do not 

support the idea that CD8+ T cells expressing HLA-I specific NKRs are actively 

accumulating during HCV persistent infection, they reveal that an intrahepatic subsets of such 

cells can correlate with aggravated liver lesions and that distinct subsets of NKRs+CD8+ T 

cells are differentially sensitive to the known pervasive influence of HCV. 

 

 

 



Bonorino et al 

NKRs+ CD8 T cells in chronic Hepatitis C  Page 16 of 29 

Acknowledgements 

We are grateful to patients who enrolled in this study. We thank the Etablissement Français 
du Sang Rhône-Alpes Grenoble (La Tronche, France) for providing us with blood samples 
from healthy donors. We also thank T. Dufeu-Duchesne for advices and C. Viret and M. 
Faure for helpful discussions. 
 
Footnotes: 

Contact information 
Corresponding author: Dr. E. Jouvin-Marche, CEA DRDC and INSERM U548, 17 rue des 
martyrs, 38054 Grenoble cedex 9 (France) ; Tel: (33) 4 38 78 38 73; Fax: (33) 4 38 78 98 03;  
E mail: immuno@dsvsud.cea.fr 
 
 
List of abbreviations 
HLA: human leukocyte antigen 
NKRs: Natural Killer receptors 
KIR: killer cell immunoglobulin-like receptors 
HCV : Hepatitis C virus 
cHC: chronic Hepatitis C 
CMV: cytomegalovirus  
EBV: Epstein-Barr virus  
HIV: human immunodeficiency virus  
 
Financial support 
This work was supported by institutional grants from Institut National de la Santé et de la 
Recherche Médicale (INSERM) and a specific grant from the Agence Nationale pour la 
Recherche sur le Sida et les hépatites virales (ANRS). P.B. was supported by fellowships 
from the French government and from the ANRS. 
 



Bonorino et al 

NKRs+ CD8 T cells in chronic Hepatitis C  Page 17 of 29 

References 
 
1. Bhandari BN, Wright TL. Hepatitis C: an overview. Annu Rev Med 1995;46:309-317. 
2. Pawlotsky JM. Pathophysiology of hepatitis C virus infection and related liver disease. 
Trends Microbiol 2004;12:96-102. 
3. Shoukry NH, Cawthon AG, Walker CM. Cell-mediated immunity and the outcome of 
hepatitis C virus infection. Annu Rev Microbiol 2004;58:391-424. 
4. Racanelli V, Rehermann B. Hepatitis C virus infection: when silence is deception. 
Trends Immunol 2003;24:456-464. 
5. Chisari FV. Unscrambling hepatitis C virus-host interactions. Nature 2005;436:930-
932. 
6. Bowen DG, Walker CM. Adaptive immune responses in acute and chronic hepatitis C 
virus infection. Nature 2005;436:946-952. 
7. Fiore G, Angarano I, Caccetta L, Serrone M, Jirillo E, Schiraldi O, Antonaci S. In-situ 
immunophenotyping study of hepatic-infiltrating cytotoxic cells in chronic active hepatitis C. 
Eur J Gastroenterol Hepatol 1997;9:491-496. 
8. Abrignani S. Bystander activation by cytokines of intrahepatic T cells in chronic viral 
hepatitis. Semin Liver Dis 1997;17:319-322. 
9. Bertoletti A, Maini MK. Protection or damage: a dual role for the virus-specific 
cytotoxic T lymphocyte response in hepatitis B and C infection? Curr Opin Immunol 
2000;12:403-408. 
10. Klenerman P, Hill A. T cells and viral persistence: lessons from diverse infections. Nat 
Immunol 2005;6:873-879. 
11. Appay V, Dunbar PR, Callan M, Klenerman P, Gillespie GM, Papagno L, Ogg GS, et 
al. Memory CD8+ T cells vary in differentiation phenotype in different persistent virus 
infections. Nat Med 2002;8:379-385. 
12. van Baarle D, Kostense S, van Oers MH, Hamann D, Miedema F. Failing immune 
control as a result of impaired CD8+ T-cell maturation: CD27 might provide a clue. Trends 
Immunol 2002;23:586-591. 
13. Anfossi N, Doisne JM, Peyrat MA, Ugolini S, Bonnaud O, Bossy D, Pitard V, et al. 
Coordinated expression of Ig-like inhibitory MHC class I receptors and acquisition of 
cytotoxic function in human CD8+ T cells. J Immunol 2004;173:7223-7229. 
14. Andre P, Brunet C, Guia S, Gallais H, Sampol J, Vivier E, Dignat-George F. 
Differential regulation of killer cell Ig-like receptors and CD94 lectin-like dimers on NK and 
T lymphocytes from HIV-1-infected individuals. Eur J Immunol 1999;29:1076-1085. 
15. De Maria A, Ferraris A, Guastella M, Pilia S, Cantoni C, Polero L, Mingari MC, et al. 
Expression of HLA class I-specific inhibitory natural killer cell receptors in HIV-specific 
cytolytic T lymphocytes: impairment of specific cytolytic functions. Proc Natl Acad Sci U S 
A 1997;94:10285-10288. 
16. Vely F, Peyrat M, Couedel C, Morcet J, Halary F, Davodeau F, Romagne F, et al. 
Regulation of inhibitory and activating killer-cell Ig-like receptor expression occurs in T cells 
after termination of TCR rearrangements. J Immunol 2001;166:2487-2494. 
17. Moretta L, Mingari MC, Bottino C, Pende D, Biassoni R, Moretta A. Cellular and 
molecular basis of natural killer and natural killer-like activity. Immunol Lett 2003;88:89-93. 
18. Lanier LL. NK cell recognition. Annu Rev Immunol 2005;23:225-274. 
19. Parham P. MHC class I molecules and KIRs in human history, health and survival. 
Nat Rev Immunol 2005;5:201-214. 
20. Vivier E, Anfossi N. Inhibitory NK-cell receptors on T cells: witness of the past, 
actors of the future. Nat Rev Immunol 2004;4:190-198. 



Bonorino et al 

NKRs+ CD8 T cells in chronic Hepatitis C  Page 18 of 29 

21. Mingari MC, Pietra G, Moretta L. Human cytolytic T lymphocytes expressing HLA 
class-I-specific inhibitory receptors. Curr Opin Immunol 2005;17:312-319. 
22. Young NT, Uhrberg M, Phillips JH, Lanier LL, Parham P. Differential expression of 
leukocyte receptor complex-encoded Ig-like receptors correlates with the transition from 
effector to memory CTL. J Immunol 2001;166:3933-3941. 
23. Uhrberg M, Valiante NM, Young NT, Lanier LL, Phillips JH, Parham P. The 
repertoire of killer cell Ig-like receptor and CD94:NKG2A receptors in T cells: clones sharing 
identical alpha beta TCR rearrangement express highly diverse killer cell Ig-like receptor 
patterns. J Immunol 2001;166:3923-3932. 
24. McMahon CW, Raulet DH. Expression and function of NK cell receptors in CD8+ T 
cells. Curr Opin Immunol 2001;13:465-470. 
25. Mingari MC, Ponte M, Cantoni C, Vitale C, Schiavetti F, Bertone S, Bellomo R, et al. 
HLA-class I-specific inhibitory receptors in human cytolytic T lymphocytes: molecular 
characterization, distribution in lymphoid tissues and co-expression by individual T cells. Int 
Immunol 1997;9:485-491. 
26. McMahon CW, Zajac AJ, Jamieson AM, Corral L, Hammer GE, Ahmed R, Raulet 
DH. Viral and bacterial infections induce expression of multiple NK cell receptors in 
responding CD8(+) T cells. J Immunol 2002;169:1444-1452. 
27. Moser JM, Gibbs J, Jensen PE, Lukacher AE. CD94-NKG2A receptors regulate 
antiviral CD8(+) T cell responses. Nat Immunol 2002;3:189-195. 
28. Bertoletti A, D'Elios MM, Boni C, De Carli M, Zignego AL, Durazzo M, Missale G, 
et al. Different cytokine profiles of intraphepatic T cells in chronic hepatitis B and hepatitis C 
virus infections. Gastroenterology 1997;112:193-199. 
29. Ando K, Hiroishi K, Kaneko T, Moriyama T, Muto Y, Kayagaki N, Yagita H, et al. 
Perforin, Fas/Fas ligand, and TNF-alpha pathways as specific and bystander killing 
mechanisms of hepatitis C virus-specific human CTL. J Immunol 1997;158:5283-5291. 
30. Kondo T, Suda T, Fukuyama H, Adachi M, Nagata S. Essential roles of the Fas ligand 
in the development of hepatitis. Nat Med 1997;3:409-413. 
31. Pernollet M, Jouvin-Marche E, Leroy V, Vigan I, Zarski JP, Marche PN. Simultaneous 
evaluation of lymphocyte subpopulations in the liver and in peripheral blood mononuclear 
cells of HCV-infected patients: relationship with histological lesions. Clin Exp Immunol 
2002;130:518-525. 
32. Leroy V, Vigan I, Mosnier JF, Dufeu-Duchesne T, Pernollet M, Zarski JP, Marche 
PN, et al. Phenotypic and functional characterization of intrahepatic T lymphocytes during 
chronic hepatitis C. Hepatology 2003;38:829-841. 
33. Anfossi N, Pascal V, Vivier E, Ugolini S. Biology of T memory type 1 cells. Immunol 
Rev 2001;181:269-278. 
34. He XS, Rehermann B, Lopez-Labrador FX, Boisvert J, Cheung R, Mumm J, 
Wedemeyer H, et al. Quantitative analysis of hepatitis C virus-specific CD8(+) T cells in 
peripheral blood and liver using peptide-MHC tetramers. Proc Natl Acad Sci U S A 
1999;96:5692-5697. 
35. Grabowska AM, Lechner F, Klenerman P, Tighe PJ, Ryder S, Ball JK, Thomson BJ, 
et al. Direct ex vivo comparison of the breadth and specificity of the T cells in the liver and 
peripheral blood of patients with chronic HCV infection. Eur J Immunol 2001;31:2388-2394. 
36. Lucas M, Vargas-Cuero AL, Lauer GM, Barnes E, Willberg CB, Semmo N, Walker 
BD, et al. Pervasive influence of hepatitis C virus on the phenotype of antiviral CD8+ T cells. 
J Immunol 2004;172:1744-1753. 
37. Liaw YF, Lee CS, Tsai SL, Liaw BW, Chen TC, Sheen IS, Chu CM. T-cell--mediated 
autologous hepatocytotoxicity in patients with chronic hepatitis C virus infection. Hepatology 
1995;22:1368-1373. 



Bonorino et al 

NKRs+ CD8 T cells in chronic Hepatitis C  Page 19 of 29 

38. Kurokohchi K, Masaki T, Arima K, Miyauchi Y, Funaki T, Yoneyama H, Yoshida S, 
et al. CD28-negative CD8-positive cytotoxic T lymphocytes mediate hepatocellular damage 
in hepatitis C virus infection. J Clin Immunol 2003;23:518-527. 
39. John B, Crispe IN. TLR-4 regulates CD8+ T cell trapping in the liver. J Immunol 
2005;175:1643-1650. 
40. Mehal WZ, Juedes AE, Crispe IN. Selective retention of activated CD8+ T cells by the 
normal liver. J Immunol 1999;163:3202-3210. 
41. Crispe IN. Hepatic T cells and liver tolerance. Nat Rev Immunol 2003;3:51-62. 
42. Miller JD, Peters M, Oran AE, Beresford GW, Harrington L, Boss JM, Altman JD. 
CD94/NKG2 expression does not inhibit cytotoxic function of lymphocytic choriomeningitis 
virus-specific CD8+ T cells. J Immunol 2002;169:693-701. 
43. Speiser DE, Pittet MJ, Valmori D, Dunbar R, Rimoldi D, Lienard D, MacDonald HR, 
et al. In vivo expression of natural killer cell inhibitory receptors by human melanoma-
specific cytolytic T lymphocytes. J Exp Med 1999;190:775-782. 
44. Nattermann J, Nischalke HD, Hofmeister V, Ahlenstiel G, Zimmermann H, Leifeld L, 
Weiss EH, et al. The HLA-A2 restricted T cell epitope HCV core 35-44 stabilizes HLA-E 
expression and inhibits cytolysis mediated by natural killer cells. Am J Pathol 2005;166:443-
453. 
45. Jabri B, Selby JM, Negulescu H, Lee L, Roberts AI, Beavis A, Lopez-Botet M, et al. 
TCR specificity dictates CD94/NKG2A expression by human CTL. Immunity 2002;17:487-
499. 
46. Moser JM, Byers AM, Lukacher AE. NK cell receptors in antiviral immunity. Curr 
Opin Immunol 2002;14:509-516. 
47. Borrego F, Kabat J, Sanni TB, Coligan JE. NK cell CD94/NKG2A inhibitory 
receptors are internalized and recycle independently of inhibitory signaling processes. J 
Immunol 2002;169:6102-6111. 
48. Arlettaz L, Villard J, de Rham C, Degermann S, Chapuis B, Huard B, Roosnek E. 
Activating CD94:NKG2C and inhibitory CD94:NKG2A receptors are expressed by distinct 
subsets of committed CD8+ TCR alphabeta lymphocytes. Eur J Immunol 2004;34:3456-3464. 
49. Gunturi A, Berg RE, Forman J. Preferential survival of CD8 T and NK cells 
expressing high levels of CD94. J Immunol 2003;170:1737-1745. 
50. Brenchley JM, Karandikar NJ, Betts MR, Ambrozak DR, Hill BJ, Crotty LE, Casazza 
JP, et al. Expression of CD57 defines replicative senescence and antigen-induced apoptotic 
death of CD8+ T cells. Blood 2003;101:2711-2720. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Bonorino et al 

NKRs+ CD8 T cells in chronic Hepatitis C  Page 20 of 29 

 
 
 

A         B 
*p< 0.05     *p< 0.05 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Increased frequency of CD8+ T lymphocytes in more severely injured liver 
tissue during chronic Hepatitis C. 
The frequency of total T cells (A) and CD8+ T cells (B) among intrahepatic lymphocytes 
from chronic Hepatitis C (cHC) patients (y axis) with mild (Metavir Activity score: A1) or 
more severe (A2-A3 combined) hepatic damages (x axis) was assessed by using 
immunostaining and flow cytometry. The fractions of CD3+ and CD3+CD8bright cells were 
examined after lymphocytes were gated by forward and side scatter characteristics. Patients 
whose liver tissue was severely damaged showed a higher frequency of infiltrating CD3+ and 
CD3+CD8bright lymphocytes. The difference between the two groups of patients was 
statistically significant for both CD3+ (p = 0.03) and CD3+CD8bright (p = 0.02) lymphocyte 
populations. Panel A: A1, n = 14; A2-A3, n = 7. Panel B: A1, n = 11; A2-A3, n = 6. Data are 
represented as boxplots showing medians (horizontal lines), upper and lower quartiles (boxes) 
and extreme values (whiskers). These associations were not seen when blood T cells were 
analyzed (not shown). 
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Figure 2. Presence of CD8+ T lymphocytes with surface expression of HLA class I 
specific NKRs in peripheral blood and liver tissue from cHC  patients. 
The surface expression of CD158a/h, CD158b/j, NKG2A (CD159A) and CD94 was examined 
on peripheral blood lymphocytes (PBL) (A) and on liver infiltrating lymphocytes (IHL) (B) in 
patients with chronic hepatitis C by using four-color immunostaining as outlined in Methods. 
Flow cytometry data were plotted after electronic gating on CD3CD8 double positive 
lymphocytes (top panels). x axis: Log fluorescence intensity, y axis: cell count. 
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A         B 
       *p< 0.05 
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Figure 3. Frequency of CD8+ T lymphocytes expressing HLA class I specific NKRs in 
cHC patients.  
The frequency (y axis) of liver infiltrating and circulating NKRs+CD8+ T lymphocytes in 
patients with chronic Hepatitis C (noted HCV+) was examined by multi-color 
immunostaining and flow cytometry as illustrated in Figure 2. A: CD158a,h B: CD158b,j C: 
NKG2A(CD159A) D: CD94. Peripheral blood cells from healthy individuals (noted HCV-) 
were analyzed in parallel. Values are represented as medians, the 25th and 75th percentiles 
(boxes), and ranges (whiskers). The statistical analysis (Mann-Whitney U-test) showed a 
significant difference between the frequencies of CD158b,j+ PBL and IHL in cHC patients (p 
= 0.006) 
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Figure 4. Scarcity of HCV specific CD8+ T lymphocytes expressing HLA class I specific 
NKRs among liver infiltrating cells from chronic Hepatitis C patients. 
HCV specific CD8+ T cells present among unprimed, bulk-expanded, liver-infiltrating 
lymphocytes were examined for expression of KIRs or NKG2A receptors. KIRs 
(CD158a,h,b,j) expression and NKG2A(CD159A) expression were plotted after a 
combination of several electronic gatings defining lymphocytes (R1), CD3+CD8+ T cells 
(R2) and HCVpeptide:HLA-A*0201 Multimer positive cells (R3). The HCV peptides bound 
to  HLA-A*0201 were NS3 1073-1081 (CINGVCWTV), NS3 1406-1415 (KLVALGINAV) 
and NS5 2594-2602 (ALYDVVTKL). LIR-1(CD85j) staining was included for the purpose of 
comparison. The depicted data are representative of four independent experiments where 
HCV specific cells were detectable among expanded iHLs. 
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Figure 5. Surface expression level of the replicative senescence marker CD57 on 
KIRs+CD8+ T cells and frequency of CD28+KIRs+CD8+ T cells in chronically HCV-
infected patients. 
(A) Representative profiles for surface expression of CD57 by KIRs- and KIRs+CD8+ blood 
T cells from a healthy donor and a cHC patient. The fraction of CD57+ cells is indicated for 
both KIRs- and KIRs+ cells after gating on CD3+CD8+ circulating lymphocytes. The surface 
expression level of CD57 was examined by using CD57 mean fluorescence intensity (MFI) of 
positive cells. The KIR antibodies used comprised a mix of anti-CD158a,h and anti-CD158b,j 
mAbs. X axis: CD57 Log fluorescence intensity, y axis: cell count. 
(B) The expression level of CD57 differs significantly (p = 0.014) between circulating cells 
from controls (n = 4) and cHC patients (n = 5). The data correspond to the ratio of CD57 MFI 
KIRs+CD8+ T cell to CD57 MFI KIRs-CD8+ T cell for both controls and patients. 
(C) The frequency of circulating KIR+ CD8+ T cells expressing CD28 tended to be decreased 
in cHC patients (n = 7) relative to controls (n = 5) (p = 0.061). 
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Figure 6. The perforin content of blood CD8+ T lymphocytes with surface expression of 
HLA class I specific NKRs in patients with persistent HCV infection.  
 (A) Profiles for perforin content of NKRs-CD8+ versus NKRs+CD8+ circulating T cell 
populations are shown for a representative control and a cHC patient. The fraction of perforin 
positive cells is indicated for both NKRs- and NKRs+ cells after gating on CD3+CD8+ 
lymphocytes. The perforin content was examined by intracellular immunostaining as outlined 
in Methods. A mixture of anti-CD158a,h and anti-CD158b,j mAbs was used to assess KIRs 
surface expression. Perforin mean fluorescence intensity (MFI) is indicated. x axis: perforin 
Log fluorescence intensity, y axis: cell count. 
(B) The proportion of perforin positive cells among NKG2A+CD8+ T cells tended to differ 
between circulating cells from controls (n = 5) and patients with cHC (n = 5) (p = 0.06). 
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___________________________________________________________________________ 
Table I: Demographic and clinical characteristics of chronically HCV-infected patients 
included in the present study (n = 50). 
___________________________________________________________________________ 
 
