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Introduction



Lorsque la vie est apparue sur Terre, la grande €biop pour survivre a été lanceée.

Depuis les organismes monocellulaires les plus ipfémusqu’au niveau de complexité ou
nous nous trouvons, la course a la reproducti@ni@fpréservation de I'espéce guide nos vies.
Chaque organisme vivant a développé un éventailsylemes offensifs et défensifs
extrémement variés dont l'efficacité est synonynee dirvie et dans le cas contraire,
d’extinction. Parmi les défenses les plus efficass trouve le systeme immunitaire. Un
systeme vieux de plusieurs millions années appanupremier sous la forme d’amibes
capables de phagocytose dans les cavités ccelondgagaremiers étres multicellulaires. Le
parasite devenant utile a son héte, a l'instar adlenitochondrie. Un nombre incalculable
d’évolutions I'ont lentement amené a étre un forabié moyen de se défendre virtuellement
de toute attaque. Il se compose de deux grandsnbie®: le systeme immunitaire inné et le

systeme immunitaire adaptatif.

Le systeme immunitaire inné a été découvert en 128Elie Metchnikoff a travers la
phagocytose d’'une épine de rose par I'étoile de thepnstitue notre premiére barriere non
physique face a I'extérieur, au « non soi ». ll@shposé d’une multitude de cellules pouvant
phagocyter les éventuels éléments pathogenesesitté&s souvent aux interfaces soi/non-soi
telles que la peau, les muqueuses respiratoirgsstilies ou sexuelles et sont capables de
créer un environnement propice a la défense: déimfhation. Ces cellules, granulocytes,
lymphocytes TNK, NK et dendritiques, possedent éléments capables de reconnaitre des
motifs protéiques n’étant pas a I'état naturel daose organisme, les PAMPs (Pathogens
Associated Molecular Patterns). Ceux-ci sont reasenpar des récepteurs Toll chez la
Drosophile et Toll-Like chez 'Homme (TLR) et vommduire in fine un élément crucial Nf-
kB. Ce systéeme répondra rapidement, toujours de@me manieére au méme stimulus, n'a
aucune mémoire ni aucune spécificité. Il est ceetment apparu en premier au cours de
I’évolution puisque nous le retrouvons chez togséees vivants animaux ou végétaux, sous
différentes formes. Il existe également un systggueement protéique et acellulaire, le
complément, dont les premiéres molécules agissenteaniere des TLR en se fixant sur le
pathogene ce qui conduit a une cascade d'assersldage la phase finale est le recrutement

du complexe d’attaque membranaire créant des plaresles membranes.



Le systeme immunitaire adaptatif, quant a lui,aggtaru beaucoup plus réecemment a I'échelle
de I'évolution. Il est donc beaucoup moins répaadmavers les organismes vivants puisque
apparu chez les prognathes, poissons cartilagigaeméchoire, ancétres des vertébrés. La
théorie actuelle est qu'il serait issu de I'insamtid’'un rétrotransposon dans le génome d’un
ancétre commun codant un polypeptide proche desuimglobulines ou des récepteurs T. |I
est constitué de deux types cellulaires, les lymptes B et T, qui sont fabriqués
respectivement au niveau de la moelle osseuse ethylaus (les organes lymphoides
primaires). Chaque cellule nouvellement créée sgéaifique d’un seul motif présent dans le
non-soi : I'antigene. Il sera reconnu par un réeepB (BCR) ou T (TCR) spécifique d’un
lymphocyte. Afin de répondre virtuellement a toatgession, le répertoire de ces récepteurs
est bien entendu colossal, environ>1€ombinaisons théoriques possibles. La stratédie es
donc claire, générer en nombre et en diversitépdeificités afin de parer virtuellement a
toute éventualité. Ce systeme peut étre induit lgarsystéeme immunitaire inné via
linflammation, ce qui rend ces deux éléments mdpendants. Les cellules dendritiques, de
immunité innée, peuvent activer parallelementsistéme adaptatif. || se met en place
beaucoup plus lentement que le systeme inné cagitilaprés celui-ci en cas de premiére
agression par un pathogene donné et nécessite base pd’expansion clonale des
lymphocytes spécifiques des différents peptidesemts sur lintrus. Les deux types de
lymphocytes ont des fonctions trés différentes. Iyagphocytes B naifs vont rencontrer leur
antigéne spécifique via leur BCR et se différeneierplasmocytes capable de sécréter des
anticorps ou en cellules B mémoires, activable beap plus rapidement en cas de
réexposition avec le méme antigéne. Les anticofusétes peuvent étre neutralisant du
pathogene, une fois opsonisés ils peuvent activegrand nombre de cellules immunitaire et
induire la voie du complément en formant des corgdemmuns. Les lymphocytes T se
divisent trés grossierement en deux types : ldsleslexprimant CD4 ont plut6t des fonctions
de soutien (cellules T « helpers » (Th)) et somabées de reconnaitre un antigéne présenté
par une molécule de type HLA-2 (Human Leukocyteigent de type 2) via leur TCR. Ces
cellules font parties des cellules appelées callyeésentatrices de l'antigene (APC)
puisqu’elles peuvent recruter I'autre type de dediur, les lymphocytes T cytotoxiques (CTL)
qui expriment CD8. Ceux-ci reconnaissent un peppicdsenté par une molécule HLA-1 sur
une cellule infectée ou présenté par une APC. Qettennaissance de l'antigéne leve le
verrou sur les fonctions cytotoxiques et, apresapgjpn clonale, permet I'élimination de la

cible. Le systéme est ici simplifié a I'extréme su’il ne prend pas en compte les cytokines,



facteurs solubles pouvant influencer I'immunitétaus les différents réles que peuvent tenir

ces 2 types de cellules.