Female Sex*     15 (30%) 
 
Age (years)**     49 (28-75)   
 
Source of infection*       
Intravenous drug abuse    24 (48%) 
Transfusion     12 (24%) 
Other modes       5 (10%) 
Unknown       9 (18%) 
 
Duration of infection (years)**   21 (2-51) 
 
Plasma Viral load (log IU/ml) **  6.10 (4.47-6.95) 
 
Viral genotype*           
1      31 (62%) 
2        6 (12%) 
3        7 (14%) 
4        4 (8%) 
ND        2 (4%)    
 
ALT (IU/ml)**     59 (22-253) 
 
Liver Histology* 
Metavir activity score       
1      23 (46%) 
2      17 (34%) 
3        7 (14%) 
ND        3 (6%) 
 
Metavir fibrosis score       
0        4 (8%) 
1      21 (42%) 
2      14 (28%) 
3        4 (8%) 
4        6 (12%) 
ND        1 (2%) 
___________________________________________________________________________ 
 

* Number of cases/total (percentage %) 
** Median (range) 
ND : not determined 
IU/ml : international units par milliliter 
ALT : alanine aminotransferase 
Note that for technical reasons (number of cells available per sample), the entire set of experiments described 
could not be performed for every single patients.  
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___________________________________________________________________________ 
Table II: Correlations between the frequency of CD8+ T cells expressing HLA-class I 
specific NK receptors and Activity and Fibrosis histological parameters defined by 
Metavir scores in chronically HCV-infected patients. 
___________________________________________________________________________ 
 

% CD158a/h+ % CD158b/j+ % NKG2A+  % CD94+ 
___________________________________________________________________________ 
IHLs   
 
Activity r =  - 0.119      - 0.463      0.645  - 0.543 
  p =    0.95         0.13      0.017*     0.055 
 
Fibrosis r =  - 0.01      - 0.32      0.328  - 0.069 
  p =    0.97         0.30      0.274     0.822 
___________________________________________________________________________ 
Blood 
 
Activity r =  - 0.382      - 0.358     0.372  - 0.355 
  p =    0.049*         0.067     0.056     0.069 
 
Fibrosis r =  - 0.423      - 0.328     0.078  - 0.390 
  p =    0.025*        0.088     0.694     0.040* 
___________________________________________________________________________ 
 
IHLs: intrahepatic lymphocytes. 
r : correlation coefficient. 
* : p values less than 0.05. 
Liver infiltrating cells: n = 13, peripheral blood cells: n = 27. 
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_________________________________________________________________________ 
TABLE III: Phenotypic features of peripheral blood CD8+ T cells subsets 
expressing HLA-class I specific NK receptors during chronic Hepatitis C. 
_________________________________________________________________________ 
 
 

              within CD3+CD8+KIR+               within  CD3+CD8+NKG2A +           
Controls Patients  cHC Controls Patients  cHC

%CD45RA + 85 76 52 67
(65-97) (59-97) (32-75) (26-99)

%CD45RA high 68 58 30 25
(58-92) (45-92) (18-37) (18-91)

%CD45RO+ 23 11 81 76
(2-28) (7-50) (71-83) (27-90)

%CD27+ 52 28 86 84
(19-69) (5-66) (75-91) (8-97)

%CD28+ 21 9 74 75
(8-62) (4-33) (52-88) (23-91)

%CD62L+ 56 19 36 16
(7-75) (7-45) (23-65) (7-45)

%CD62Lhigh 24 12 22 4
(3-56) (2-25) (5-37) (2-10)

%CD57+ 64 56 28 29
(38-62) (35-95) (11-52) (15-86)   

 
              within CD3+CD8+KIR-               within CD3+CD8+NKG2A -           

Controls Patients  cHC Controls Patients  cHC

%CD45RA + 72 55 76 68
(47-85) (42-68) (47-84) (55-92)

%CD45RA high 64 46 68 59
(36-71) (23-57) (37-72) (37-83)

%CD45RO+ 21 44 28 37
(16-34) (37-53) (16-31) (15-48)

%CD27+ 90 81 92 79
(72-96) (37-92) (69-97) (42-94)

%CD28+ 79 71 86 79
(52-96) (57-79) (58-93) (37-91)

%CD62L+ 40 32 61 31
(26- 73) (27-41) (41-77) (10-40)

%CD62Lhigh 11 11 51 9
(6-58) (7-24) (8-62) (2-27)

%CD57+ 18 16 22 25
(4-20) (5-56) (6-25) (8-49)  

The values  represent the percentage (median (range)) of positive cells among CD8bright  
T cells expressing or lacking KIRs or NKG2A receptors. 
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___________________________________________________________________________ 
TABLE IV: Frequency of blasting cells within circulating subsets of CD8+ T 
lymphocytes expressing HLA-class I specific NK receptors. 
___________________________________________________________________________ 
 

% FSChigh cells 
within: 

Controls cHC patients 

CD158a,h+ 19 (6-65) 13 (4-38) 

CD158b,j+ 7 (5-31) 6 (3-25) 

NKG2A+ 17 (7-30) 12 (3-37) 

CD158a,h- 7 (7-15) 7 (1-17) 

CD158b,j- 6 (4-12) 8 (2-18) 

NKG2A- 9 (4-14) 8 (0.7-19) 

The values represent the percentage (median (range)) of FSChigh cells among CD8bright T cells 
expressing or lacking KIRs or NKG2A receptors. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure complémentaire C1 : Profile comparable d’expression de Perforine et de 
Granzyme B par des lymphocytes T CD8+ exprimant des NKR. 
Les fréquences des cellules positives pour deux molécules impliquées dans la cytotoxicité 
(Perforine et Granzyme B) ont été évaluées parmi la population des lymphocytes T CD8+ 
circulants exprimant les récepteurs spécifiques de molécules HLA classe I (KIRs ou 
NKG2A). Les proportions des cellules dans chaque quadrant sont indiquées. L’exemple 
correspond à un patient hépatite C chronique. Les fréquences de cellules positives pour 
Perforine ou Granzyme B on été déterminées par marquage intracellulaire comme indiqué 
dans matériels et méthodes.  
En raison du fait que, sur de petits échantillons de patients et de contrôles, les fréquences de 
cellules Perforine+ ou Granzyme B+ (parmi les lymphocytes T CD8+NKR+) étaient toujours 
comparables pour un même individu, nous avons utilisé un seul marquage (la Perforine) pour 
examiner le potentiel cytotoxique de ces sous populations parmi l’ensemble des patients et des 
contrôles. 
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Figure C2 : Sensibilité réduite des cellules T CD8+ des patients à la mort cellulaire 
induite par l’activation. 
La fréquence des cellules en voie d’apoptose après activation a été estimée par liaison de 
l’annexine V-FITC combinée à un triple marquage CD3/CD8/NKR après 48 heures de culture 
des PBMCs totaux de patients ou d’individus contrôles en présence de PHA (2µg/ml). Les 
valeurs sont celles d’un marquage représentatif et représentent le pourcentage de cellules 
positives parmi les cellules T CD8+ exprimant, ou n’exprimant pas, des KIRs (CD158a,h + 
CD158b,j) (A) ou NKG2A (B). Les résultats indiquent une baisse de la sensibilité à 
l’apoptose induite par l’activation dans l’ensemble des sous populations, y compris pour les 
cellules T CD8+ NKR-.  
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Figure C3 : Les récepteurs de molécules HLA Classe I exprimés sur les lymphocytes T 
CD8+ des patients sont fonctionnels. 
Les histogrammes représentent la sécrétion de TNF-α par les PBMCs et les cellules 
lymphocytes intrahépatiques (iHLs) d’un patient HLA-A*02+ après 16 heures de culture en 
présence d’un cocktail de peptides du VHC présentables par HLA-A2.  
Les résultats montrent que le blocage des interactions KIRs-ligands et NKG2A-ligand 
augmente l’activation induite par des antigènes du VHC et indiquent donc que les récepteurs 
inhibiteurs NKG2A et KIRs exprimés sur les cellules T CD8+ des patients sont fonctionnels. 
L’effet des anticorps (5 μg/ml) anti-NKG2A (Z199) ou anti-KIRs (EB6 + GL183) est contrôlé 
par un anticorps irrelevant de même isotype (IgG1). Les surnageants ont été testés pour la 
présence de TNF-α par ELISA. A cause du faible nombre d’iHLs obtenus par biopsie, les 
iHLs utilisés correspondent aux cellules qui ont été cultivés de façon non spécifique pendant 
quelques semaines (voir méthodes). Des PBMCs autologues déplétés en cellules T par 
panning ont été ajoutés avec les peptides pour favoriser la présentation aux iHLs. Les peptides 
utilisés (3-5 μg/ml) correspondaient à un mélange de Core35-44, 90-98, 131-140, 156-165 et 177-
185 et NS31073-1081, 1131-1139, 1169-1177, 1284-1298, 1406-1415, 1443-1451 et 1585-1593.  
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Altérations de la Distribution des Cellules Natural Killer (NK) chez les Patients  

Atteints d’Hépatite Virale C Chronique. 

 

La fragilité de patients déficients en fonction NK vis à vis des infections virales mais 

aussi les mécanismes retenus par certains virus et qui leur permet d’échapper à la réponse NK 

illustrent l’importance de ces cellules dans la résistance aux attaques virales. Le virus de 

l’hépatite C peut influencer la réponse NK de plusieurs façons. On sait que la protéine 

d’enveloppe E2 du VHC peut se lier aux molécules CD81 présentes sur les cellules NK et 

conduire à de fortes inhibitions de la capacité de ces cellules à s’activer, à proliférer et à 

exercer leur fonction de lyse et de sécrétion de cytokines. Un autre exemple concerne les 

protéines non structurales NS3 et 4A qui empêchent une bonne activation de l’Interferon 

regulatory factor (IRF)3 qui est un facteur important pour la production optimale 

d’Interférons de type I qui sont des activateurs de cellules NK. On sait aussi que le VHC ne 

réduit pas l’expression de molécules classiques HLA classe I sur les cellules infectées mais au 

contraire a tendance à augmenter cette expression ce qui rend ces cellules peu susceptible 

d’activer les cellules NK par la voie du « soi absent ». A cela s’ajoute une forte expression de 

HLA-E par de nombreux types cellulaires dans le foie infecté de façon chronique par le VHC. 

Etant donné que beaucoup de cellules NK expriment l’hétérodimère inhibiteur 

CD94:NKG2A, le foie des patients VHC+ est certainement une source importante de signaux 

d’inhibition pour de nombreuses cellules NK. L’ensemble de ces facteurs est à priori en 

défaveur d’une réponse NK efficace contre l’infection par le VHC. 

Bien qu’il n y ait pas de consensus général, plusieurs études ont suggéré une altération 

de la capacité cytotoxique des cellules NK chez les patients atteints d’hépatite virale C 

chronique. Pour notre part, nous avons souhaité examiner la distribution de sous populations 

de cellules NK chez ces patients HCc ainsi que les possibles associations entre la répartition 

de ces populations et les paramètres cliniques de la maladie. Nous avons observé une baisse 

de la fréquence des cellules NK circulante chez les malades avec une modification de 

représentation des sous types CD56dim et CD56bright. Dans le foie, la fréquence des cellules 

NK apparaît bien inférieure à celle caractérisant un foie humain normal et la proportion de 

certaines sous fraction de cellules NK après distinction par expression de récepteur KIRs 

semble diminuée. Enfin, nous avons observé une association positive entre la fréquence de 

cellules NK NKG2A+CD56bright du sang et la sévérité des lésions et de la fibrose. 

Ces résultats documentent de multiples altérations de la représentation de sous populations de 

cellules NK au cour de l’hépatite C chronique.  
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Summary 
 
In most cases, infection with Hepatitis C virus (HCV) is not resolved by the immune system 

and leads to persistent liver disorders. Despite recent investigation, our knowledge of Natural 

Killer (NK) cell features during chronic hepatitis C (cHC) remains fragmentary. In this study 

we observed a reduced frequency of circulating NK cell in cHC patients compared to healthy 

controls along with an altered CD56bright/CD56dim subset ratio. Within the diseased liver, the 

fraction of resident NK cells was low and nearly correlated positively with the extend of 

fibrosis. As to NK cell subpopulations distinguished by the expression of HLA class I specific 

NK receptors, there was a detectable increase in the frequency of cells with surface expression 

of CD94 among both blood and liver NK cells in patients. In addition, the fraction of NK cells 

expressing CD158a,h was low among intrahepatic lymphocytes relative to blood cells. This 

trend contrasted with the converse distribution that characterizes healthy subjects. Finally, the 

frequency of circulating NKG2A+CD56bright NK cells positively correlated with the extend of 

liver fibrosis and necroinflammation. These observations reveal overt alterations in the 

distribution of NK cell subsets in persistent HCV infection and suggest that the fine analysis 

of the CD56bright circulating NK cell pool might be of interest for disease monitoring. 
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Introduction 
 

The various strategies that many viruses have evolved to evade natural killer (NK) cell 

effector functions illustrate the central role for these cells in early host defence against viral 

infections (Orange, Fassett et al. 2002; Lodoen and Lanier 2005). In the case of the hepatitis C 

virus (HCV), it is for instance known that the HCV envelope protein E2 reacts to the CD81 

molecule that is surface expressed on NK cells resulting in impaired NK cell proliferation, 

cytokine secretion and cytolytic activity (Pileri, Uematsu et al. 1998; Crotta, Stilla et al. 2002; 

Tseng and Klimpel 2002). Via the NS3/NS4A serine protease complex, HCV also inhibits the 

activation of Interferon regulatory factor (IRF)3 (Foy, Li et al. 2003), a factor essential for the 

efficient production of type 1 Interferons (IFNs) that, among other effects, can activate NK 

cells. In the same line, E2 and NS5A from certain HCV genotypes interfere with the function 

of the PKR kinase that is important for early release of type 1 IFNs in response to RNA 

viruses (Gale, Korth et al. 1998; Taylor, Shi et al. 1999). Finally, while many viruses cause 

the down regulation of major histocompatibility complex (MHC) class I molecules expression 

on infected cells, HCV infection induces a sustained HLA class I expression by ensuring that 

a large pool of peptides is abundantly available for binding to, and therefore stabilize, HLA 

class I molecules (Herzer, Falk et al. 2003). Altogether, these factors are suspected to promote 

the resistance of HCV-infected cells to NK cell response that otherwise might be able to 

contribute to the control HCV infection as suggested by the inhibitory effect of NK cells on 

HCV replication in cultured human hepatocytes (Li, Zhang et al. 2004) and, possibly, by the 

fact that spontaneous clearance of HCV can been observed in chimpanzee without 

concomitant signs of effective virus-specific adaptive immune response (Thomson, 

Nascimbeni et al. 2003). 

While several studies have been conducted regarding the functional potential of NK 

lymphocytes under condition of persistent HCV infection (Corado, Toro et al. 1997; 
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Duesberg, Schneiders et al. 2001; Lirussi, Beccarello et al. 2002; Par, Rukavina et al. 2002; 

Lin, Gonzalez et al. 2004; Meier, Owen et al. 2005; Morishima, Paschal et al. 2006), less has 

been done with respect to examination of their population complexity, in particular in term of 

subsets defined by HLA class I specific NK receptors (NKRs) expression. Here, we examined 

the expression of HLA class I reactive NKRs belonging to both the immunoglobulin-like and 

the C-type lectin families, by circulating and liver-infiltrating NK cells from patients with 

persistent HCV infection. We then searched for possible relationship between subsets 

distribution and clinical parameters of the disease. 
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Patients and Methods 

Patients.  