Malgré cela, de nombreux microorganismes ont ré@ussi frayer un chemin dans notre corps
afin de s’y multiplier. Les bactéries tout d’aboaitganismes procaryotes a trés fort pouvoir
reproductif et adaptatif, ont développé des mendwadres complexes afin de contourner ou
de survivre a I'action de notre systéeme immunitdge parasites eux, entrent au cceur de nos
cellules pour s’y cacher de nos défenses, les cigaoms possedent une forme sporique les
protégeant de tout et enfin, a la frontiére du niyan trouve les virus. Simplifié a I'extréme,
ce sont des informations génétiques et un matédicatif encapsidés dans une coque
protéigue. Les hypothéses sur leur origine somtcambre de trois :

- lls seraient apparus en méme temps que la vieldaosipe primordiale
- lls seraient issus de cellules ayant régressé évetnent
- lls seraient originaires de séquences mal réplguse de plasmides ou de

transposons s’étant échappés

lIs ne peuvent se reproduire en I'absence de eefidte, ce sont des parasites intracellulaires
obligatoires, ni produire ou utiliser de I'énergi®u leur classification a la limite du vivant.
Les virus peuvent contenir leur génome sous forriDN ou d’ARN, peuvent étre
encapsidés ou enveloppés, dans ce cas leur capsidenfermée dans une partie de la
bicouche lipidique de la cellule qui les a fabriguls existent sous deux formes, la forme
intracellulaire, le code génétique est dénudé etgqmsé par la machinerie cellulaire, et la
forme extracellulaire, dite infectieuse, qui estskule visualisable. De part leur immense
variéte, leurs stratégies d’infection sont extrémaentiverses et variées. Ils peuvent s’intégrer
dans notre génome ou rester dans le cytoplasmecaiter les éléments nécessaires a sa
réplication. L’évolution les a dotés de nombreuxyams d’échapper a nos défenses, comme
la possibilité d’interférer dans la synthese dessagers et effecteurs du systéme ou la faculté
de muter tres rapidement afin de s’adapter auxrammés du systeme immunitaire. De plus,
le coté pervers des systémes immunitaires estdrieandu d’exercer une pression sélective
sur les virus rendant 'émergence de clones rédsstaévitable. La présente étude a été
réalisée a partir de patients ayant été contanmaé$sun d’entre eux, le virus de I'hépatite C
(HCV).



Le virus de I’hépatite C

Découverte :

Au milieu des années 70, un médecin américain ittanb au département de médecine
transfusionnelle au NIH (National Health Instityteldarvey Alter, a cherché a savoir quel
agent était responsable des infections consécutivastransfusions sanguines. En effet,
celles-ci étaient parfois suivies d’'un syndromeupieegrippal et quelques années plus tard
d’'une maladie hépatique. Il a dans un premier tedgz®uvert que la majorité d’entre elles
était due a un virus inconnu et différent de cetowpquant I'’hépatite A ou B, le virus de
I’hépatite non-A non-B transmissible au chimparge dizaine d’années de recherche et les
progres immenses de la biologie moléculaire pemhigeQui-Lim Choo, Michael Houghton
et George Kuo d’'identifier 'agent inconnu en 19&%hoo, Kuo et al. 1989) et la mise au
point d'un test de dépistage (Kuo, Choo et al. }9B8 découverte du HCV (fig.1) est assez
remarquable dans le sens qu’il s’agit de la preenggrtierement réalisée par des méthodes de

biologie moléculaire.

ULtRa: GoLiAtH

Fig.1: Le VHC
(wikipédia)

Structure :

Le HCV est un virus enveloppé d’environ 60nm denditte dont le génome est un brin
monocaténaire linéaire d’ARN de polarité positiemtenu dans une capside icosaédrique. Il a
ete classifié dans le groupe IV, la famille ddaviviridae et est I'unique représentant du
genreHepacivirus Son mode d’infection est essentiellement parahtét, dans une moindre
mesure sexuel. Sa prévalence est officiellementvifen 3% au niveau mondial, soit 180

millions de malades, mais en réalité les chiffrearpient étre bien plus élevés. Ses cellules



cibles principales sont les hépatocytes, bien que&glication ait été montrée aussi au niveau
des leucocytes (Castillo, Rodriguez-Inigo et al0®0 Ceux-ci pourraient étre un deuxiéme
réservoir viral, expliguant les réinfections obsmwy a la suite d'une greffe hépatique.
Récemment, une étude a montré que les sous-pamsatiie monocytes CDY4 CD16™

étaient certainement la source secondaire de (@oguillard and Patterson 2009).