Patients with histologically proven persistent HCV infection (Service d' Hépato-

Gastroentérologie, Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Grenoble) were analyzed (see 

Table I for demographic and clinical characteristics). All patients were anti-HCV antibody 

positive (ELISA 3, Ortho Diagnostic Systems, Raritan, NJ, USA) and HCV-RNA positive by 

RT-Q-PCR (Amplicor HCV, Roche Diagnostic Sysems, Meylan, France). HCV genotype was 

determined by Inno-Lipa technology (Innogenetics, Zwijnaarde, Belgium). All patients were 

negative for detectable presence of antibodies to HIV and hepatitis B surface antigen and their 

alcohol consumption was lower than 30g/day. Ferritin, α1 antitrypsin and ceruloplasmin 

levels were normal. Patients underwent needle liver biopsy as part of their diagnostic 

evaluation. None of the patients had biochemical markers of autoimmune hepatitis and none 

had received antiviral therapy at the time of the liver biopsy. Peripheral blood from patients 

were collected in heparinized vacutainer tubes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

were isolated by using Ficoll-hypaque density gradient separation and washed. The study was 

in agreement with the local ethics committee recommendations and all patients gave a written 

informed consent. Blood samples from healthy volunteers were obtained from the regional 

Etablissement Français du Sang (EFS) (La Tronche, France).  

 

Isolation of intrahepatic cells. 

Liver biopsies obtained using 1.5 mm diameter disposable biopsy needle were divided for 

histopathological examination (Metavir scoring system) and immunological analysis. For cell 

suspension analysis, fresh fragments collected in RPMI 1640 10 % AB human serum were 

washed several times, gently shaken in media to minimize blood cells contamination and 

disrupted mechanically into small pieces in complete media. The pieces were reduced to cell 

suspension in 1 ml complete media by using a glass mortar. Cells were washed, resuspended 

in complete media and processed immediately for analysis. 

 

Monoclonal antibodies.  

The monoclonal antibodies used for immunophenotyping were anti-CD3-R-Phycoerythrin 

(PE)Cy5 (UCHT1), and anti-CD56-PE (NCAM16.2), from Becton-Dickinson Biosciences 

(Le Pont de Claix, France). Anti-CD158a,h-PE (EB6), anti-CD158b1,b2,j-PE (GL183),  anti-

NKG2A(CD159A)-PE (Z199) and anti-CD94-PE (HP3B1) were obtained from Beckman 

Coulter France (Villepinte, France). 
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Immunostaining and Flow Cytometry. 

Freshly isolated PBMC or intrahepatic samples (0.2 to 1 x 106 cells) were immunostained by 

incubating with a saturating amount of  appropriate labelled antibodies in phosphate buffered 

saline (PBS) for 30 min in the dark at 4°C. Cells were washed twice and analyzed 

immediately. Multi-parameter flow cytometric analysis was performed on a FACSCalibur 

instrument with the CellQuest software (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Nonviable 

cells were excluded by electronic gating using forward and side scatter measurements. Color 

compensation between the distinct fluorochromes was set with single fluorochrome-stained 

cells from the same sample. Depending on the conditions, between 20.000 and 200.000 gated 

events were acquired.  

  

Statistical methods 

Statistical analysis was performed using the SPSS 9.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL). P 

values shown for the analysis of  the frequency of NKR expressing cells between patients and 

controls were calculated by using the nonparametric Mann-Whitney U-test. Within-group 

comparisons were evaluated using the Wilcoxon signed rank’s test. Bivariate correlations 

were done by computing a Spearman’s correlation coefficient. All comparisons were 2-tailed. 

P values less than 0.05 were considered significant. 
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Results and discussion 

Decreased frequency of circulating and intrahepatic NK cells in patients with persistent 

HCV infection. 

During the course of a study focusing on conventional CD8+ T cells in patients with chronic 

hepatitis C (cHC), we did notice that the proportion of circulating CD3-CD56+ (i.e. Natural 

Killer) lymphocytes appeared to be decreased relative to blood samples from healthy donors 

(median value: 8.6 % versus 13 %, p = 0.03) (Figure 1). Among circulating NK cells, it is 

known that the surface expression level of CD56 identifies two subsets with important 

functional distinctions. While the vast majority of NK cells display a moderate level of CD56 

(CD56dim) and a marked cytotoxicity potential, a small proportion harbor a high CD56 

expression level (CD56bright) and a greater capacity to secrete cytokines (Lanier, Le et al. 

1986; Cooper, Fehniger et al. 2001; Cooper, Fehniger et al. 2001; Jacobs, Hintzen et al. 

2001). We therefore asked whether there was a variation in the distribution of CD56dim and 

CD56bright cells among total blood NK cells in patients. Among the NK cell pool, the 

frequency of CD56bright cells was found increased and that of CD56dim cells reduced when 

compared to controls (10 % versus 6 %, p = 0.041 and 90 % versus 94 %, p = 0.035 

respectively, Figure 1). These observations are indeed supported by independent studies (Lin, 

Gonzalez et al. 2004; Meier, Owen et al. 2005; Morishima, Paschal et al. 2006). The 

augmented frequency of CD56bright cells could have reflected a substantial expansion of this 

NK cell subset in patients. However, because the overall CD3-CD56+ population frequency 

was lower in patients, the modified CD56dim and CD56bright NK cell proportions suggest an 

altered persistence of CD56dim NK cells rather than the sole expansion of the CD56bright NK 

cell subset. The fraction of blasting (FSChigh) blood NK cells was indeed limited in patients 

(median 1.07 %; range: 0.34-5.9) and a massive expansion of a particular NK cell subset 

might be limited in cHC patients given the potent negative constraint that the HCV E2-CD81 
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interaction can exert on NK cell proliferation (Crotta, Stilla et al. 2002). In keeping with the 

notion of an altered maintenance of CD56dim NK cells is the fact that an increased 

susceptibility of CD56dim NK cells to apoptosis can be observed in the proinflammatory 

context associated distinct infectious disease (Schierloh, Yokobori et al. 2005). Besides, even 

in healthy individuals, there are clearly more apoptotic cells among circulating activated NK 

cells of the CD56dim subset than among their CD56bright counterparts (Lin, Gonzalez et al. 

2004) suggesting that a differential susceptibility to cell death is a natural feature of these two 

subsets. Finally, it can not be excluded that under the conditions of HCV chronic infection, a 

fraction of CD56bright cells represent CD56dim cells that have modified their characteristics 

since NK cell subsets can show signs of substantial plasticity depending on environmental 

stimuli (Perussia, Chen et al. 2005). While liver-infiltrating CD56bright and CD56dim NK cell 

frequencies were difficult to determine with accuracy in many patients due to the very low 

absolute number of infiltrating lympocytes recovered from biopsies, the proportion of total 

intrahepatic CD3-CD56+ lymphocytes appeared consistently lower than that of their 

circulating counterparts (6 % versus 8.6%, p = 0.041). This is in sharp contrast with the two to 

three fold increase in the frequency of liver NK cells relative to the blood compartment that is 

reported for healthy individuals (Hata, Van Thiel et al. 1992; Norris, Collins et al. 1998; 

Doherty, Norris et al. 1999; Ishiyama, Ohdan et al. 2006). Thus, besides alterations in the 

composition of the blood NK cell pool, our results point to a marked reduction of the 

intrahepatic NK cell population in patients with chronic hepatitis C.  

 
Relationship between the frequency of intrahepatic NK cells and the extend of liver fibrosis. 

When considered in terms of possible association with clinical parameters such as 

necroinflammation score, fibrosis score, ALAT level and viremia, the frequency of blood NK 

cells (as a whole or upon distinction by CD56 expression level) did not reveal any statistically 

significant correlation (Table II). In contrast, we noticed that the frequency of CD3-CD56+ 
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lymphocytes remaining in the inflamed liver showed a moderate and positive correlation with 

the intensity of fibrosis (as defined by the Metavir Fibrosis score) that was very close to 

statistical significance (r = 0.50, p = 0.0501). As to lesion severity, ALAT level and viral load, 

we did not notice any sign of association (not shown). Hence, the data suggest a possible 

positive association between the remaining fraction of intrahepatic NK lymphocytes and the 

extend of fibrosis within the diseased liver. 

At first, such an relationship might seem counter-intuitive because recent works in mouse 

models point to a negative control of fibrosis development by NK cells through the killing of 

activated hepatic stellate cells (HSC) (Melhem, Muhanna et al. 2006; Radaeva, Sun et al. 

2006) that are major contributors to deposition of extracellular matrix proteins and therefore, 

to fibrogenesis. It is possible however, that functional alterations of NK cells render such a 

regulation phenomenon inefficient under conditions of persistent HCV infection. For instance, 

although their long term cytotoxicity potential was found normal (Duesberg, Schneiders et al. 

2001), several studies have revealed some degree of alteration of the cytolytic activity of NK 

cells from cHC patients (Corado, Toro et al. 1997; Lirussi, Beccarello et al. 2002; Lin, 

Gonzalez et al. 2004; Meier, Owen et al. 2005). The observation that the cytotoxic activity of 

blood NK cells was negatively correlated with the fibrosis score (Morishima, Paschal et al. 

2006) is, in fact, compatible with the notion of a deficient NK cell cytolytic potential during 

disease progression. In addition to intrinsic functional alterations, in situ negative regulation 

of NK cell activity could play a role. For exemple, during persistent HCV infection, the 

inflamed liver microenvironment is characterized by an enhanced expression level of HLA-E 

on multiple cell types. HLA-E expression is stabilized through its binding to HCV core35-44 

peptide and is able to effectively inhibit NK cell cytotoxicity via interaction with CD94-

NKG2A inhibitory receptor (Nattermann, Nischalke et al. 2005) that is expressed by a sizable 

pool of NK cells. Finally, as mentioned above, HCV E2 has the capacity to negatively 
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regulate the activation and proliferation of NK cells (Pileri, Uematsu et al. 1998; Crotta, Stilla 

et al. 2002; Tseng and Klimpel 2002). One or more of such negative regulatory factors are 

likely to prevent the efficient targeting of activated HSCs by liver resident NK cells and, as a 

consequence, to allow fibrogenesis to proceed unperturbed. As to the positive correlation we 

observe in this study, it is possible that some cell-cell interaction(s) and/or cytokine(s) 

produced locally in the inflamed liver causes a certain level of selective persistence/retention 

of intrahepatic NK cells. Regarding such a possibility, an increase in IL-15 production by 

kupffer cells and infiltrating monocytes within the HCV-infected liver microenvironment was 

reported (Golden-Mason, Kelly et al. 2004) and it is known that IL-15 is an efficient positive 

regulator of NK lymphocyte survival (Carson, Fehniger et al. 1997). Further work is thus 

needed to better understand the relationships between liver NK cell distribution and 

histological characteristics of the tissue. 

 

Analysis of HLA class I specific receptors expression by NK cells in cHC. 

Because the NK cell population was under-represented in patients persistently infected with 

HCV and since HLA class I specific NK cell receptors can greatly modulate the activity, as 

well as the general biology, of NK cells (Moretta, Biassoni et al. 2002; Moretta, Bottino et al. 

2002; Lanier 2005), we analyzed circulating NK cells from cHC patients for surface 

expression of CD94, NKG2A and members of the KIRs family of NKRs (CD158a/h and 

CD158b/j KIRs). Relative to blood from healthy donors we found a detectable increase in the 

frequency of NK cells with surface expression of CD94 in cHC patients (Figure 2). To this 

respect, it is of interest to note that CD94 expression by NK cells appears to correlate well 

with a reduced susceptibility to cell death (Gunturi, Berg et al. 2003). Thus, CD94+ NK cells 

might be characterized by a better persistence under the inflammatory conditions of chronic 

HCV infection. Indeed, an increase in CD94+ NK cell frequency has been observed by Jinushi 
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M. et al., (Jinushi, Takehara et al. 2004) who also noticed an increase in the frequency of 

NKG2A positive NK cells. The reason for which we did not detect the latter trend in this 

study is at present unclear. When subdividing NK cells based on CD56 surface expression 

level, we did not find significant differences between patients and controls (not shown). As to 

HLA class I specific NKRs expression by intrahepatic NK cells from cHC patients, we 

noticed that CD94 and NKG2A were expressed by comparable frequency of liver and blood 

NK cells whereas the frequency of both CD158a,h+ and CD158b,j+ NK cells were 

significantly higher among circulating lymphocytes relative to liver infiltrating lymphocytes 

(Figure 2). Given that in healthy individuals, the median percentage of CD94+ NK cells is 

clearly lower in the liver than in the blood and that the median frequency of CD158a,h+ NK 

cells is higher in the liver than in the blood (Yuen and Norris 2001), our findings reveal 

substantial modifications in the tissue distribution of these NK cell subsets in patients with 

persistent HCV infection. In particular, the data point to an increase in the fraction of CD94+ 

cells and a reduction of the proportion of CD158a,h+ cells among liver infiltrating NK 

lymphocytes from cHC patients. 

 

The frequency of circulating NKG2A+ NK cells negatively correlates with viremia. 

When expression of HLA class I specific NK cell receptors on total blood NK cells was 

considered in the context of clinical parameters, the only clear relationship that emerged was a 

negative association between the frequency of NKG2A+NK cells and the viral load in the 

serum (Table III). A comparable negative corellation was detectable when the analysis was 

restricted to the blood CD56dim subset (r =  - 0.419, p = 0.0494). A similar search for possible 

associations between liver infiltrating NK cell subsets and clinical parameters did not yield 

significant results (not shown). Possibly, the negative relationship we found between 

NKG2A+NK cell frequency and viremia might partially explain (through the heterogeneity of 
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the viremia parameter within the distinct cohorts studied) the fact that unlike others, (Jinushi, 

Takehara et al. 2004), we did not observe a significant increase in the frequency of circulating 

NKG2A+NK cells in cHC patients (see Figure 2).  

 

The frequency of circulating NKG2A+CD56bright NK cells positively correlates with both 

fibrosis and necroinflammation scores. 

Looking at CD56dim and CD56bright populations of circulating NK cells upon stratification 

according to HLA class I specific NK cell receptor expression, we found that the percentage 

of CD56bright NK cells with NKG2A expression was positively associated with the severity of 

both necroinflammation and fibrosis in patients (Table IV). No significant association was 

found when analyzing data related to the CD56dim subset (not shown). Due to their cytotoxic 

nature, NK lymphocyte could theoretically be involved in the development of liver damages 

and eventually of fibrogenesis as suggested by studies from mouse models (Liu, Govindarajan 

et al. 2000; Ochi, Ohdan et al. 2004). However, a substantial direct contribution of NK cells to 

liver lesions in patients is not clearly established according to current models of cHC 

pathogenesis (Golden-Mason and Rosen 2006). Besides possible intrinsic functional defects 

(Corado, Toro et al. 1997; Lirussi, Beccarello et al. 2002; Lin, Gonzalez et al. 2004; Meier, 

Owen et al. 2005) and plausible in situ negative regulation (Pileri, Uematsu et al. 1998; 

Crotta, Stilla et al. 2002; Tseng and Klimpel 2002; Herzer, Falk et al. 2003; Nattermann, 

Nischalke et al. 2005), the histological analysis of biopsy samples from patients with chronic 

active hepatitis C (Fiore, Angarano et al. 1997) did not suggest a marked contribution of NK 

cells to the immune mechanism of liver injury. Finally, there appears to be less activated 

blood NK cells in cHC patients than in control subjects (Lin, Gonzalez et al. 2004), an 

observation that does not support the idea of a general NK cell activation during cHC. 

Possibly, the positive association we found between the percentage of NKG2A-expressing 
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CD56bright NK cells and the severity of necroinflammation/fibrosis Metavir scores could 

suggest that the proinflammatory context associated with enhanced liver damage favors the 

preferential survival of NKG2A+ cells among CD56bright NK cells from patients. This is 

consistent with the fact that NKG2A expression is dependent on CD94 and that high level of 

CD94 expression (a well established feature of CD56bright NK cells) is associated with an 

enhanced resistance of NK lymphocytes to cell death (Gunturi, Berg et al. 2003). In addition, 

Lin et al., observed a positive corelation between the fraction of activated CD56bright blood 

NK cells and necroinflammatory grade in cHC patients (Lin, Gonzalez et al. 2004),. Together 

with the latter study, our data suggest that blood CD56bright NK cells might potentially 

represent a subpopulation of great interest to follow the evolution of histological parameters 

in persistent HCV infection. Additional examinations of the properties of CD56bright NK cells 

in cHC patients appear therefore needed to validate such a potential. 

In summary, we report here a reduced frequency of circulating NK cell in cHC 

patients along with an altered CD56bright/CD56dim subset ratio. The frequency of liver resident 

NK cells was rather low and correlated positively with the fibrosis score. Upon analysis of 

NK cells distinguished by the surface expression of HLA class I specific receptors, we found 

indications of altered distribution for both CD94-expressing and CD158a,h-expressing NK 

cells. Finally, there was a positive relationship between the frequency of circulating NKG2A+ 

CD56bright NK cells and the severity of both fibrosis and necroinflammation. Collectively, our 

observations reveal major alterations in the distribution of NK cell subsets in cHC patients 

and emphasize the need for a better understanding of CD56bright NK cells features in persistent 

HCV infection. 
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___________________________________________________________________________ 
Table I: Demographic and clinical characteristics of chronically HCV-infected patients 
included in the present study (n = 32). 
___________________________________________________________________________ 
 
Female Sex*    11    (34 %) 
 
Age (years)**    48 (28-75)   
 
Source of infection*       
Intravenous drug abuse   13    (41 %) 
Transfusion    10    (31 %) 
Other modes      3      (9 %) 
Unknown      6    (19 %) 
 
Duration of infection (years)**  23 (3-51) 
 
Plasma Viral load (log IU/ml) ** 6.09 (5.57-6.95) 
 
Viral genotype*           
1     19    (59 %) 
2       5    (16 %) 
3       4    (13 %) 
4       2      (6 %) 
ND       2      (6 %)    
 
ALT (IU/ml)**    62 (22-253) 
 
Liver Histology* 
Metavir activity score       
1     15    (47 %) 
2     11    (34 %) 
3       4    (13 %) 
ND       2      (6 %) 
 
Metavir fibrosis score       
0       2      (6 %) 
1     13    (41 %) 
2       8    (25 %) 
3       3      (9 %) 
4       5    (16 %) 
ND       1      (3 %) 
___________________________________________________________________________ 
 

* Number of cases/total (percentage %) 
** Median (range) 
ND : not determined 
IU/ml : international units per mililiter 
ALT : alanine aminotransferase 
Note that for technical reasons (number of cells available per sample), the entire set of experiments described 
could not be performed for every single patient.  
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Table II: Frequency of circulating NK cells in cHC patients relative to clinical 
parameters. 

 MET. ACT.(1) MET. FIB.(2) ALAT(3) VIREMIA 
 
% CD3-CD56+ 

r = 0.302 
p = 0.123 

 

r = 0.164 
p = 0.394 

r = - 0.02 
p = 0.921 

r = - 0.061 
p = 0.748 

% CD56 dim 

within  
CD3-CD56+ 

r = 0.150 
p = 0.443 

r = - 0.192 
p = 0.319 

r = 0.281 
p = 0.168 

r = 0.158 
p = 0.448 

% CD56brigh 

within  
CD3-CD56+ 

r = 0.036 
p = 0.854 

r = 0.29 
p = 0.131 

r = -0.274 
p = 0.180 

r = - 0.159 
p = 0.446 

(1) Metavir Activity score. 
(2) Metavir Fibrosis Score. 
(3) Alanin aminotransferase. 
 
Table III: Frequency of circulating NK cell subsets in cHC patients relative to clinical 
parameters. 
 MET. ACT.(1) MET. FIB.(2) ALAT(3) VIREMIA 
% CD158a,h+ r = - 0.192 

p = 0.328 
r = - 0.220 
p = 0.252 

r =  - 0.157 
p = 0.443 

r =  - 0.06 
p = 0.77 

% CD158b,j+ r = - 0.107 
p = 0.585 

r =  - 0.325 
p = 0.091 

r = 0.034 
p = 0.867 

r = 0.137 
p = 0.512 

% NKG2A+ r = 0.205 
p = 0.314 

r = 0.316 
p = 0.113 

r = 0.233 
p = 0.274 

r =  - 0.528 
p = 0.0133* 

% CD94+ r = - 0.185 
p = 0.374 

r = - 0.163 
p = 0.423 

r = 0.179 
p = 0.412 

r = - 0.243 
p = 0.276 

(1) Metavir Activity score. 
(2) Metavir Fibrosis Score. 
(3) Alanin aminotransferase  
* p < 0.05 
 
Table IV: Frequency of circulating NKR+CD56bright NK cells in cHC patients relative to 
clinical parameters. 
 MET. ACT.(1) MET. FIB.(2) ALAT(3) VIREMIA 
% CD158a,h+ r = - 0.324 

p = 0.098 
r = - 0.267 
p = 0.166 

r =  - 0.226 
p = 0.267 

r =  0.047 
p = 0.821 

% CD158b,j+ r = - 0.299 
p = 0.127 

r =  - 0.187 
p = 0.331 

r = - 0.170 
p = 0.405 

r = 0.117 
p = 0.575 

% NKG2A+ r = 0.58 
p = 0.0045** 

r = 0.48 
p = 0.016* 

r = 0.039 
p = 0.854 

r =  - 0.091 
p = 0.677 

% CD94+ r = 0.047 
p = 0.823 

r = 0.16 
p = 0.433 

r = - 0.058 
p = 0.791 

r = 0.058 
p = 0.796 

(1) Metavir Activity score. 
(2) Metavir Fibrosis Score. 
(3) Alanin aminotransferase  
* p < 0.05, ** p < 0.01 
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Figure 1: Frequency of circulating NK cells in cHC patients. 
The frequency of circulating (A) total NK cells (CD3-CD56+) (B) CD56dim within CD3-
CD56+ (C) CD56bright within CD3-CD56+ was evaluated by immunostaining and flow 
cytometry for controls (n=18) and patients with chronic Hepatitis C (patients CHC) (n=28). 
Data are represented as boxplots showing medians (horizontal lines), upper and lower 
quartiles (boxes) and extreme values (whiskers). 
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(A) CD158a,h    (B) CD158b,j 
 

p = 0.001           p = 0.0015 
 

 
  n = 18     n = 28     n = 17              n = 18     n = 28     n = 16  

 
(C) NKG2A     (D) CD94 
 
          p = 0.032        

 
  n = 17     n = 26     n = 12               n = 17       n = 25      n = 12   

 
FIGURE 2: Frequency of NKR+ cells within the total NK population (CD3-CD56+) 
The frequency of (A) CD158a,h+ (B) CD158b,j+ (C) NKG2A+ (D) CD94+ cells within the 
total NK population (CD3-CD56+) was analysed in circulating lymphocytes for controls and 
patients CHC and in intrahepatic lymphocytes for CHC patients (liver patients CHC) by 
immunostaining and flow cytometry.  
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Analyse de la Sous Population de Cellules NK Exprimant le Récepteur CD8 chez les 
Patients Chroniquement Infectés par le Virus de l’Hépatite C. 

 
 
Chez l’homme, une fraction importante des cellules NK (jusqu’a 30-40 %) sont 

positives pour l’expression du récepteur CD8 classiquement exprimé sur les lymphocytes T 

cytotoxiques. Ces cellules (CD56+CD3-CD8+) expriment CD8 à leur surface à un niveau 

plus faible que les lymphocytes T CD8+ classiques. Des travaux suggèrent que ces cellules 

possèdent un potentiel cytotoxique supérieur à celui des autres cellules NK. Ce phénomène 

pourrait être dû à une meilleure résistance à la mort cellulaire qui accompagne l’activité 

lytique et donc permettre une activité cytotoxique plus soutenue. Comme indiqué 

précédemment, plusieurs études ont été conduites pour caractériser les cellules NK des 

patients atteints d’Hépatite virale C chronique. Cependant, dans la littérature disponible, il n’y 

a pas d’étude portant sur l’analyse des cellules NKCD8+ et leur relation avec les paramètres 

cliniques de la pathologie.  

Nous avons donc examiné la distribution et les caractéristiques des cellules NKCD8+ 

isolées à partir du sang et du foie des patients. Les résultats n’ont pas révélé de distinctions 

phénotypiques importantes entre patients et contrôles. Par contre, la fréquence des cellules 

NKCD8+ est réduite chez les patients et leur répartition entre cellules CD56dim et CD56bright 

est également modifiée. Au niveau du foie, nous avons observé une corrélation positive entre 

la fréquence des cellules NKCD8+ qui infiltrent le tissu malade et le taux sérique des ALAT. 

Cette association s’est confirmée pour la fraction des NKCD8+ intrahépatiques positives pour 

l’expression de CD158b,j et est de plus, étendue aux paramètres histologiques (scores Metavir 

de lésion et de fibrose). Ces résultats montrent des modifications de distribution de la sous 

population NKCD8+ au cours de l’hépatite virale C chronique et révèlent des corrélations 

positives avec des paramètres cliniques majeurs de la maladie. Une contribution potentielle 

des cellules NKCD8+ intrahépatiques au développement des lésions est discutée.  
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Summary 

The properties of Natural Killer cells have been the focus of many studies in patients 

chronically infected with Hepatitis C virus (HCV). In contrast, the features of the fraction of 

NK cells that surface express the CD8 co-receptor and are thought to posses an enhanced 

cytolytic potential, have not been analyzed. Here we have examined the distribution and 

characteristics of CD8+NK cells in the blood and liver of chronic hepatitis C patients. While 

there was no overt phenotypic distinction between circulating CD8+NK cells from patients 

and controls, the frequency of blood CD8+NK cells was found reduced in patients and among 

these cells, the CD56dim/bright cell ratio was modified. As to CD8+NK cells that infiltrate the 

inflamed liver, there was a positive correlation between their frequency and the level of 

ALAT in the serum. Upon distinction by expression of distinct HLA class I specific receptors, 

we found that the frequency of intrahepatic CD8+NK cells expressing CD158b,j correlated 

positively with both histological parameters (activity and fibrosis) and ALAT level. A 

positive relationship with the fibrosis index was also observed for the CD56dim fraction of 

liver infiltrating CD8+NK cells. Thus, during chronic hepatitis C, CD8+NK cells appears 

altered in their distribution and particular fractions of these cells show positive relationship 

with major clinical parameters of the disease. The results are discussed in the context of liver 

damage and immunopathogenesis. 
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Introduction 

Natural Killer (NK) cells are important cells in early host responses to viral infections 

as evidenced both by the multiple strategies that viruses have evolved to escape their effector 

functions (Orange 2002; Orange, Fassett et al. 2002; Lodoen and Lanier 2005) and the 

susceptibility of patients with NK cell deficiencies to various viral infections (Orange 2002). 

NK cells can eliminate virus-infected cells through natural cytotoxicity and antibody-

dependent cellular cytotoxicity (ADCC) by using perforin and granzymes without the 

requirement of prior antigen sensitization. A sizable subset (up to 40%) of human NK cells 

surface expresses the CD8 receptor. CD8+NK cells express CD8 under the α/α homodimer 

configuration and at a reduced density (CD8dim) relative to that of CD8α/α or 

CD8α/β dimers expressed on CD8+ T lymphocytes (Ortaldo, Sharrow et al. 1981; Griffin, 

Hercend et al. 1983; Lanier, Le et al. 1983; Perussia, Fanning et al. 1983; Parnes 1989; 

Robertson and Ritz 1990; Moebius, Kober et al. 1991). A remarkable feature of CD8+ NK 

cells is that their cytolytic potential appears to be enhanced when compared to that of their 

CD8- counterparts (Srour, Leemhuis et al. 1990; Fuchshuber and Lotzova 1992; Addison, 

North et al. 2005). The high lytic potential of CD8+NK cells appears not to be linked to 

modified expression levels of effector molecules, regulatory receptors or adhesion molecules. 

Rather, it seems to relies on engagement of the CD8α/α homodimer that promotes the 

sequential lysis of multiple target cells through increased resistance to cytotoxicity-induced 

cell death (Addison, North et al. 2005). Such a lytic activity as indeed been documented to be 

effective in vivo in leukaemia patients (Lowdell, Ray et al. 1997; Lowdell, Craston et al. 

2002).  

In the case of infection with the hepatitis C virus (HCV), a large majority of patients 

develop a persistent infection. While it appears that strong antiviral CD4+ and CD8+ T cell 

responses are associated with virus clearance (Racanelli and Rehermann 2003; Shoukry, 
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Cawthon et al. 2004; Bowen and Walker 2005; Chisari 2005), the reasons underlying the 

progression to persistent infection are not fully understood. Such a failure to resolve acute 

infection often leads to liver damages due to regional immune response and severe 

inflammation. Chronic Hepatitis C (cHC) patients thus present lymphocyte infiltration in 

periportal and lobular areas as well as degenerative lobular lesions (Pawlotsky 2004). The role 

of NK cells in  the pathogenesis of the disease is not well delineated. The fact that HCV 

evolved mechanisms to counteract NK cell response, for instance by inhibiting NK cell 

effector functions through envelope protein E2:CD81 interaction (Pileri, Uematsu et al. 1998; 

Crotta, Stilla et al. 2002; Tseng and Klimpel 2002), suggests that a potent NK cell response 

might well be instrumental in controlling acute HCV infection. However, despite intensive 

investigation, the characteristics of the NK cell compartment during persistent HCV infection 

are not clearly established. Many studies (Deignan, Curry et al. 2002; Par, Rukavina et al. 

2002; Lin, Gonzalez et al. 2004; Meier, Owen et al. 2005; Morishima, Paschal et al. 2006), 

but not all (Corado, Toro et al. 1997), suggest alterations in NK cell frequency in cHC 

patients. In addition, no definitive consensus has been reached as to the cytolytic potential of 

NK lymphocytes in patients (Corado, Toro et al. 1997; Duesberg, Schneiders et al. 2001; Par, 

Rukavina et al. 2002; Meier, Owen et al. 2005). 

Thus, despite recent investigation, the characteristics of the NK cell compartment from 

patients with persistent HCV infection are not clearly established and more work in this area 

is needed. For instance, there is a lack of information about the features and distribution of the 

CD8+ subset of NK cells in cHC. We have, in the present study, examined the status of CD8+ 

NK cells in untreated patients chronically infected with HCV. 
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Patients and methods 

Patients.  

Patients with histologically proven persistent HCV infection (Centre Hospitalo-Universitaire 

(CHU) de Grenoble, Service d' Hépato-Gastroentérologie) were included in the study (see 

Table I for demographic and clinical features). All patients were anti-HCV antibody positive 

(ELISA 3, Ortho Diagnostic Systems, Raritan, NJ, USA) and HCV-RNA positive by RT-Q-

PCR (Amplicor HCV, Roche Diagnostic Sysems, Meylan, France). HCV genotype was 

determined by Inno-Lipa technology (Innogenetics, Zwijnaarde, Belgium). The patients were 

negative for detectable presence of antibodies to HIV and hepatitis B surface antigen and their 

alcohol consumption was lower than 30g/day. Ferritin, α1 antitrypsin and ceruloplasmin 

levels were normal. None of the patients had biochemical markers of autoimmune hepatitis 

and none had received antiviral therapy at the time of the liver biopsy was performed or 

peripheral blood sample was collected. Peripheral blood samples from patients were collected 

in heparinized vacutainer tubes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated 

by using Ficoll-hypaque density gradient separation and washed. The study was in agreement 

with the local ethics committee recommendations and a informed consent was written by all 

patients. Blood samples from healthy donors were obtained from the regional Etablissement 

Français du Sang (EFS) (La Tronche, France).  

 

Isolation of liver infiltrating cells. 

Liver biopsies were obtained by using 1.5 mm diameter disposable biopsy needle and were 

divided for both histopathological examination (Metavir scoring system) and immunological 

analysis. For cell suspension analysis, fresh fragments collected in RPMI 1640 10 % AB 

human serum were washed multiple times, shaken into media to minimize blood cells 

contamination prior to mechanical dissociation into small pieces in complete media. The 
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fragments were reduced to cell suspension in 1 ml complete media by using a glass mortar. 

Cells were washed, resuspended in complete media and processed immediately for analysis. 

 

Monoclonal antibodies. 

The antibodies used for immuno-analysis were anti-CD3-R-Phycoerythrin-Cyanine 5 

(PE)Cy5 (UCHT1), anti-CD28-Fluorescein Isothiocyanate (FITC) (CD28.2), anti-CD27-FITC 

(M-T271), anti-CD45RA-FITC (HI100), anti-CD45RO-FITC (UCHL1), anti-CD57-FITC 

(NK-1), and anti-Perforin-FITC (δG9) from Becton-Dickinson Biosciences (Le Pont-de-

Claix, France). Anti-CD8α-Allophycocyanin (APC) (B9.11), anti-CD158a,h-PE (EB6), anti-

CD158b1,b2,j-PE (GL183), anti-NKG2A(CD159A)-PE (Z199), anti-CD94-PE (HP3B1) were 

obtained from Beckman Coulter France (Villepinte, France). Anti-CD62L-FITC (FMC46) 

was from Serotec (Oxford, UK).  

 

Immunostaining and Flow Cytometry. 

Freshly isolated PBMC or intrahepatic cell suspensions (0.2 to 1 x 106 cells) were 

immunostained by incubating with a saturating amount of  appropriate labelled antibodies in 

phosphate buffered saline (PBS) 2%FCS/0.1% NaN3 for 30 min in the dark on ice. Cells were 

washed twice and analyzed immediately. For intracellular staining, cells were first surface 

stained, washed and subjected to fixation/permeabilisation (Cytofix/Cytoperm kit, BD 

PharMingen), prior to staining for intracellular molecules according to the manufacturer 

instructions. Multi-parameter flow cytometric analysis was performed on a FACSCalibur 

instrument with the CellQuest software (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Nonviable 

cells were excluded by electronic gating using forward and side scatter measurements. Color 

compensation between the distinct fluorochromes was set with single fluorochrome-stained 

cells from the same sample. Depending on the conditions, between 20.000 and 200.000 gated 

events were acquired.  
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Statistical methods 

Statistical analysis was performed using the SPSS 9.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL). P 

values shown for the analysis of  the frequency of NKR expressing cells between patients and 

controls were calculated by using the nonparametric Mann-Whitney U-test. Within-group 

comparisons were evaluated using the Wilcoxon signed rank’s test. The Pearson test was used 

to study possible correlation between variables. Multivariate analysis was performed by linear 

regression analysis after logarithmic transformation of non Gaussian variables. All 

comparisons were 2-tailed. Bivariate correlations were done by computing a Spearman’s 

correlation coefficient. P values less than 0.05 were considered significant. 
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Results  

Distribution of CD8+NK cells in cHC patients. 