Le génome du virus (fig.2) est long d’environ 9¢2ires de bases flanquées de 2 régions non
transcrites (NTR) en 5’ et en 3’ de la région cddgiato 2000). Ces NTR ont une structure
spatiale tres complexe associ€e a leurs diversesidos. La NTR en 5, long d’environ 340
nucléotides, contient un IRES (séquence interimeseltion des ribosomes) nécessaire a la
réplication virale (Jubin 2001). La séquence esseovée a 92% entre les différentes souches,
indiguant son importance dans le cycle viral. LaRN@n 3’ est constituée de trois parties
distinctes, une région d’environ 40 nucléotides trariable, une queue poly(U/UC) longue au
minimum de 25 nucléotides et une séquence de 98atides trés conservée appelée 3X-Tail
(Yi and Lemon 2003). La partie codante du génommal \@st séparée en deux parties, les
genes structuraux en premier en 5'suivis des geoestructuraux (NS) en 3’, séparées par le
gene de la protéine p7. L'ensemble est traduit $au®rme d’'une polyprotéine de 3010
acides aminés qui va étre clivée pour donner l'efe des protéines virales (Dubuisson
2007). Le nombre de génotypes actuellement idéntiist de sept, chacun d’eux étant a son

tour divisé en sous-types, ce qui porte a pred@de.nombre de variants.
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Génes et fonctions

1) Les génes structuraux

Situés a l'extrémité 5 du génome, ils codent mtgoement pour 3 protéines : core, E1 et
E2. Une quatrieme protéine peut éventuellement téaiduite, la protéine F, qui résulte de

I'épissage alternatif de core par un décalage dadon du cadre de lecture.

1-1) Core

La protéine core est la premiére protéine a étaeluite lors des phases précoces de
l'infection. Son réle premier est d’encapsider lemplexe formé par le génome et les
protéines NS. Pour cela, elle est capable de stnméuiser et d’interagir avec I'’ARN viral et
les protéines d’enveloppe (McLauchlan 2000). Cpttéine de 21kDa est principalement
localisée dans le cytoplasme au niveau du réticulundoplasmique mais on la retrouve
€galement en quantités plus faibles dans les detiét lipidiques et au niveau du noyau
(Dubuisson, Penin et al. 2002). Ces deux élémaigsdnt ainsi a penser qu’elle joue un réle
dans l'installation de la stéatose (Piodi, Chouteiaal. 2008) et qu’elle posséde une séquence
NLS (Nuclear Localization Sequence). Ses roles samhlencore plus nombreux puisqu’elle
possede également des fonctions oncogenes, alagittavec et modifie I'expression de c-
myc, qui régule 15% de tous nos genes, et p53sagla réponse au stress oxydatif. Elle peut
également se lier a d’autres protéines viraleeg®S5A, avec une importance cruciale pour
la production et 'assemblage de virions (Masakizuki et al. 2008). L'ensemble des

mécanismes d’action de core n’a pas encore été&éluc

1-2) E1 et E2

Les protéines d’enveloppe 1 et 2 sont des glycépres de 30 et 70 kDa respectivement. Les
sites de glycosylation de ces protéines, au nordbré-6 sur E1 et 9-10 sur E2, sont tres
conservés entre les différents génotypes (Goffaidl Qubuisson 2003). Elles forment un

hétérodimere non-covalent retenu dans un premmpgedans le réticulum endoplasmique

(Duvet, Cocquerel et al. 1998). Par un mécanisneenaltif inconnu, se produisant sirement
par erreur, elles peuvent s’agréger via des pastsfdres et rester dans la cellule sous forme
d’agrégats (Deleersnyder, Pillez et al. 1997). dasplexes viables sont ensuite exportés vers

la membrane plasmique au niveau des futurs boungmoents des virions afin de s’ancrer
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dans leur future enveloppe (Bartosch, Dubuissoal.e2003). De part leur position sur les
virions, il a été postulé qu’elles devaient étéeé a I'entrée du virus dans la cellule cible via
une liaison sur un putatif récepteur membranaieepiotéine E1, dont le(s) réle(s) exact(s)s
sont encore a élucider, possede deux particulaniés séquence interne de type peptide-
fusion ainsi qu'une séquence superenroulée (Cdled), caractéristiques des protéines
impliquées dans la fusion membranaire (Perez-Beévlwagno et al. 2006). De nombreuses
recherches ont pour le moment identifié plusieuasqueurs nécessaires a I'entrée du virus.
Parmi ceux-ci, la molécule CD81, ou tétraspaninété identifiee (Pileri, Uematsu et al.
1998) puisque E2 peut se lier a elle (Drummer, Boal. 2006). Une étude ayant montré que
des anticorps bloguant CD81 avaient la capacitetiier son pouvoir infectieux au virus. Le
virus n’infectant que le foie et CD81 étant exprini®quitairement, un ou plusieurs autre(s)
facteur(s) doivent entrer en jeu. Une protéine tigpa a montré une capacité a lier E2, SR-
Bl (Scavenger Receptor class B type 1) (ScarsAlisuini et al. 2002). Ce récepteur
« €éboueur » peut se lier a tous les types de Bpideir faciliter leur transport hors et dans la
cellule. Le HCV étant enveloppé de lipides, on caengd aisément son importance. Le fait
gue les cellules non hépatiques transfectées paominger ces deux récepteurs ne sont
toujours pas permissives au virus, d’'autres pretsont requises et restent a identifier. Deux
au moins d’entres elles ont été découvertes, ladiia-1 et I'occludine. Leur rdle sera plus
longuement détaillé dans la partie concernant déecyiral.