We first examined the proportion of circulating CD8dimCD3- mononuclear cells (thereafter 

referred to as CD8+NK cells) in chronic hepatitis C (cHC) patients relative to healthy 

individuals by using flow cytometry coupled-immunostaining. We found that the frequency of 

CD8+NK cells among blood lymphocytes was lower in patients than in healthy individuals: 

median value: 3.20 % (range: 0.41-10.1, n = 43) versus 5.7 % (0.9-15.8, n = 29) respectively 

(p = 0.0014). As to liver infiltrating lymphocytes from patients, the frequency of CD8+NK 

cells was lower than that observed in peripheral blood lymphocytes (PBL) when paired 

samples were available (not shown). Circulating CD8+NK cells were then examined for 

expression of distinct surface molecules including the replicative senescence marker CD57 

(Brenchley, Karandikar et al. 2003), CD62L that can affect the migratory properties of NK 

cells (Frey, Packianathan et al. 1998), CD27 whose engagement can modulate NK cell 

activity (Sugita, Robertson et al. 1992; Yang, Agematsu et al. 1996)  and CD45RO whose 

expression can be upregulated on activated NK cells during acute infection) (Lima, Almeida 

et al. 2002). Overall, there was no substantial phenotypic distinction between circulating 

CD8+NK cells from patients and controls in term of frequency of positive cells. (Table II). If 

anything, the mean fluorescence intensity of CD57 on CD8+NK cells from patients was 

increased relative to controls (not shown) suggesting that such cells might display a limited 

proliferation capacity. As to the cytotoxicity potential, there was a comparable proportion of 

CD8+NK cells with perforin expression in patients and controls as assessed by intracellular 

staining: 85 % (69-95) versus 82 % (77-90) for controls (n = 7) and patients (n = 6) 

respectively. The results indicate thus a reduction of the CD8+NK cell pool during chronic 

hepatitis C. 
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The frequency of liver infiltrating CD8+NK cells positively associates with serum ALAT 

level. 

We next searched for possible relationship between the frequency of CD8+NK cells and 

clinical parameters of the disease including viremia, alanine aminotransferase (ALAT) level, 

liver necroinflammation and fibrosis. While we observed no significant association for the 

circulating CD8+NK cell pool, the analysis of intrahepatic CD8+NK cells revealed a 

significant positive correlation between the frequency of CD8+NK cells that infiltrate the liver 

and the level of ALAT in the serum (r = 0.661; p = 0.0105) (Table III).  

 

 

Expression of HLA class I specific receptors by CD8+NK cells in cHC patients. 

Because the functional properties of NK lymphocytes are modulated by the engagement of 

multiple surface receptors including receptors reacting to classical and non classical HLA 

class I molecules (Moretta, Biassoni et al. 2002; Moretta, Biassoni et al. 2002; Moretta, 

Bottino et al. 2002; Lanier 2005), we analysed CD8+NK cells from patients for expression of 

such NK receptors (NKRs). We thus examined expression of the C-type lectin 

NKG2A/CD159A receptor (along with its companion chain CD94), as well as of CD158a/h 

and CD158b/j that belong to the killer cell immunoglobulin (Ig)-like receptors (KIRs) family. 

We observed no significant differences in the frequency of cells expressing CD158a/h, 

CD158b/j, NKG2A or CD94 among blood CD8+NK from patients and controls (Table IV). 

Within the diseased liver, the proportion of CD8+NK cell expressing CD158a/h was clearly 

low relative to blood (11 % versus 18 %, p = 0.012) while the frequency of other subsets 

remained comparable. 

Subsets of CD8+NK cells defined by HLA class I specific NKR expression were 

phenotypically quite comparable between blood cells of patients and healthy individuals 
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(Table V). Among markers that were analyzed, only the frequency of cells with high surface 

expression of CD45RA (CD45RAhi) significantly differed between the two cohorts. Namely a 

slight reduction was detectable in patient samples; 99 % (97-100) versus 91 % (83-98) (p = 

0.021) for KIRs+CD8+NK cells from controls and patients respectively and 95 % (91-97) 

versus 90 % (66-95) (p = 0.033) for NKG2A+CD8+NK cells. This trend did not quite translate 

into a converse pattern of CD45RO expression since although there was an increase in the 

frequency of CD45RO+ cells among NKG2A+CD8+NK cells (3 % (1-7) versus 8 % (3-40)), it 

failed to reach statistical significance (p = 0.06). With respect to cytolytic potential, there was 

no differences in the percentage of CD8+NK cells positive for perforin expression between 

patients and controls upon distinction by either NKG2A or KIRs molecule expression (Table 

V). 

 

Positive relationship between the frequency of intrahepatic CD8+NK cells expressing 

CD158b,j KIRs and multiple clinical parameters. 

We next examined the distribution of subsets of CD8+NK cells with distinct HLA class I 

specific NKR expression as a function of clinical parameters. The major observation was that 

the frequency of intrahepatic CD8+NK cells expressing CD158b,j was positively correlated 

with both of the histological parameters (activity and fibrosis scores) as well as with the 

serum level of ALAT (Table VI). Within the blood cell compartment, the frequency of the 

same CD8+NK cell subset only correlated with the Metavir Fibrosis score but at a clearly 

lower level. Interestingly however, such a correlation was negative (r = - 0.38). As to viremia, 

no significant correlation was observed in the analysis. 
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Analysis of CD8+NK cells stratified according to CD56 expression status. 

Like NK cells considered at large, CD8+NK cells comprise both CD56dim and CD56bright 

subpopulations (Jonges, Albertsson et al. 2001; Lima, Teixeira et al. 2001; Perez, Mitchell et 

al. 2004). CD56dim and CD56bright subsets are in fact known to differ both by phenotypic and 

functional aspects (Cooper, Fehniger et al. 2001). We therefore examined the respective 

abundance of both subpopulations among CD8+NK cells during cHC. Within the circulating 

CD8+NK cell pool, the fraction of CD56dim cells was slightly but significantly reduced in 

patients relative to controls: 83 % (20-98), (n = 27) versus 91 % (60-96), (n = 16) respectively 

(p = 0.0431). Conversely, the proportion of CD56bright cells was increased: 8 % (0.8-70),       

(n = 27)  versus 4 % (1-18), (n = 27) (p = 0.0164). In both the patient and control groups, the 

frequency of CD8+NK cells that lacked CD56 expression did not significantly vary (6.2 % 

(0.6-23) versus 4.3 % (2-29) respectively). In patients, when comparing paired CD8+NK cell 

samples from blood and liver, we observed no significant differences for either CD56bright 

cells (8 % (0.8-70) versus 4.1 % (0.9-10.6), p = 0.075) or CD56dim cells  (83 % (20-98) versus 

78.5 % (39-89), p = 0.10) (n = 11). Thus, the data indicate that The CD56dim/bright ratio is 

modified within the circulating CD8+NK cells pool during persistent HCV infection. 

 

The frequency of CD56dimCD8+NK cells positively correlates with the fibrosis index in the 

diseased liver of cHC patients. 

As to the analysis of correlation between the frequency of either CD56dim cells or CD56bright 

cells among CD8+NK cells and clinical parameters, we observed a single significant 

association, namely a marked positive correlation between the frequency of CD56dim cells 

among liver infiltrating CD8+NK cells and the Metavir fibrosis score (r = 0.68, p = 0.031) 

(Table VII). Of interest is the fact that HLA Class I specific receptors are differentially 

expressed among NK cell subsets delineated by CD56 surface expression level; while 
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CD56dim NK cells are killer cells relatively enriched in KIRs expressing cells, they still 

comprise a sizable pool of NKG2A+ cells. In contrast, CD56bright NK cells are cytokine 

producers that are virtually all NKG2A+ and, with the exception of KIR2DL4, do not express 

most KIRs (Cooper, Fehniger et al. 2001). Indeed, we observed that, at least for circulating 

cells, such differential NKRs expressions were quite preserved within the CD8+NK cell pool 

under conditions of chronic HCV infection; CD56dim cells from patients comprised important 

fractions of both KIRs+ and NKG2A+ cells whereas CD56bright cells were essentially NKG2A+ 

(Table VIII). Thus, the positive association between the fraction of CD56dim (i.e. KIRs+ 

enriched) cells among liver CD8+NK cells and the fibrosis score is somehow consistent with 

the results presented above where CD158b,j+ cell frequency among CD8+NK cells was 

positively associated with histological parameters. At a lower level of association (r = 0.4 to 

0.5), the proportion of the CD56bright subset of blood CD8+NK cells negatively correlated with 

ALAT level and the frequency of their CD56dim counterparts was positively associated with 

ALAT level (Table VII). 
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Discussion 

We report here on the main characteristics of  the CD8 positive subset of NK 

lymphocytes in patients with characterized chronic hepatitis C. We observed significant 

alteration in the frequency and composition of blood CD8+NK cells in patients. Also of 

interest was the fact that particular fractions of CD8+NK cells that infiltrate the inflamed liver 

show positive relationship with major clinical parameters of the disease. 

Overall, the phenotype of CD8+NK cells in general as well as upon stratification 

according to HLA class I specific NKR expression was quite comparable between blood cells 

from patients and from healthy individuals. In contrast, the frequency of CD8+NK cells 

among blood lymphocytes was lower in patients than in controls. This trend is indeed 

compatible with data from the analysis of the total NK cell pool of cHC patients (data not 

shown). A possible alteration of the proportion of circulating CD3-CD8dim cells in HCV 

persistent infection has been evoked (Par, Rukavina et al. 2002). However, in such a study, 

nearly 40 % of the patients analyzed were under IFN-α treatment making it difficult to know 

whether the observed alteration was a consistent feature of chronic infection or whether the 

CD8+NK cell frequency was in fact modulated directly or indirectly by the IFN-α treatment 

itself. Because the patients involved in the present study were not under therapy at the time 

biopsies were collected, our observation establishes that the reduced frequency of CD8+NK 

cells is indeed a parameter associated with chronic HCV infection. We found no significant 

differences in the frequency of cells expressing CD158a/h, CD158b/j or NKG2A HLA classI 

specific receptors among blood CD8+NK from patients and controls. We therefore conclude 

that subsets defined by expression of such receptors are equally sensitive to the altered 

frequency that affects the CD8+NK cell pool at large during cHC. 

The analysis of the frequency of liver infiltrating CD8+NK cells revealed a marked 

positive association with the serum level of ALAT. The same relationship was also found for 
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the fraction of intrahepatic CD8+NK cells that are positive for CD158b,j receptors expression. 

In addition, the frequency of intrahepatic CD8+NK cells expressing CD158b,j was positively 

correlated with both the fibrosis score and the necroinflammation score. Interestingly, in the 

blood, the frequency of the same subset correlated negatively with the fibrosis score, albeit at 

a lower level, possibly reflecting a depletion phenomenon. These results could suggest that 

liver infiltrating CD8+NK cells are involved at a certain level in the development of liver 

lesions as well as in the fibrogenesis that is commonly associated with such damage. The fact 

that CD8+NK cells are characterized by a strong cytotoxicity potential (Srour, Leemhuis et al. 

1990; Fuchshuber and Lotzova 1992; Addison, North et al. 2005) able to operate efficiently in 

vivo (Lowdell, Ray et al. 1997; Lowdell, Craston et al. 2002) is relatively compatible with 

such a possibility. The reasons for which the frequency of the liver CD158b,j+ CD8+NK cell 

subset was positively associated with both ALAT level and histological parameters are 

unclear. However, one has to keep in mind that CD158b,j+ cells are cells capable of 

expressing the activating KIR2DS2 receptor as well as the KIR2DL2 and/or KIR2DL3 

inhibitory receptors (Parham 2005). Given that the interaction of KIR2DL2/KIR2DL3 

receptors with their HLA-C ligand is characterized by a lower affinity than that of other 

inhibitory KIRs such as KIR2DL1(Winter, Gumperz et al. 1998), it is possible that 

CD158b,j+CD8+NK cells represent cells that receive milder inhibitory signals than 

CD158a,h+CD8+NK cells and therefore that liver CD158b,j+CD8+NK cells could cause more 

tissue damage than other NK cell subset that receive substantially stronger inhibitory signals. 

In line with such a reasoning it was proposed that a relatively weak inhibition of NK cell 

activity might account for the observation that under some circumstances, individuals that are 

homozygous  for KIR2DL3 and its HLA-C ligand resolve HCV infection with a greater 

frequency than patients with other genotypes (Khakoo, Thio et al. 2004).  



CD8+NK cells in chronic Hepatitis C                                                                            15

However, if subsets of CD8+NK cells substantially contribute to the development of 

liver lesions, one has to consider that such cells might be relatively less sensitive to various 

factors that are likely to limit NK cell activity in cHC. For instance, although no definitive 

consensus has been reached, there are studies suggesting some form of alteration of NK cell 

cytolytic activity in cHC patients (Corado, Toro et al. 1997; Lirussi, Beccarello et al. 2002; 

Lin, Gonzalez et al. 2004; Meier, Owen et al. 2005). In addition, the HCV E2 protein has the 

potential to negatively regulate the activation and proliferation of NK cells (Pileri, Uematsu et 

al. 1998; Crotta, Stilla et al. 2002; Tseng and Klimpel 2002) and an elevated expression level 

of HLA-E on multiple liver cell types is promoted by HCV leading to NK cell inhibition via 

interaction with NKG2A inhibitory receptor (Nattermann, Feldmann et al. 2005). Whether 

CD8+NK cells are less sensitive to such inhibitory effects that their CD8- counterparts is 

unknown. On the other hand, it remains possible that within the inflamed liver, particular 

CD8+NK cell subsets survive better than other NK cells. For instance, it has been found that 

that the engagement of CD158b,j protects CD8+NK cells from apoptosis that is induced upon 

interaction of CD8α with soluble HLA class I molecules (Spaggiari, Contini et al. 2002). 

Within circulating CD8+NK cells, the fraction of CD56dim cells was lowered in 

patients relative to controls while the proportion of CD56bright cells was increased. Such a shift 

in the CD56dim/bright ratio is reminiscent of the alterations observed for the NK cell 

compartment considered at large in cHC patients (Morishima C 2006, Lin A 2004, Meier U 

2005 and our own unpublished observations). In patients and controls, the frequency of 

CD8+NK cells that were negative for CD56 expression was unchanged indicating that, unlike 

NK cells from patients with chronic HIV infection (Eger and Unutmaz 2004; Mavilio, 

Lombardo et al. 2005), CD56-CD8+NK cells do not show sign of expansion in chronic 

hepatitis C. As to liver infiltrating cells, the frequency of CD56dimCD8+NK cells positively 

correlated with the fibrosis index. Unlike CD56bright cells that are essentially NKG2A+, 
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CD56dim cells comprise an important fraction of KIRs+ cells. Hence, the positive association 

between the fraction of CD56dim (that is, relatively enriched in KIRs+ cell) cells among liver 

CD8+NK cells and the fibrosis score is somehow consistent with the observation that 

CD158b,j+ cell frequency among liver CD8+NK cells was positively correlated with 

histological parameters. Finally, because they contain less NKG2A+ cells, CD56dim cells are 

most certainly less susceptible than CD56bright cells to inhibition by HCV-induced high 

expression level of HLA-E molecules that characterizes the liver microenvironment during 

cHC (Nattermann, Feldmann et al. 2005).  

In conclusion, CD8+NK cells present alteration in their distribution during chronic 

hepatitis C and particular fractions of this NK cell subset display striking relationship with 

major clinical parameters. A greater level of analysis of CD8+NK cells in HCV-infected 

patients in general might therefore be helpful in the understanding of innate immune response 

during disease progression. 
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___________________________________________________________________________ 
Table I: Demographic and clinical characteristics of chronically HCV-infected patients 
included in this study (n = 43) 
___________________________________________________________________________ 
 
Sex:         

Female     14/43   33 % 
 
Age (years)*     48 (30-75)   
 
Duration of infection (years)*  21 (2-51) 
 
Source of infection :     

Intravenous drug abuse  23/43   53 %   
Transfusion    10/43   23 % 
Other modes      5/43   12 % 
Unknown      5/43   12 % 

 
Plasma Viral load (log IU/ml) *  6.09 (4.47-6.95) 
 
Viral genotype:       

1     25/43   58 % 
2       6/43   14 % 
3       7/43   16 % 
4       4/43     9 % 
ND       1/43     2 %    

 
Serum ALT (IU/ml)*    52 (22-253) 
 
Liver Histology 

Metavir activity score:    
1     20/43   47 % 
2     14/43   33 % 
3       7/43   16 % 
ND       2/43     5 % 

 
Metavir fibrosis score:    
0       4/43     9 % 
1     19/43   44 % 
2     11/43   26 % 
3       3/43     7 % 
4       6/43   14 % 

___________________________________________________________________________ 
Note that for technical reasons (number of cells available per sample), all the experiments 
described could not be performed for every single patients. * Median (range). 
ND: not determined. IU/ml : international units par mililiter. ALT: Alanine aminotransferase.
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Table II: Phenotypic characteristics of circulating CD8+NK cells from patients with 
chronic hepatitis C. 