1-3) p7

Cette petite protéine de 7kDa est hydrophobe atss@ire a 'assemblage et a I'excrétion des
virons hors de la cellule (Sakai, Claire et al. 200Le ou les mécanismes auxquels elle
participe sont encore inconnus. Son géne sépane des protéines structurales et non
structurales sur le génome viral. Elle forme un beimexa ou hepta -mére servant de canal
ionique (famille des viroporines, comme la protéit2 du virus de la grippe) ancré par deux
domaines transmembranaires dans les membraness isBueréticulum endoplasmique
(Griffin, Harvey et al. 2004). Des essais in vitrolisant I'amantadine, inhibiteur connu de
M2, ont montré un effet génotype-dépendant suiMeau et la mobilité d’E2 dans la cellule
et la réplication virale (Griffin, Beales et al.@&) Castelain, Bonte et al. 2007).
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1-4) La protéine F

Elle est encodée par un cadre de lecture décalé@apport a celui de core de -2/+1 lors de la
traduction par les ribosomes. Elle est peu staaejemi-vie est trés courte, inférieure a 10
minutes, et elle est localisée dans le réticuludoptasmique. Sa dégradation semble médiée
par le protéasome (Branch, Stump et al. 2005).rE#ist pas nécessaire a la réplication virale.
Son réle est pour l'instant inconnu, tout commélequ’elle résulte ou non d’'un accident de
traduction. Les études sur ce sujet sont peu nambsemais divergent, entre la démonstration
d’'un manque de contrainte fonctionnelle sur lesatios, une séquence ne contenant aucun
domaine fonctionnel connu ou a l'inverse une intéoa avec p53 et c-myc en sous-régulant

le premier et en sur-régulant le second, tout cormone (Wu, Shao et al. 2007).

2) Les génes non structuraux

Ces genes, 5-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-3’, cddeour toute la machinerie
réplicative nécessaire au virus. Les six protéigest séparées apres traduction par des
protéases virales présentes dans le virion lof$ndiection. Ces protéines ont des interactions
tres complexes entres elles et avec les protéipbislaires, influencant énormément de

mécanismes comme le cycle cellulaire ou la répanseirale.

2-1) NS2

Cette protéine de 24 kDa est codée par le prengiee gon structural du génome viral. Un
certain nombre de paramétres et de partenairesepeunfluencer ses fonctions et leur
efficacité. Elle est impliquée dans le contréleavidu cycle cellulaire en sous régulant la
cycline A, bloquant ainsi le cycle en phase S,ypamécanisme encore inconnu. Le blocage
en phase S est un mécanisme présent dans beauadeptidns virales telles que celles
provoguées par le virus d’Epstein Barr, le cyton@geus ou encore HBV via sa protéine X
(Yang, Liu et al. 2006). NS2 peut aussi activerttaascriptions dépendantes du CRE (cAMP
Responsive Element) qui seraient une des clés déplacation virale (Kim, Kwon et al.
2007). Elle peut enfin inhiber une des voies mitralriales de I'apoptose, celle induite par
CIDE-B (Erdtmann, Franck et al. 2003). NS2 peutliseériser avec la partie N-terminale de
NS3 et l'efficacité de son activité protéase s'@nute modifiée. Elle forme alors
'autoprotéase NS2-3 qui catalyse le clivage NS2N&ement nécessaire a la réplication. Le

domaine de N-terminal de NS3 est le cofacteur d2 &l améne un site fixant Znhcapable
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de décupler l'activité protéasique de NS2. Seule, mpsséde une activité basale cystéine-
protéase et est localisée dans la membrane dultgtiendoplasmique (Pallaoro, Lahm et al.
2001). Le role exact de NS2-3 dans la réplicatiosle est encore inconnu, ainsi que celui de
NS2 seule. Une des hypothéses désigne NS2 commégyulateur du niveau de NS3, et donc

un régulateur de la réplication virale.

2-2) NS3

NS3 est la deuxieme protéase codée par le virdhéeatite C. Cette protéine de 70kDa
localisée dans le cytoplasme semble jouer beaudeupbles différents et est I'une des plus
étudiées. Sa partie N-terminale est un cofacteua grotéase NS2-3 et du site actif sérine-
protéase et que sa partie C-terminale contientddegines triphosphatases et ARN-hélicases
(qui séparerait les ARN positifs néoformés et |l brégatif originel). Elle est donc un
élément essentiel du complexe réplicatif viral tja’éorme avec NS4A et NS5B. Seule, elle
clive NS3-4A, complexée a NS4A elle catalyse leate des protéines NS en aval : NS4A/B,
NS4B/NS5A et NS5A/B (Lindenbach and Rice 2005).eElterfere également dans de
nombreux processus cellulaires (Tellinghuisen aimg R002). Elle peut se complexer avec
p53 et générer son accumulation dans le noyau, risvgp I'apoptose induite par
I'actinomycine D et inhiber la protéine kinase dégente de cAMP (PKA), ce qui lui donne
un réle potentiellement oncogene (Deng, Nagana-Etjal. 2006; Tanaka, Nagano-Fuijii et
al. 2006). Enfin, elle participe activement a I'appement du virus au systeme immunitaire

via plusieurs mécanismes.