 CD45RAtotal CD45RAhigh* CD45RO** CD27 CD28 CD62L CD57 
Patients 

 
n = 

 
Controls 
 

n = 

97 % 
(92 - 99) 

12 
 

99 % 
(96 - 99) 

6 

91% 
(74 – 95) 

10 
 

97% 
(92 - 98) 

7 

3% 
(1.4 - 31) 

7 
 

1 % 
( 0.7- 1.8) 

5 

7 % 
(6 - 34) 

5 
 

12 % 
(5.5 - 17)

4 

0.47% 
( 0.06-7 )

10 
 

0.50 % 
( 0.2-1 ) 

6 

39 % 
(9,2 – 61,5) 

9 
 

39 % 
(12 – 66,5) 

6 

39 % 
(32 - 60)

5 
 

50 % 
(26 - 53 )

5 
 

The values represent the median percentage of circulating CD8+NK cells surface expressing a 
particular marker. Extreme values are indicated. *p = 0.0021 **p = 0.0095 
 

___________________________________________________________________________ 
Table III: Correlations between the frequency of CD8+ NK cells and clinical parameters 
in chronically HCV-infected patients. 
___________________________________________________________________________ 

Met. Activity            Met. Fibrosis               Viremia  ALAT 
___________________________________________________________________________ 
IHLs     r =    0.131        0.271      0.016    0.661 
  p =   0.612        0.294      0.954    0.001** 
n =               16             16         13        16 
__________________________________________________________________________ 
Blood  r =    0.08         0.063   - 0.001     0.058 
  p =   0.61         0.682     0.993     0.722 
n =               41             43         34         39 
__________________________________________________________________________ 
IHLs: intrahepatic lymphocytes. r : correlation coefficient.** : p value less than 0.01. 
 

 

Table IV : Expression of HLA Class I specific receptors by CD8+NK cells from patients 
chronically infected with HCV. 
  

CD158a,h 
 

 
CD158b,j 

 
NKG2A 

 
CD94 

Blood cells 
patients 

n = 
Controls 

n = 

 
18 % (5-38) 

27 
27 % (14 -71) 

16 

 
27 % (7-50) 

27 
31 % (12-49) 

16 

 
51 % (15-83 ) 

40 
50 % (23-75) 

27 

 
85 % (50-99) 

25 
81 % (16-94) 

16 
 

iHLs patients 
n = 

 
11 % (0.6-27) 

11 

 
26% (19-40) 

11 

 
42 % (17-63) 

13 

 
87 % (22-99) 

10 
The values represent the median percentage of CD8+NK cells expressing NK receptors for 
either blood cells or liver infiltrating mononuclear cells. Lower and higher values are 
indicated. 
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Table V : Phenotypic features of subsets of circulating CD8+NK cells distinguished by 
HLA Class I specific NKRs expression from cHC patients and controls. 
 

Controls Patients  
 

KIRs+ 

 

 
NKG2A+ 

 
KIRs+ 

 
NKG2A+ 

 
CD45RA 

n = 
CD45RAhi 

 

n = 

 
99 (99-100) 

4 
99 (97-100) 

 
4 

 
99 (96-99) 

5 
95 (91-97) 

 
5 

 
96 (88-100) 

5 
91 (83-98)  
p: 0,021* 

5 

 
97 (88-99) 

10 
90 (66-95)  
p: 0,033* 

8 
 

CD45RO 
n = 

 
0.4 (0.1-0.6) 

4 

 
3 (1-7) 

5 

 
0.2 (0.8-0.16) 

3 

 
8 (3-40)  

7 
 

CD57 
n = 

 
62 (45-54) 

4 

 
28 (26-46) 

5 

 
58 (49-87) 

5 

 
26 (11-39) 

6 
 

CD27 
n = 

 
4 (1.9-4.7) 

4 

 
18 (9-26) 

4 

 
4 (1.3-15) 

5 

 
10 (6-27) 

4 
 

CD28 
n = 

 
0.02 (0-0.3) 

4 

 
0.4 (0.18-2) 

5 

 
0.2 (0-0.7) 

8 

 
0.2 (0.1-1.1) 

7 
 

CD62L 
n = 

CD62Lhi 

n = 

 
20 (1.8-68) 

5 
6 (0.5-43) 

5 

 
58 (43-83) 

5 
43 (23-67) 

5 

 
36 (1-47) 

5 
15 (0.3-17) 

5 

 
61 (52-88) 

4 
23 (3.7-74) 

4 
 

Perforin 
n = 

 
97 (88-99) 

7 

 
79 (54-94) 

6 

 
94 (89-98) 

6 

 
84 (70-85)  

5 
Values represent the median percentage and range of positive blood CD8+NK cells for surface 
expression of a given marker after electronic gating on KIRs+ or NKG2A+ cells. * : p value 
less than 0.05. 
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___________________________________________________________________________ 
Table VI: Correlations between the frequency of CD8+NK cells expressing HLA class I 
specific NKRs clinical parameters in chronically HCV-infected patients. 
___________________________________________________________________________ 
 

% CD158a/h+ % CD158b/j+ % NKG2A+  % CD94+ 
___________________________________________________________________________ 
IHLs   
Activity r =  - 0.049         0.625      0.07                 0.609 
  p =    0.87         0.048*      0.816     0.06 
n =                12              11          13          10 
  
Fibrosis r =   - 0.32         0.686      0.535   - 0.176 
  p =    0.288         0.03*      0.076     0.598 
n =   12              11           13                        10 
 
ALAT  r =   - 0.14         0.682      0.371     0.009 
  p =    0.963         0.031*      0.219     0.978 
n =   12              11           13           10 
 
Viremia r =     0.248       - 0.183    - 0.261     0.429 
  p =    0.456         0.604      0.434     0.224 
n =   10   9           11             9  
__________________________________________________________________________ 
Blood 
Activity r =  - 0.259       - 0.261   - 0.005     0.114 
  p =    0.195         0.192     0.975     0.584 
n =   26   26           38           24  
 
Fibrosis r =   - 0.163       - 0.386     0.132   - 0.007 
  p =    0.407         0.049*     0.410     0.972 
n =   27   27         40           25  
 
ALAT  r =   - 0.078       - 0.113    - 0.231     0.124 
  p =    0.707         0.587      0.171     0.570 
n =   24   24          36          22 
 
Viremia r =   - 0.026         0.163    - 0.181   - 0.112 
  p =    0.901         0.444      0.313     0.607 
n =   23   23           32          22 
__________________________________________________________________________ 
IHLs: intrahepatic lymphocytes. r : correlation coefficient. * : p values less than 0.05. 
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___________________________________________________________________________ 
Table VII : Correlations between the frequency of CD56bright and CD56dim CD8+NK cells 
and clinical parameters in chronically HCV-infected patients. 
___________________________________________________________________________ 

Met. Activity            Met. Fibrosis               Viremia  ALAT 
___________________________________________________________________________ 
CD56dim 
 
IHLs     r =    0.345        0.68    - 0.43     0.564 
  p =   0.274        0.031*      0.196    0.07 
n =                11             11           10         11 
_________________________________________________________________________ 
Blood  r =    0.252     - 0.028      0.110     0.414 
  p =   0.207        0.88      0.606     0.046* 
n =                26             27         23             24 
______________________________________________________________________________ 
CD56bright 
 
IHLs     r =  - 0.157        0.491    - 0.118  - 0.161 
  p =   0.62        0.12      0.722    0.609 
n =   11             11           10                      11 
__________________________________________________________________________ 
Blood  r =    0.017        0.249   - 0.197  - 0.523 
  p =   0.93        0.203     0.35        0.012* 
n =               26             27         23                       24 
__________________________________________________________________________ 
IHLs: intrahepatic lymphocytes. r : correlation coefficient.* : p values less than 0.05. 
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___________________________________________________________________________ 
Table VIII: Distribution of KIR+ and NKG2A+ cells among circulating CD56bright and 
CD56dim CD8+NK cells from healthy individuals and HCV-infected patients. 
 
  

Among CD8+CD3°CD56dim 
Controls                                   Patients 

CD158a,h 
n = 

29.6 (8.4-72.1) 
18 

24.9 (7.9-45.1) 
23 

CD158b,j 
n = 

35.7 (14-77.7) 
16 

35.7 (10-55.7) 
23 

NKG2A 
n = 

46.6 (19.7-68.8) 
17 

49 (13.8-81.9) 
23 

  
Among CD8+CD3°CD56bright 

Controls                                   Patients 
CD158a,h 

n = 
6.2 (1.4-17.1) 

18 
6.6 (1.1-21.7) 

23 
CD158b,j 

n = 
7.1 (1.5-15) 

16 
7.6 (2.1-27.9) 

23 
NKG2A 

n = 
91.4 (81.3-99.3) 

17 
91.8 (75.8-99.5) 

23 
Blood CD8+NK cells were analyzed for HLA class I specific receptor expression after 
electronic gating on either CD56dim or CD56bright cells. Values represent median percentage 
and range. 
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Etude du répertoire des récepteurs KIR de patients atteints  
d’Hépatite virale C chronique. 

 
Introduction 

Etant donné la diversité des séquences (polymorphisme allélique) et des haplotypes 

(polymorphisme polygénique) des KIR et leur rôle dans la régulation de la réponse 

immunitaire, il est très probable qu’ils influencent la résistance aux pathologies et en 

particulier aux maladies infectieuses. Bien que leur interprétation ne soit pas aisée, la mise en 

évidence d’une association entre la susceptibilité à une maladie et la distribution de récepteurs 

KIR particuliers pourrait donc aider à comprendre sa pathogenèse. Beaucoup d’études sont 

donc réalisées dans des domaines divers tels que l’autoimmunité, les maladies infectieuses, 

les cancers, la biologie de la reproduction, et la transplantation (voir pour revue : Parham, 

2005 ; Bashirova et al., 2006). Dans certaines pathologies autoimmunes, la fréquence de 

KIR2DS1 et KIR2DS2, ainsi que la proportion des haplotypes enrichis en KIR activateurs 

(haplotypes B), sont plus élevées chez les patients que chez les individus sains. Ainsi, la 

présence de KIR2DS1 semble associé à une susceptibilité accrue vis à vis du psoriasis chez 

les individus HLA Cw*06 (Luszczek et al., 2004). Par ailleurs, dans le cas de l’infection par 

le VIH, la présence de KIR3DS1 et de ligands du type HLA-Bw4 (qui contient une Isoleucine 

dans la position 80) est associée avec une progression plus lente vers le SIDA (Martin et al., 

2002).  

L’objectif de cette étude était de rechercher un biais éventuel dans le répertoire des 

récepteurs KIR chez les patients atteints d’hépatite virale C chronique par rapport à celui 

d’une population d’individus contrôles. Peu après le début de ce projet, une étude portant sur 

un très grand nombre de patients à été publiée (Khakoo et al., 2004). Cette étude indique que 

chez les individus infectés par des faibles doses de VHC (par exemple par seringues 

contaminées) et qui sont homozygotes pour KIR2DL3 et des ligands HLA C1, la probabilité 

de résoudre l’infection est plus élevée que parmi le reste des patients. Eventuellement, le fait 

que l’interaction KIR2DL3-HLA C1 semble de faible affinité par rapport à d’autres 

interactions (comme KIR2DL1-HLA C2) pourrait contribuer à une moindre inhibition de la 

réponse effectrice des cellules exprimant KIR2DL3.  

Je présente ci après les résultats actuels obtenus sur une vingtaine de patients atteints 

d’Hépatite virale C chronique. A cause de ce nombre relativement limité, il est difficile de 

présenter des conclusions définitives et un nombre plus important d’échantillons est 

nécessaire. Néanmoins, les résultats suggèrent de possibles associations.  
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Présentation et discussion des résultats actuels.  

 

Augmentation de la fréquence des gènes des récepteurs KIR2DL2, KIR2DS1 et KIR3DS1 

parmi les patients chroniquement infectés par le VHC. 

Nous avons examiné 22 patients (Tableau I) et 19 individus contrôles par reverse 

transcription et PCR pour l’expression des récepteurs inhibiteurs KIR2DL1, KIR2DL2, 

KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2 des récepteurs activateurs KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, 

KIR2DS4, KIR2DS5 et KIR3DS1 et de KIR2DL4. Les résultats actuels sont présentés dans la 

figure 1A. Ils suggèrent une fréquence accrue des gènes du récepteur inhibiteur KIR2DL2 

(CD158b1) et des récepteurs activateurs KIR2DS1 (CD158h) et KIR3DS1 (CD158e2) dans le 

groupe des patients par rapport au groupe des individus contrôles. Etant donné la taille limitée 

de nos échantillons à ce stade de l’étude, nous avons représenté dans la figure1B, les valeurs 

d’une étude portant sur 268 individus sains de type caucasien (Uhrberg et al., 2002) afin de 

donner un élément de comparaison avec notre cohorte de 19 individus contrôles. 

D’une certaine manière, l’augmentation de la fréquence du gène KIR2DL2 dans le 

groupe des patients est compatible avec les résultats indiquant que la probabilité de résoudre 

l’infection par le VHC est plus élevée chez les patients homozygotes pour KIR2DL3 et pour 

des ligands HLA C1 (S77-N80) (Khakoo et al., 2004). KIR2DL2 et KIR2DL3 étant des 

allèles d’un même locus (CD158b1,b2), si l’homozygotie pour les gènes KIR2DL3/HLA C1 

réduit la susceptibilité à l’évolution vers la forme chronique, il n’est pas improbable 

d’observer chez les patients qui ont évolués vers la chronicité une fréquence relativement plus 

basse d’homozygotie pour KIR2DL3. C’est ce que semble indiquer les valeurs de la figure 2A 

où la fréquence des patients exprimant KIR2DL3 seulement est relativement diminuée tandis 

que celles des patients exprimant KIR2DL2 seulement ou KIR2DL2 et KIR2DL3 

(homozygotie) sont relativement augmentées. 

En ce qui concerne KIR2DS1, il représente un récepteur de faible affinité pour HLA C 

mais il n’est pas encore définitivement établie s’il s’agit bien de molécules du type HLA C2 

(N77-K80) qui est suspecté dans certaines études. Il faut noter que HLA-Cw*04 qui est du 

type HLA C2 est significativement associé à la persistance du VHC chez les malades (Thio et 

al., 2002 ; Fanning et al., 2004). Quelque soit le(s) ligand(s), une représentation accrue du 

gène KIR2DS1 dans le groupe des patients pourrait peut  être s’expliquer par le fait de sa 

faible affinité car ce type d’interaction n’est pas en faveur d’un apport important de signaux 

activatrices dans les cellules effectrices concernées.  
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Enfin, le ligand de KIR3DS1 n’étant pas connu, il n’est pas facile de proposer une 

explication pour rendre compte de l’augmentation de la fréquence de son gène dans le groupe 

des patients. On sait que KIR3DS1 et KIR3DL1 sont des allèles d’un même locus (CD158e2, 

e1). Un accroissement de la fréquence du gène KIR3DS1 chez les patients doit donc se 

traduire par une baisse relative des patients exprimant uniquement KIR3DL1. Ceci semble 

effectivement être le cas (Figure 3). Le fait que la fréquence du phénotype 

KIR3DL1/KIR3DS1 est aussi augmentée pourrait suggérer une contre sélection du phénotype 

KIR3DL1 unique. Le récepteur KIR3DL1 étant inhibiteur, son influence sur l’évolution vers 

la chronicité n’est pas aisé à analyser, du  moins en terme de résonnements aussi simples que 

ceux proposés ci dessus. De plus, en présence d’allèles HLA-Bw4, il semble que KIR3DS1 

pourrait être associé à un faible effet protecteur contre la chronicité (Khakoo et al., 2004). Il 

sera donc important d’obtenir l’information sur la distribution du type HLA-Bw4 parmi nos 

échantillons car ce type de ligands regroupe en fait les ligands de KIR3DL1. Enfin, il faut 

noter que chez les patients infectés par le VHC, une étude a montré que la présence de 

KIR3DS1 est associée à une moindre probabilité de développer un carcinome hépatocellulaire 

(Lopez-Vazquez et al., 2005). 

 

Variation du nombre de récepteurs KIR exprimés chez les patients et les contrôles. 

Lorsque l’on examine les deux cohortes en terme de nombre de récepteurs KIR 

exprimés (Figure 4), on note que la fréquence des patients qui expriment un nombre total 

élevé (10 et 12 gènes KIR exprimés notamment) semble plus importante parmi les patients. 

En ce qui concerne le nombre de KIR inhibiteurs, les patients infectés par le VHC qui 

expriment 6 KIR de ce type seraient plus fréquents par rapport aux contrôles. Pour les KIRs 

activateurs il y a 20% de la population des patients qui expriment jusqu’à 6 KIRs activateurs, 

tandis que chez les sujets normaux, aucun d’entre eux n’atteint ce niveau. 

 

 
Phénotypes observés chez les patients et les contrôles. 

Les tableaux II et III montrent que 17 phénotypes distincts ont été observés parmi les 

22 patients et 16 parmi les 19 contrôles. Un cinquième des patients révèle un phénotype avec 

expression de tous les KIR testés. Cette situation n’a pas été détectée chez les contrôles. 
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Conclusions provisoires 

Malgré des cohortes limitées, ces résultats suggèrent des associations possibles entre la 

susceptibilité à l’infection chronique par le VHC et la présence de certains récepteurs KIR. Il 

serait donc intéressant d’augmenter la cohorte de patients pour confirmer ces premières 

observations. En parallèle, il conviendra de déterminer le typage des molécules de classe I vis 

à vis des groupes HLA C1 et HLA C2 et également HLA-Bw4 pour aider à l’interprétation 

des résultats. Enfin, avec des échantillons de plus grande taille, il serait intéressant d’examiner 

si les déséquilibres de liaison entre certains gènes KIR qui ont été décrit pour des populations 

normales sont retrouvés avec des fréquences comparables ou non chez les patients. 
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Figure 1 : Fréquence de chaque récepteur KIR exprimé chez les patients (n = 22) et les 
contrôles (n = 19) (A) et comparaison avec les fréquences observées dans une cohorte de 268 
individus sains caucasiens par Uhrberg et al., (Uhrberg et al., 2002) (B).  
 