2-3) NS4A

NS4A est une petite protéine de 8kDa possédantepitssfonctions. Elle active tout d’abord
l'activité sérine-protéase de NS3 en tant que detacelle participe a I'ancrage des protéines
du complexe de réplication via son domaine hydrbphet agirait sur NS5A en régulant sa

phosphorylation (Wolk, Sansonno et al. 2000).

2-4) NS4B

Cette protéine de 27kDa est encore trés largeménbmmue. A ce jour, ses seules fonctions
connues sont de participer au complexe de rémicaélle est capable de se lier a NS3, NS4A

et NS5A, et de réorganiser la membrane du réticldndoplasmique. En dimere avec NS4A,
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elle est capable d’'inhiber le trafic intracelluaet de former une « toile » (terme utilisé dans
'étude la décrivant) formée par les lipides dentlesome précoce (EE) contenant Rab5.
NS4B coprécipite avec Rab5 et beaucoup d’autre®ipes de I'EE sont ainsi piégées dans
cette toile et pourraient étre, en quelque soligepren otages pour servir la réplication virale.
Rab5 est crucial pour la formation de cette toildsgue qu’'un SiRNA Rab5 (ARN

« silencing » inhibant spécifiquement la trans@iptde Rab5) I'inhibe complétement (Egger,

Wolk et al. 2002).

2-5) NS5A

La protéine NS5A est, tout comme NS3, une protgomant un grand nombre de réles.
Paradoxalement, celui ou ceux gu’elle joue exactemans la réplication virale est méconnu
alors que ceux qui I'impliqguent dans les modifioag des fonctions cellulaires sont bien
mieux cernés. Elle existe sous deux isoformes d#spooléculaires 56 et 58 kDa en fonction
de son niveau de phosphorylation sur résidu sélimge par NS4A (Bartenschlager, Frese et
al. 2004). Les données actuelles permettent delwengue NS5A est vitale pour la
réplication virale et l'assemblage des virions. eElinteragit uniquement sous forme
phosphorylée avec core pour permettre au génoraedarse lier & cette derniere au niveau
des gouttelettes lipidiques (Shi, Polyak et al.200ne mutation en C-terminal de NS5A sur
un résidu sérine empéchant une phosphorylation &enpéduit d’'un facteur 100.000 la
production de virons. Les deux résidus sérine eter@inal doivent impérativement étre
phosphorylés pour interagir avec core et une primluoptimale de virions. Le domaine N-
terminal et son site de phosphorylation est aweggilis puisque aucun viron n’est observé si
cette partie de la protéine est deplétée (Tellimgny Foss et al. 2008). Elle peut aussi
interagir avec NS5B pour moduler sa fonction polsasé (Bartenschlager, Frese et al. 2004).
NS5A est également fortement suspectée d’étre nogeme. Par exemple, elle interagit avec
FBP (FUSE Binding Protein) qui est un partenairantode c-myc. FBP est normalement
dans le noyau mais dans le cadre de I'hépatit celllocalise avec NS5A dans le cytoplasme.
Elle possede aussi une séquence NLS en C-terntimadl@t la transcription de génes, sans

gue nous ne sachions si c’est de maniere direcitedinecte (Zhang, Harris et al. 2008).

2-6) NS5B

Derniere protéine codée par le HCV, d’'une massg8#®a, NS5B est la protéine majeure de
la réplication du virus. Il s’agit de la ARN polynase ARN dépendante (RdRp). C’est elle
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qui synthétise les nouveaux brins d’ARN positifpaitir du brin négatif originel, servant de
matrice a la machinerie traductionnelle de la ¢elinfectée. Elle ne dispose pas d’un systéeme
de lecture sur preuve et génére un nombre tréé élewreurs de copies, 20 x 1par site par

an (Behrens, Tomei et al. 1996). Elle fait partie @bmplexe réplicatif et aucune autre

fonction ne lui est connue a ce jour.

Le cycle viral

Bien que de tres nombreux progrés ont été réatisasernant la compréhension du cycle
viral du HCV, une multitude de zones d’ombres @tesinotamment sur I'implication exacte
de chaque protéine virale et des acteurs cellslalems I'entrée, la réplication, I'assemblage

et la libération des virons.

1) L’entrée du virus :

3 »\p-nllpormtaln
association

4 \ Post-binding interaction
) with SR-Bl and CD81

Binds GAGs, Late CLON1

maybe also
LDLR?

Low pH-dependent
fusion in an early
endosome

Fig.3 : Modele théorique d’entrée du virus
(The Accelerating Pace of HCV Research: A Summfaheadl5th International Symposium
on Hepatitis C Virus and Related VirusgSastroenterology January 2009)

Plusieurs études récentes ont mis en lumiére &tré important joué par les lipides dans

l'infection par le HCV (fig.3). En effet, il a étéontré que la particule virale pouvait se

complexer avec les LDL et HDL (Low/High Density biprotein) (Andre, Perlemuter et al.
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2005) et que les VLDL (Very Low Density Lipoprots)nétaient nécessaires a la réplication
(Huang, Sun et al. 2007), et enfin que les viripoavaient interagir avec les VLDL durant
'assemblage de ces derniéres et qu'’ils étaiemésE&censemble (Chang, Jiang et al. 2007).