 (A) 

Gène KIR Contrôles % Patients  % p # 

KIR2DL1 79 86 0.52 

KIR2DL2 68 95 0.03* 

KIR2DL3 95 77 0.11 

KIR3DL1 63 77 0.32 

KIR3DL2 
 
 

74 91 0.14 

KIR2DS1 32 68 0.029* 

KIR2DS2 84 68 0.23 

KIR2DS3 26 32 0.69 

KIR2DS4 53 77 0.09 

KIR2DS5 21 36 0.28 

KIR3DS1 
 
 

32 
 

73 
 

0.012* 
 

KIR2DL4 89 73 0.17 

                                 # test exact de Fisher, * p < 0.05. 
 

(B) 
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Figure 2 : Distribution des phénotypes KIR2DL2+, KIR2DL3+ et KIR2DL2/KIR2DL3 chez 
les patients et les contrôles. (A) : pourcentages. (B) : représentation graphique.  
 
(A)  

 % 
Contrôles  

%  
Patients   

KIR2DL2 seul 5 18 
KIR2DL3 seul 32 0 

KIR2DL2/KIR2DL3 63 77 
aucun 0 4.5 

 
(B)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Distribution des phénotypes KIR3DS1+, KIR3DL1+ et KIR3DS1/KIR3DL1 chez 
les patients et les contrôles. (A) : pourcentages. (B) : représentation graphique.  
 
(A)  

 % 
Contrôles  

%  
Patients   

KIR3DL1 seul 42 23 
KIR3DS1 seul 11 18 

KIR3DL1/KIR3DS1 21 55 
aucun 26 5 

 
 
(B)  
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Nombre totale de KIRs 
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Figure 4 : Variation du nombre total de récepteurs KIR, du nombre de KIR inhibiteurs et du 
nombre de KIR activateurs exprimés chez les patients et les contrôles. (A) : pourcentages. 
(B) : représentation graphique.  
 
 (A)  
 

Nombre total de KIRs 
(% contrôles, % patients) 

Nombre de KIR 
inhibiteurs 

Nombre de KIR  
activateurs 

  0                     0    0  (11,  0) 
  1     1  (  0,  5)   1  (16,  9) 
  2     2  (11,  9)   2  (26, 27) 
  3  ( 5,   5)   3  (11,  9)   3  (21, 14) 
  4  (11,  9)   4  (11,  0)   4  (16, 14) 
  5  ( 5,   0)   5  (37, 14)   5  (11, 14) 
  6  ( 5,   5)   6  (32, 64)   6  (  0, 18) 
  7  (32,18)   
  8  (21,   9)   
  9  (11, 14)   
10  (  0, 14)   
11  ( 11,  9)   
12  (  0, 18)   

 
 
(B)  
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___________________________________________________________________________ 
Tableau I: Caractéristiques épidémiologiques et cliniques des patients impliqués dans 
l’analyse de répertoire des gènes KIR (n = 22). 
___________________________________________________________________________ 
 
Sexe féminin*        9/22 (41 %) 
 
Age (années)**      51 (30 -75)   
 
Origine de l’infection*       
Intraveineuse      11/22 (50 %) 
Transfusion        6/22 (27 %) 
Autres            4/22 (18 %) 
Inconnu          1/22 (5 %) 
 
Durée de l’infection (années)**    21 (6 - 51) 
 
Charge virale plasmatique (log IU/ml) ** 6 (5,47 - 6,90) 
 
Genotype viral*           
1       12/22 (55 %) 
2           3/22 (14 %) 
3           5/22 (23 %) 
4           1/22 (5 %) 
ND           1/22 (5%)    
 
ALT (IU/ml)**      47 (22 - 130) 
 
Histologie* 
Score Metavir Activité/Inflammation       
1       10/22 (45 %) 
2         8/22 (36 %) 
3           4/22 (18 %) 
       
Score Metavir Fibrose       
0           6/22 (27 %) 
1         8/22 (36 %) 
2         4/22 (18 %) 
3           2/22 (9 %) 
4           2/22 (9 %) 
___________________________________________________________________________ 
 

* Nombre/total (pourcentage %) 
** Médiane (extrèmes) 
ND : non déterminé 
UI/ml : unité internationale/ml 
ALT : alanine aminotransférase 
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Tableau II: Profile d’expression des KIR dans la cohorte des patients (n = 22). 
Phénotype 2DL1 2DL2 2DL3 3DL1 3DL2 2DL4 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1 Nombre Fréquence

1 + + + + + + + + + + + + 4 18.1 % 

2 + + + + + + + + + +  + 2 9 % 

3 + + + + + + +   +  + 2 9 % 

4 + + + + + + +   + + + 1 4.5 % 

5     + + +     + 1 4.5 % 

6  +     +     + 1 4.5 % 

7 + + + + + +  +  + + + 1 4.5 % 

8 + + + + +     +   1 4.5 % 

9 + + + + + + + +  +  + 1 4.5 % 

10  +   + + + +  + + + 1 4.5 % 

11 + + + + + +  +  +   1 4.5 % 

12 + + + + +   + +    1 4.5 % 

13 + + + + + +    +   1 4.5 % 

14 + + + + + + + +    + 1 4.5 % 

15 + + + + +   +  +   1 4.5 % 

16 + +      +   +  1 4.5 % 

17 + +   +  + +  +  + 1 4.5 % 

 

Tableau III: Profile d’expression des KIR dans la population contrôle (n = 19). 
Phénotype 2DL1 2DL2 2DL3 3DL1 3DL2 2DL4 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1 Nombre Fréquence

1’ +  + + + +  +  +   2 10.5 % 

2’ + + + + + + + +  + + + 2 10.5 % 

3’ + + + + + +  +  +   2 10.5 % 

4’  +   + + + + +   + 1 5.2 % 

5’ + + + +  +  +     1 5.2 % 

6’ +  + +  +       1 5.2 % 

7’ + + +  + +  + + +   1 5.2 % 

8’   +  +   +     1 5.2 % 

9’ + + + +  + +     + 1 5.2 % 

10’   +  +   +   +  1 5.2 % 

11’ + + +  + +       1 5.2 % 

12’  + +   + + + +  +  1 5.2 % 

13’ + + + + + +  + + +   1 5.2 % 

14’ + + + + + +    +   1 5.2 % 

15’ +  + + + +  +  +  + 1 5.2 % 

16’ + + +  + + + + +   + 1 5.2 % 
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Discussion Générale et Perspectives 
 

 

 

Les cellules T CD8+NKR+ au cours de l’hépatite virale C chronique. 

 

Une des questions à l’origine de ce travail concernait la possibilité que l’infection 

chronique par le VHC conduise à une expansion/accumulation de cellules T CD8+ exprimant 

des récepteurs inhibiteurs de type NKR. Il a été proposé que de telles cellules pourraient être 

associées à la stimulation antigénique chronique et à l’inflammation qui caractérise les 

infections virales persistantes (Anfossi et al.,  2001 et 2004). En accord avec cette idée, des 

proportions accrues de ces cellules ont été observées chez des patients infectés par le VIH (De 

Maria et al., 1997 ; Costa et al., 2001).  

Nous avons pu détecter dans le sang et le foie des patients des lymphocytes CD8+ qui 

expriment des récepteurs de molécules HLA I. Par stimulation in vitro, nous montrons que ces 

récepteurs présents sur des lymphocytes T CD8+ d’origine intrahépatique sont fonctionnels 

puisqu’ils peuvent réguler négativement la réactivité de ces cellules à une stimulation par le 

TCR (Figure C3). Cependant, nos résultats ne suggèrent pas de phénomène d’accumulation 

massive de ces cellules chez les patients atteints par l’hépatite virale C chronique (Article 1). 

Bien que nous n’ayons examiné que peu d’épitopes du VHC, nos données suggèrent que la 

fréquence de cellules T CD8+ spécifiques exprimant des NKR est faible. Etant donné que les 

récepteurs KIR sont exprimés par des cellules T CD8+ très différenciées (Anfossi et al., 

2004), ce résultat est en accord avec l’observation que les cellules T CD8+ sont relativement 

moins différentiées dans l’hépatite C par rapport à d’autres infections virales. Il est donc peu 

probable que l’expression de NKR inhibiteurs par les cellules T CD8+ spécifiques puisse 

contribuer significativement à la persistance du virus. Il faut néanmoins souligner que 

l’expression de KIR par quelques rares cellules spécifiques du VHC révèle que ces quelques 

cellules présentent bien une différentiation poussée au cours de l’hépatite virale C chronique. 

La moindre différentiation phénotypique des cellules T CD8+ spécifiques du VHC les 

apparente plutôt aux T CD8+ cellules spécifiques de l’EBV par opposition aux cellules T 

CD8+ spécifiques du CMV (Appay, Dunbar et al., 2002; van Baarle, Kostense et al., 2002; 

Lucas, Vargas-Cuero et al., 2004). Nos résultats de l’analyse des NKR vont aussi dans le sens 
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de cette « parenté ». Ainsi, nous avons noté une fréquence un peu plus élevée de cellules LIR-

1/ILT2/CD85j+ que de cellules KIR+ ou NKG2A+ parmi les cellules T CD8+ spécifiques du 

VHC. Malgré cela, cette fréquence de cellules LIR-1/ILT2/CD85j+ est faible par rapport à 

celle décrite pour les cellules T CD8+ spécifiques du CMV mais proche de celle décrite pour 

les cellules T CD8+ cellules spécifiques de l’EBV (Antrobus et al., 2005).  

 

Nous avons noté une association forte du pourcentage des cellules CD8+CD94+ avec 

la charge virale sérique (Article 1). La signification possible de cette corrélation n’est pas 

claire. Premièrement, nous ne disposions pas toujours des valeurs de la charge virale 

intrahépatique qui semble plus pertinente que la charge sérique à cause de l’influence possible 

de facteurs extrahépatiques. De plus, dans la littérature, la virémie (même intrahépatique) ne 

corrèle pas de façon cohérente et reproductible avec les paramètres étudiés. Il n’y a ainsi pas 

nécessairement d’association claire entre la détection de réponses spécifiques et la charge 

virale des patients ; celle ci peut être forte même lorsque la présence de réponses T 

spécifiques anti-VHC est détectée.  

 

 

Les modifications phénotypiques des cellules T CD8+NKR+ au cours de l’hépatite virale 

C chronique. 

 

A cause de la très faible fréquence des cellules T CD8+ spécifiques du VHC, nous 

avons considéré que les modifications phénotypiques des cellules T CD8+ observées chez les 

patients reflètent probablement l’effet de « pervasive influence » décrit pour les cellules CMV 

spécifiques au cours de l’Hépatite C chronique (Lucas et al., 2004). Par exemple, parmi les 

cellules T CD8+ des patients, nous avons noté une augmentation de la fréquence de cellules 

CD45RO+ (40% (15-48) chez les patients versus 26% (17-34) chez des individus contrôles (p 

= 0.0095). Les conditions selon lesquelles, cet effet s’exerce ne sont pas connues. Il pourrait 

s’agir de mécanismes directs (interaction des virions avec les cellules) ou indirects (par effet 

de cytokines libérées durant l’inflammation). Notre étude montre que de telles différences 

phénotypiques peuvent concerner de façon différente certaines sous populations distinguées 

par l’expression de récepteurs NK particuliers. Par exemple, chez les patients, le niveau du 

marqueur de sénescence CD57 des cellules T CD8+ KIR+ est élevé par rapport à celui des 

cellules T CD8+ KIR+ des témoins tandis que celui des cellules T CD8+ NKG2A+ reste 

comparable dans les deux populations. La sensibilité des cellules T CD8+ à ce phénomène 
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pourrait être influencée par le cycle cellulaire puisque nous n’avons pas remarqué de 

modification phénotypique majeure des cellules NK au sens large chez les patients et que ces 

cellules se divisent à priori moins que les cellules T CD8 ayant un phénotype activé/mémoire.  

 

 

Les cellules T CD8+ infiltrant le foie au cours de l’infection VHC chronique. 

 

Par analyse ex vivo, nous avons mis en évidence une augmentation de la population T 

CD8+ intrahépatique avec le niveau de sévérité des lésions (Article 1). Ce résultat est en 

accord avec une observation plus ancienne du laboratoire montrant une accumulation des 

transcrits CD8β dans le foie malade en fonction de la gravité des lésions (Leroy V et al., 

2003) et des études histologiques indiquant un enrichissement de l’infiltrat lymphocytaire 

proinflammatoire en cellules CD8+ chez les patients VHC+ (Fiore et al., 1997 ; Galle et al., 

2001). Ces cellules T CD8+, qui comme l’indiquent les études faites au moyen de complexes 

multimériques peptides VHC:molécules HLA I, sont dans leur grande majorité non 

spécifiques du VHC, sont, en l’absence de contrôles, probablement impliquées dans la 

nécrose et l’apoptose des hépatocytes au travers de la sécrétion de cytokines et/ou 

d’interactions cellulaires (Shoukry et al.,  2004; Racanelli et al.,  2003; Chisari et al.,  2005; 

Bowen and Walker 2005).  

Bien que nous n’ayons pas détecté de différences sensible en terme de contenu 

intracellulaire en molécules anti-apoptotique bcl-2 entre cellules circulantes T CD8+ des 

patients et des contrôles (résultat non montré), l’ensemble des cellules circulantes CD8+ des 

patients semble moins sensible à la mort cellulaire associée à l’activation ex vivo (Figure C2). 

Ainsi, tandis que chez les contrôles, cette susceptibilité est réduite parmi les cellules 

CD8+KIR+, chez les patients, les cellules T CD8+KIR+ mais également CD8+KIR- sont plus 

résistantes. Les cellules CD8+NKG2A+ et CD8+NKG2A- sont elles aussi moins sensibles. Il 

est possible que cette caractéristique puisse contribuer à la persistance de l’ensemble des 

lymphocytes T CD8+ au sein du tissu hépatique malade et amplifier leurs effets délétères. 

En situation normale, la population T CD8+ présente dans le tissu hépatique est 

régulée par des mécanismes de contrôle. Des données récentes indiquent que l’interaction de 

la molécule inhibitrice PD-1 avec son ligand (PDL-1) qui est exprimée de façon constitutive 

sur les cellules endothéliales des sinusoïdes et les cellules de Kupffer (Iwai et al., 2003) peut 

réguler l’accumulation/élimination des lymphocytes T CD8+ dans le foie. Ainsi, des souris 

déficientes en molécules PD-1 sont caractérisées par une accumulation spontanée de 
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lymphocytes T CD8+ dans le foie (Dong H et al., 2004). Chez ces animaux, la prolifération 

des cellules T CD8+ en réponse à l’antigène est normale mais la délétion de ces cellules dans 

le foie est affectée et peut conduire à des lésions hépatiques. En cas d’infection du foie par 

l’adénovirus, l’absence de PD-1 conduit à l’élimination rapide du virus qui en revanche 

persiste chez les contrôles (Iwai et al., 2003). Il serait important de déterminer si l’expression 

de PD-1 est significativement modulée sur les lymphocytes T CD8+ des patients infectés 

chroniquement par le VHC. Pour essayer d’examiner cet aspect, nous avons analysé les 

cellules T CD8+ des patients pour l’expression de PD-1 humain. Des expériences 

préliminaires sur un petit nombre d’échantillon n’ont pas révélé de différence forte entre 

cellules T CD8+ hépatiques et circulantes ou entre cellules T CD8+ circulantes de patients 

versus contrôles (résultats non montrés). Néanmoins, une étude plus complète mérite d’être 

faite, notamment une analyse fine d’expression en fonction de la sévérité des lésions. Chez 

l’homme, PDL-1 est exprimé également par les cellules de Kupffer et les cellules 

endothéliales et faiblement par les hépatocytes. Cette expression est un peu accrue lors 

d’infections virales in vitro (adénovirus, HBV) mais elle l’est fortement par l’IFN-α 

(Muhlbauer et al., 2006). L’interaction PD-1-PDL-1 pourrait donc jouer un rôle dans les 

traitements utilisant l’IFN-α. 

 

 

Un rôle pour les cellules NK-CTL dans les lésions hépatiques au cours de l’hépatite 

virale C chronique ? 

 

Dans l’Article 1 des résultats nous décrivons une corrélation positive entre la 

fréquence des cellules T CD8+NKG2A+ infiltrant le foie et la gravité des lésions du tissu 

(score Métavir activité). Nous avons présenté des interprétations possibles de cette association 

dans la discussion. Il existe cependant une autre possibilité pour discuter ce résultat. Cette 

possibilité fait référence à la sous population des cellules dites NK-CTL (NK-cytotoxic T 

lymphocytes). Les NK-CTL sont des sous populations de lymphocytes T αβ CD8+ de type 

mémoire qui expriment des récepteurs inhibiteurs spécifiques de molécules HLA I 

(notamment l’hétérodimère CD94-NKG2A) et sont capables de lyser efficacement de 

nombreuses cellules tumorales mais pas les cellules normales (Moretta L et al., 2003). Les 

NK-CTL utilisent leur TCR pour reconnaître HLA-E. Elles peuvent être détectées comme des 

populations oligoclonales ou clonales dans le sang circulant probablement en réponse à des 
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complexes peptides viraux :HLA-E. Il a été proposé que les NK-CTL pourraient tout comme 

les cellules NK, participer aux réponses contre les virus qui ont tendance à réduire 

l’expression des molécules HLA I sur les cellules infectées (comme c’est le cas du CMV) et 

qui peuvent ainsi échapper à la réponse médiée par les cellules T CD8+ antivirales classiques. 