En partant de ce fait, on peut faire 'hypothese tgs virus circulent associés a une VLDL
dans le sang et lorsqu’ils rencontrent leur celtilde. En ce qui concerne I'attachement a la
cellule cible, il a été montré que [I'héparinase,i giive I'héparane sulfate des
glycosaminoglycanes (GAG), inhibait la protéine &2’attachement du virus, tout comme
des anticorps dirigés contre LDL-R (LDL ReceptofBafth, Schafer et al. 2003;
Koutsoudakis, Kaul et al. 2006). Le « docking »vitus a la surface des hépatocytes pourrait
donc étre réalisé par une co-réception de la lp@pre associée au virus par LDL-R et du
GAG par E2 (Agnello, Abel et al. 1999). GAG et LI -étant ubiquitaires et le VHC
spécifique du foie, d’autres molécules spécifiqaes hépatocytes doivent étre requises pour

permettre I'entrée du HCV.

Identifiée en 2002, la molécule SR-BI (ScavengasdReor class B 1) (Scarselli, Ansuini et al.
2002), recepteur majeur régulant I'approvisionnemkeépatique en cholestérol via les HDL,
est un des acteurs participant a I'entrée du i@estanese, Graziani et al. 2007). Il a été
montré des interactions directes entre E2 et SKEBarselli, Ansuini et al. 2002) mais aussi
indirectes puisqu’il est aussi récepteur aux LDantdcelles lieées au virus circulant (Connelly
and Williams 2004). Il semblerait que le virus renite SR-BI avant CD81 puisque le virus
peut se lier sur des cellules CHO (Chinese Han®tary) SR-BI KO CD81 mais pas sur
celles SR-BlI KO CD81 (Evans, von Hahn et al. 2007). Ceci est encoraeliement en
débat.

La premiere protéine participant a I'entrée du wiau avoir été découverte est CD81 (ou
tétraspanine) (Pileri, Uematsu et al. 1998). Cettdécule possede une région LEL (Large
Extracellular Loop) qui contient la séquence némiessa la liaison avec E2 et a I'entrée du
virus. L’acces a cette zone est barré au virugdparglycanes spécifiques. Ceux-ci pourraient
disparaitre lorsque CD81 réorganise des microdagsginotéo-lipidiques membranaires pour
former des TEM (Tetraspanin-Enriched Domains), e st sa fonction premiére. CD81
aurait alors besoin d’étre au sein d'un TEM pouuvmr lier le virus, ce qui pourrait
expliquer le phénomene décrit ci-dessus dans laleasellules CHO (Kapadia, Barth et al.
2007; Voisset, Lavie et al. 2008).
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Aucune de ces deux molécules ne donnant un popeomissif au HCV par transfert a des
cellules non-hépatiques, au moins une autre datigipliquée. En 2007, la protéine présente
au niveau des jonctions serrées Claudine-1 (CLDH-&f¢ identifiée (Evans, von Hahn et al.
2007). En la transférant dans des cellules non-gsives, celles-ci peuvent étre infectées, ce
qui démontre le role tardif de CLDN-1 dans I'entdgevirus. De plus, cela démontre aussi
'importance de la polarisation cellulaire dansfiéctivité. Les hépatocytes étant organisés en
monocouche autour des sinusoides, ils sont toudésctes uns aux autres par des jonctions

serrées. Le virus, arrivant certainement par l&ses, a ainsi tout de suite acces a ces cibles.

Une autre protéine des jonctions serrées (fig:drc¢ludine, a récemment été mise en lumiére

de par son importance pour la pénétration du \iplsss, Evans et al. 2009). Son réle exact

étant a ce jour encore inconnu.

Sinusoids Tight junctions hirny

Mocus layer {
Apical side

Bile o
Canaliculi

Basolateral
surface

Protein complex

Occludin
Claudin 1
E-cadhesin
2041
JAM-1
Catenins
Cingulin
Actin

3
Central )
Vein ¢

Bronch |
Portal Vein |
|

Branch
Hepatic Artery

Fig.4 : Organisation du foie et des jonctions segé
Wikipédia

Une fois lié a la membrane plasmique, le proceddnternalisation débute. Bien qu’encore
largement inconnu, des éléments permettant de niéec@mprendre commencent a étre mis
en lumiére. Tout d’abord I'internalisation se faid un processus d’endocytose médié par la
clathrine (Blanchard, Belouzard et al. 2006) effusion des membranes aurait lieu dans
'endosome précoce. Le processus d’acidification adumpartiment pourrait changer la

conformation des protéines d’enveloppe du virupegtnettre le rapprochement et la fusion
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des membranes. Les protéines E1 et E2 ne seml@antpgir vis-a-vis des changements de

pH, mais étant nécessaires, une ou plusieurs aumkxules présentes dans les vésicules et

encore indéterminées devraient intervenir dansdeamisme.

2) La réplication :

L’ARN viral étant de polarité positive, il va servile matrice a la transformation en brin

négatif, utilisable par la machinerie cellulairej gera a son tour la matrice des brins positifs

destinés a étre encapsidés dans les futurs virions.

3) La traduction :

L’ARN viral ne possédant pas de coiffe en 5’, laduiction se fait via un mécanisme

indépendant contrélé par I'IRES ou les ribosome# stirectement recrutés sur le site de

traduction a la surface du réticulum endoplasmiguang, Sarnow et al. 1993; Honda, Beard

et al. 1999). La structure 3D complexe de 'UTRZer{fig.5) est capitale pour amorcer ce
processus (Yoo, Spaete et al. 1992; Rijnbrand, éreekek et al. 1995).
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La sous-unité 40s du ribosome va commencer pakeedirectement sur I'lRES de 'ARN.
Ce complexe va ensuite se lier a elF3 (eukariatitiation Factor 3) puis au dimere
elF2/ARNt méthylé/GTP, pour former le complexe 4Bsfin, la sous-unité 60s du ribosome
se fixe et le complexe 80s d'initiation est forntee,traduction peut commencer (Otto and
Puglisi 2004). De plus, de nombreux facteurs cailles (I'autoantigene La (ou p57, protéine
liant 'ARN et 'ARN polymerase Il et renforcantltraduction) (Ali, Pruijn et al. 2000),
RNP-L (RiboNucleoProtein L, impliguée dans I'épgspa(Hahm, Kim et al. 1998), PCBP
(Poly-C Binding Protein, qui participe a la stadaliion, I'activation et au silencing des ARM
messagers) (Fukushi, Okada et al. 2001), PTB (RyinrTract Binding protein, qui se lie a
'ARN prémessager et participe a I'épissage) (Anwali et al. 2000), ...) participent a la
régulation de la traduction de maniere encore opaquse liant a 'IRES et aux protéines

virales.

4) Processing de la polyprotéine :

Le génome du virus étant traduit d’'un seul tratisséorme de polyprotéine, la maturation
protéigue nécessite, dans un premier temps, deésages de la cellule hote. Les jonctions
core/E1l, E1/E1, E2/p7 et p7/NS2 seraient clivéeslpa signal-peptidases cellulaires, comme
tendent a le prouver les analyses d’hydrophobieitéla localisation membranaire des
protéines matures (Hussy, Langen et al. 1996).dre&ines non-structurales sont quant a
elles clivées par les protéases virales. NS2/N&8ligée par NS2-3, les autres jonctions sont
processées par NS3, certainement par clivage ségjudNS3/4A - NS5A/NS5B -
NS4A/NS4B-> NS4B/NS5A (Bartenschlager, Ahlborn-Laake et aR4;9Lin, Pragai et al.
1994; Tanji, Hijikata et al. 1994; Failla, Tomeiatt 1995).
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5) L’assemblage et la sécrétion des virions :

@ Core
—{ E1+E2
A NS3(helicase)

6ali NS5a/NS5b(polymerase)
@ Septing

== hnRNP A1

........

= EEN ER Lumen

Fig.6 : Modele hypothétique d’assemblage des viiuD : lipid droplet, TG : trans-golgien,
ER : endoplasmic reticulum)

http://www.postech.ac.kr/dept/life/mvl/hcv.html

Un modéle d’assemblage des virions, basé sur laedjfdéments dont nous disposons, a été
réalisé (fig.6). Il prévoit que I'ensemble du coew® réplicatif viral est ancré dans la
membrane du réticulum endoplasmique. E1+E2 seraigniaintés dans la membrane lors de
la phase de glycosylation durant leur maturatiomcfftierel, Op de Beeck et al. 2002;
Murakami, Ishii et al. 2006). La protéine core #emmenée autopolymérisée via des
gouttelettes lipidiques intracytoplasmiques suqletles elle serait ancrée (Barba, Harper et
al. 1997; Yan, Tam et al. 1998). La réplication dénome se ferait a linterface

cytoplasme/réticulum et le brin positif néoforméntrerait dans le futur virion

concomitamment a sa synthése.
La sécrétion des virions se ferait par la voie sitage de sécrétion. Le virus traverserait le

réticulum, serait transporté vers le golgi (Semfikalli et al. 2003) puis vers la membrane

plasmique pour étre libéré dans le milieu extrataile (Aizaki, Lee et al. 2004).
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L'hépatite C

Contractée par plus de 3% de la population mondsalié environ 200 millions de personnes,
'hépatite C est un probleme de santé publigue umaj®V.H.O. Hepatitis C: global

prevalence. Weekly Epidemiologic Records )99%s patients ont été essentiellement
infectés de deux manieres. La premiére, durardaneges 60-80, par transfusions de produits
sanguins contaminés, le virus n'ayant pas encaf¥edétouvert, et la deuxieme étant le
partage de seringues souillées chez les utilisatgeirdrogues injectables, comme I'héroine,

responsable aussi de la majorité des coinfectitidd/8épatite C.