On sait que HLA-E peut présenter le peptide core35-44 qui correspond à une zone 

conservée chez le VHC, en surface des cellules infectées (Natterman et al., 2005). Il est donc 

en théorie possible que le complexe core35-44:HLA-E puisse être reconnu par le TCR αβ de 

cellules NK-CTLs et que l’association que nous décrivons reflète cette reconnaissance et la 

destruction des cellules infectées qui pourrait en résulter. Toutefois, à la différence du CMV, 

l’infection par le VHC ne diminue pas (mais au contraire augmente sensiblement) le niveau 

d’expression des molécules HLA I sur les cellules cibles. Cet effet pourrait compromettre le 

chargement de HLA-E par un/des peptides du VHC car, à la différence d’une cellule infectée 

par un virus qui réduit l’expression des HLA I, le(s) peptide(s) VHC capables de lier HLA-E 

sont alors toujours en forte compétition avec les peptides leaders des HLA I. De plus, une 

bonne expression des HLA I peut permettre d’engager des KIR inhibiteurs qui peuvent aussi 

être présents sur les NK-CTL (comme KIR2DL1 et KIR2DL2) et l’on sait que ces KIR 

peuvent inhiber efficacement la réactivité des NK-CTLs lorsque les cibles présentent un 

niveau HLA I normal. (Moretta et al., 2003). Enfin, dans le foie malade, le niveau 

d’expression de HLA-E n’est pas un facteur limitant, il est au contraire fortement exprimé par 

les cellules de Kupffer, les LSEC, des cellules dendritiques et aussi des monocytes 

(Natterman et al., 2005) et il est une source d’inhibition efficace via NKG2A (même 

complexé au peptide core35-44). Pour ces raisons, il est peu probable que l’interaction du 

TCR de NK-CTL avec des complexes peptide(s) VHC:HLA-E empêche (par effet de 

compétition) NKG2A d’interagir avec son ligand inhibiteur. Tous ces facteurs pourraient, à la 

différence d’une infection par le CMV, ne pas permettre une activation efficace des NK-CTL 

lors de l’infection persistante par le VHC. En accord avec cela, des travaux antérieurs du 

laboratoire ont montré qu’il n’existe pas de biais significatif du répertoire TCR BV ou BJ 

dans le foie des patients par rapport à du foie normal (Vigan et al., 2003) or il semble que 

l’activation des NK-CTL in vivo se traduise au contraire par l’expansion de cellules porteuses 

de domaines BV particuliers (Moretta et al., 2003).  

Néanmoins l’hypothèse que des NK-CTL puissent être activés dans le foie malade 

devra être testée directement. Il serait tout d’abord important de tester si parmi les cellules T 

CD8+NKR+, il existe des cellules qui répondent au complexe core35-44:HLA-E in vitro. 

Ceci pourrait être examiné avec des cellules du sang des patients mais des expériences faites 
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avec des cellules fraîchement extraites du foie seraient plus informatives bien que plus 

difficiles. Des essais de comarquage des cellules T CD8+NKG2A+ d’origine inrahépatique 

par différent anticorps anti-Vβ pourraient aussi être tentés pour rechercher d’éventuels biais. 

Pour revenir à l’association entre la fréquence des cellules T CD8+NKG2A+ infiltrant 

le foie et la gravité des lésions, il serait intéressant de rechercher la distribution de ces cellules 

dans le tissu. Ainsi, des essais de comarquage de coupes histologiques de foie par anti-CD8β 

plus anti-NKG2A pourraient aider à déterminer la distribution de ces cellules par rapport aux 

zones de nécrose. 

Enfin, une étude de l’expression des récepteurs de chimiokines par les cellules T 

CD8+NKR+ en général (et les cellules T CD8+NKG2A+ en particulier) qui infiltrent le foie 

malades permettrait d’estimer leur potentiel de recirculation. 

 

Les Cellules NK des patients infectés par le VHC. 

 
Lors de l’analyse du compartiment NK des patients, des altérations de la 

représentation des cellules NK, mais aussi de certaines de leur sous populations, ont été 

notées : réduction de la fréquence des cellules NK circulantes avec modification du ratio des 

sous types CD56dim et CD56bright. Dans le foie malade, la fréquence des cellules NK apparaît 

bien inférieure à celle caractérisant un foie sain et qui est décrite dans la littérature. Nous 

avons eu recours à ces valeurs car il ne nous était pas possible d’utiliser des échantillons de 

foie humain complètement dépourvus de pathologie. D’une façon générale, ceci a parfois 

restreint l’interprétation des résultats obtenus avec les cellules intrahépatiques au cours de ce 

travail. 

Nous avons aussi observé une augmentation de la fréquence des cellules NK du sang 

qui expriment CD94 (Article 2). Cet effet a été détecté dans une étude indépendante (Jinushi, 

et al. 2004) mais dans cette dernière, une augmentation de la fréquence des cellules NK 

NKG2A+ a aussi été observée, ce qui n’est pas le cas dans notre étude. Nous n’avons pas 

d’explication claire pour cette différence. Par exemple la taille des échantillons n’est pas très 

différente contrôles = 18 et patients = 28 dans notre étude versus contrôles = 10 et patients = 

15 pour Jinushi et al. Il est possible que l’association négative que nous observons entre la 

charge virale sérique et la fréquence des cellules NK NKG2A+ puisse contribuer à cette 

différence. Ainsi, selon la virémie des patients impliqués dans ces études (non détaillée dans 

Jinushi et al.), la fréquence des cellules NK NKG2A+ de l’échantillon pourraient être 

sensiblement modulée. Il est aussi possible que des différences génétiques soient en cause 
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(cohorte de patients caucasiens versus asiatiques). Néanmoins, l’analyse expression de 

NKG2A a révélé une corrélation positive entre la fréquence de la fraction CD56bright des 

cellules NK NKG2A+ du sang et la sévérité des lésions et de la fibrose. 

D’une façon générale, nous n’avons pas noté de variation de la proportion des 

quelques cellules NK qui n’expriment pas CD56 (CD3-CD56-NKRs+) chez les patients. 

Cependant, une étude plus fine de ce compartiment pourrait être faite pour clarifier cet aspect 

par exemple au moyen de comarquages CD16, car des expansions de cellules NK CD56-

CD16+ caractérisées par une faible activité cytolytique à été décrite dans l’infection 

chronique par le VIH (Eger et Unutmaz 2004; Mavilio et al. 2005). De même, il n’existe pas 

d’information sur le statut des cellules NK immatures CD56-CD161+ (Perussia et al., 

2005) durant l’hépatite virale C chronique.   

 

En ce qui concerne la sous population des cellules NK qui exprime CD8 (Article 3), 

nous avons observé des altérations semblables à celles des cellules NK dans leur ensemble. 

Ainsi, la fréquence des cellules NKCD8+ est réduite chez les patients et leur répartition entre 

cellules CD56dim et CD56bright est aussi altérée. Au niveau du foie, une corrélation positive 

entre la fréquence des cellules NKCD8+ infiltrantes et le taux sérique des transaminases. 

Cette association est confirmée (et étendue aux paramètres histologiques) pour la fraction des 

NKCD8+ CD158b,j+ intrahépatiques. En raison de son fort potentiel cytotoxique, la sous 

population NKCD8+ pourrait en théorie participer au développement des lésions. Bien que 

des données obtenues in vitro suggèrent que les cellules NK puisent contrôler la réplication du 

VHC dans les hépatocytes (Li et al. 2004), il n’existe pas actuellement de données impliquant 

les lymphocytes NK de façon importante dans la réponse antivirale et dans le développement 

des lésions du foie. En accord théorique avec cela, il existe plusieurs moyens pour le VHC 

d’interférer avec la réponse des cellules NK de l’hôte (voir la discussion des Articles 2 et 3). 

Cependant on ne sait pas si les cellules NK CD8+ partagent le même niveau de susceptibilité 

que les autres cellules NK vis à vis de ces facteurs et donc si elles sont sensible à l’influence 

du virus. Par exemple, il serait important d’analyser si la population NK CD8+ est aussi 

sensible aux effets inhibiteurs de l’engagement de CD81 par la protéine E2 par rapport aux 

autres cellules NK. Il est possible de détecter des signes d’activation des cellules NK CD8+ 

chez les patients. Par exemple sur plusieurs patients testés, 10 à 20 % des cellules NK CD8+ 

expriment NKp44 en surface alors que cette fréquence est de l’ordre de 1% chez les contrôles 

en accord avec le fait que ce récepteur est absent des cellules NK non activées (résultats non 

montrés). Par ailleurs, des informations sur le rôle des NKCD8+ dans l’hépatite C chronique 
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ont pu être masquées dans certaines études en raison de l’expression de CD8. Ainsi, des 

examens histologiques basés sur des marquages simultanés de molécules CD8α-Perforine ou 

CD8α-Granzymes ne font pas la distinction entre LT CD8+ et cellules NK CD8+. Il en est de 

même des expériences de déplétion des cellules CD8+ au moyen d’anticorps anti-CD8α dans 

des modèles animaux d’infection par le VHC. 

 
 
Conclusion. 
 

Nous avons analysé, chez les patients infectés de façon chronique par le VHC, les 

populations lymphocytaires sanguines et intrahépatiques exprimant des récepteurs de 

molécules HLA de classe I (NKG2A et des membres du groupe KIR) qui sont très importants 

pour la régulation des cellules NK mais qui peuvent aussi être exprimés par les lymphocytes T 

CD8+ activés/mémoires. Nous n’avons pas détecté de phénomènes d’accumulation massive 

de ces cellules chez les patients y compris dans l’infiltrat T CD8+ qui est important au niveau 

du foie malade. Au niveau des cellules NK, nos résultats indiquent une dérégulation de la 

fréquence des cellules circulantes chez les malades avec une modification de représentation 

des sous types CD56dim et CD56bright. Ceci est retrouvé au sein de la fraction NKCD8+. Dans 

le foie, la fréquence des cellules NK apparaît bien inférieure à celle caractérisant un foie 

humain normal. Ces altérations pourraient refléter l’interférence du VHC avec la réponse 

antivirale des cellules NK de l’hôte. Dans leur ensemble, nos résultats montrent donc que 

l’analyse de l’expression de récepteurs de molécules HLA de classe I met en évidence de 

multiples altérations de la représentation de sous populations lymphocytaires T et NK au 

cours de l’hépatite virale C chronique et révèle des associations positives de certaines de ces 

sous populations avec des paramètres cliniques majeurs de la maladie.  
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A. Lymphocytes T CD8+ spécifiques d’antigènes du VHC. 
 
 
 
         TCR  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fréquence        Très faible       Rare              Rare            ? 
 
Interaction  TCR:          TCR:                        TCR:                        TCR: 
Activatrice     (HLA I + pep.)          (HLA I + pep.)         (HLA I + pep.)        (HLA E + pep.) ? 
 
 
Interaction     KIR:HLA I*       NKG2A:HLA-E**       KIR:HLA I* 
Inhibitrice                  NKG2A:(HLA-E + pep.)#  NKG2A:HLA-E** 
                      NKG2A:(HLA-E + pep.)#   
 
Destruction 
Hépatocytes     +         ---/+                         ---/+                        ----   
Infectés 
 
 
 
B. Lymphocytes T CD8+ non spécifiques (réactivité croisée). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fréquence             Elevée                        Faible                        Faible   
 
Interaction    TCR:                TCR:                           TCR:                       
Activatrice              HLA I           HLA I                         HLA I                
 
 
Interaction            KIR:HLA I*     NKG2A:HLA-E**       
Inhibitrice                           NKG2A:(HLA-E + pep.)#   
           
Destruction 
Hépatocytes    ++++                --/+                            --/+                           
 

LT  
CD8+ 

 

LT  
CD8+ 
KIR+ 

LT  
CD8+ 

 NK-CTL 

LT  
CD8+ 

NKG2A+

LT  
CD8+ 

 

LT  
CD8+ 

NKG2A+

LT  
CD8+ 
KIR+ 

KIR NKG2A
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Synopsis des interactions récepteur:ligand affectant probablement les cellules T CD8+ 
intrahépatiques et estimation de la contribution relative de ces cellules aux lésions 
tissulaires associées à l’hépatite virale C chronique. 
 
En raison de leur très faible fréquence, les LT CD8+ spécifiques du virus (A) contribuent 
probablement que peu aux lésions hépatiques. Très peu de ces cellules expriment des NKRs 
qui, bien que fonctionnels, ne semblent pas donc en cause dans l’évolution vers la chronicité. 
L’existence de cellules T CD8+ de type NK-CTLs spécifiques du VHC reste hypothétique. 
Leur réactivité potentielle serait probablement fortement inhibée (voir discussion).  
Dans le cas des nombreux LT CD8+ activés qui sont recrutés dans le foie sous l’effet de 
l’inflammation (B), leur participation substantielle à la destruction des hépatocytes peut être 
due à des réactivités croisées. Les NKRs ne peuvent pas contrôler efficacement cette 
réactivité car, bien que leurs ligands semblent disponibles, ces récepteurs ne sont présents que 
sur des fractions relativement limitées de ces LT CD8+.  
* l’interaction KIR:HLA I est probablement productive car le VHC induit une expression 
soutenue des molécules HLA I (et donc également de leur peptide leader capable de 
s ‘associer à HLA-E). 
** HLA-E est fortement exprimé par différents types cellulaires dans le foie infecté. 
# l’interaction NKG2A:HLA-E peut délivrer un signal inhibiteur même lorsque HLA-E est 
associé au peptide VHC Core 35-44. 
HLA I = HLA-A/B/C + peptides du soi,  
(HLA I + pep.)  =  HLA-A/B/C + peptides VHC,  
HLA-E = HLA-E + peptide leader HLA I,  
(HLA-E + pep.)  = HLA-E + peptide VHC. 
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Représentation schématique situant les lymphocytes T CD8+ et NK intra-hépatiques vis 
à vis de la nécro-inflammation lors de  l’hépatite virale C chronique. 
 
Les rares LT CD8+ spécifiques du VHC sont susceptibles de lyser des hépatocytes infectés 
(en gris) mais aussi des hépatocytes non infectés. Les nombreux autres LT CD8+ sont 
susceptibles de lyser les hépatocytes de façon non antigène-spécifique. Comme discuté 
précédemment, la présence de LT CD8+ de type NK-CTLs spécifiques du VHC n’est pas 
connue. Tandis qu’un rôle pour les NK au sens large dans les lésions du foie n’est pas étayé, 
nos résultats posent la question d’une possible contribution de la fraction des lymphocytes 
NKCD8+ qui expriment CD158b,j. De part la relative faible affinité de l’interaction de 
CD158b,j avec HLA-C1, l’activité cytolytique de ces cellules pourraient être moins contrôlées 
que les cellules NKCD8+ qui expriment CD158a,h ou NKG2A. Au niveau histologique, la 
participation de cellules NKCD8+ aux lésions pourrait avoir été assimilée à celle des LT 
CD8+ en raison de l’usage fréquent d’anticorps anti-CD8α. 
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Résumé 

Chez seulement 20 % des patients environ, l'hépatite virale C évolue vers la guérison. 
Pour les autres 80%, la maladie devient chronique avec un risque important de cirrhose. A 
l’inverse de la phase aiguë où elle peut éradiquer le virus, la réponse immunitaire est 
probablement la cause majeure des lésions hépatiques en phase chronique.  

L’objectif de ce travail était d’analyser, chez les patients atteints d’hépatite virale C 
chronique, les populations lymphocytaires circulantes et intrahépatiques exprimant des 
récepteurs de molécules HLA de classe I qui sont très importants pour réguler la biologie des 
cellules Natural Killer (NK) et qui peuvent aussi être exprimés par les lymphocytes T (LT) 
CD8+ activés/mémoires. Nous avons ainsi examiné les caractéristiques et la distribution des 
lymphocytes T CD8+ exprimant NKG2A (un récepteur des molécules HLA-E) et de membres 
du groupe KIR (CD158a,b et CD158b,j) qui se lient à des régions polymorphiques des 
molécules HLA-C. Bien que les situations d’infection chronique pourraient représenter un 
contexte propice à l’émergence de LT CD8+ exprimant ces récepteurs, nous n’avons pas 
détecté de phénomènes d’accumulation généralisée de ces cellules dans le foie ou le sang des 
patients. Nous avons observé des différences de sensibilité entre LT CD8+NKG2A+ et 
CD8+KIRs+ vis à vis de l’influence de l’infection VHC sur le phénotype des LT CD8+. Par 
rapport aux paramètres cliniques de la maladie, nous avons observé une corrélation positive 
entre la fréquence intra-hépatiques des cellules T CD8+ exprimant NKG2A et le degré de 
sévérité des lésions.  

Au niveau des cellules NK, nous avons observé une baisse de la fréquence des cellules 
NK circulantes chez les malades avec une modification de la représentation des sous types 
CD56dim et CD56bright. Dans le foie, la fréquence des cellules NK apparaît bien inférieure à 
celle caractérisant un foie humain normal et la proportion de certaines sous fractions de 
cellules NK après distinction par expression des récepteurs KIRs semble diminuée. Enfin, 
nous avons analysé la distribution et les caractéristiques de la sous population CD8+ des 
cellules NK. Les résultats n’ont pas révélé de distinctions phénotypiques importantes entre 
patients et contrôles. Par contre, la fréquence des cellules NKCD8+ est réduite chez les 
patients et leur ratio CD56dim/CD56bright est également modifié. Au niveau du foie, nous avons 
observé une corrélation positive entre la fréquence des cellules NK CD8+ qui infiltrent le 
tissu malade et le taux de transaminases. Cette association est confirmée pour la fraction 
CD158b,j+ des NKCD8+ intrahépatiques. Ces résultats montrent que l’analyse de 
l’expression de récepteurs de molécules HLA de classe I  met en évidence de multiples 
altérations de la représentation de sous populations lymphocytaires T et NK au cours de 
l’hépatite virale C chronique et révèle des associations positives de certaines de ces sous 
populations avec des paramètres cliniques majeurs de la maladie.  
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