Lors des tests de dépistages effectués lors desdiosang, la présence d’'anticorps anti-HCV
se montre de plus en plus souvent, indiquant quelebre de gens ayant été ou étant en
contact avec le virus serait beaucoup plus impbdae prévu, de méme que le nombre de
résolutions spontanées. La phase aigle de la rmakaldéclarant environ sept semaines aprées
la contamination est malheureusement asymptomapque environ 70% des malades. Les
symptoémes, lorsqu’ils sont présents, sont non-igées a la maladie, ce qui peut compliquer
le diagnostic. lls sont plutdt communs comme deslalos abdominales, un état pseudo
grippal, un prurit ou un ictére et durent moinsta®s mois. Il est a noter qu'il existe une
variante extrémement violente, heureusement tmes appelée hépatite fulminante dont les

causes sont encore en discussion.

Cette période est cruciale pour la prise d’unearaint puisque son efficacité atteint 90% pour
une durée de traitement diminuée de moitié paradp@ celle du traitement en phase
chronique. Cette efficacité décroit rapidementwauet & mesure que linfection s’installe. Le
virus est détectable dans le sang au bout de demsines et les anticorps dirigés contre lui
apparaissent entre la troisieme et la douzieme isemBntre 20 et 30% des malades vont
guérir spontanément. Durant cette phase de la malkdsystéme immunitaire, en luttant
contre le virus, exerce sur lui une pression s@kecte qui peut provoquer I'apparition de
mutations dites d’échappement et participer athitestion de la phase chronique. D’autres
facteurs entrent en jeu, notamment au niveau dtersgsimmunitaire de I'héte et de ses

parameétres génétiques, mais ils ne sont pas eantiéeement compris.
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La phase chronique de la maladie est déclaréeuersqdurée de la phase aigiie dépasse six
mois. Le fait qu’elle puisse étre asymptomatiquendaat plus de trente ans rend sa
découverte souvent fortuite. Une trés grande digpparmi les patients est observée quant a
sa gravité. Environ un tiers des malades ont urpatité « modérément ou tres active »
développeront une cirrhose dans les 10 a 20 aresrent leur risque de développer un cancer
augmenter fortement, un tiers aura une hépatiteu«getive » qui soit n’évoluera pas soit
installera une cirrhose dans les trente ans eh enfitiers ont une hépatite dont la fibrose
progresse si lentement qu’elle n'aura pas le tedgpdégénérer en cirrhose au cours de leur

vie.

Différents facteurs aggravant la maladie ont égntifiés parmi lesquels se trouvent le
génotype du virus infectant, la consommation dalcde surpoids, la présence d’une
stéatose, I'age et le sexe masculin. Durant laegfibsotique, les symptdomes courants sont
une fatigue générale, une perte de poids importamteétat pseudo-grippal, des douleurs
musculaires et articulaires, une légére fievre, dmangeaisons, des troubles du sommeil,
des douleurs abdominales, des nausées et desesoctbdnitifs ou dépressifs. Lorsque la
cirrhose s’installe, les symptdomes s’aggravent quesprovoqués par des défaillances des
fonctions hépatiques. Une augmentation de la pmmesssanguine intrahépatiques
('hypertension portale), une accumulation de ligudans la cavité péritonéale de I'abdomen
(I'ascite), des ecchymoses et une tendance aumesagnts, des douleurs osseuses, des
varices cesophagiennes, un ictére et un syndrontéfa@ence cognitive (I'encéphalopathie
hépatique). De plus de nombreuses manifestatiotra-b&patiques, qui sont souvent les
causes de la découverte de la maladie, sont aesoaida présence du virus, telles que
linflammation de thyroide (thyroidite), la cryodiolinémie, une glomérulonéphrite, le
diabéte sucré et le syndrome lymphoprolifératiebutes B. Il a été montré recemment que le
virus était capable d'infecter les cellules de lacroglie et les astrocytes au niveau du
cerveau, ce qui pourrait expliquer les troubles portementaux associés a I'’hépatite C.

La cirrhose induite par le virus peut rendre I'eomnement hépatique propice a I'apparition
d’'un cancer primitif du foie ou hépatocarcinome.luGei est le huitieme cancer le plus
fréquent au monde et est presque exclusivemenit ipdules hépatites B et C. Plus rarement,
en Afrique et en Asie, il peut étre induit par ¢jestion d’aflatoxine, une mycotoxine sécrétée
parAspergillus Flavusparasitant les arachides. Il est la premiéreecausndiale de greffe de

foie, puisque seule alternative du patient a oestke la maladie. Dans presque tous les cas de
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réimplantation, on observe une réinfection du grefbar le virus, ce qui indique la présence

d’un ou plusieurs autres réservoirs viraux hor$oifel

Le traitement actuellement utilisé, une bithéraplease de ribavirine et d'IfNpégylé, n’est
efficace que dans la moitié des cas d’infectionsl@ayénotype 1 (et jusqu’a 80% pour les
autres) et est tres éprouvant pour le malade. teh, dfgénere un nombre important d’effets
secondaires qui induisent un arrét de toutes legités du malade. L’injection d’IFN peut
causer de fortes fievres, des insomnies, une gdegeheveux et une grande sécheresse de la
peau (pour s’aggraver en déshydratation et corijot@&t La ribavirine elle peut entrainer une
anémie, une accélération cardiague ou des essuoefils. Les plus gros risques sont
lapparition d’'un syndrome d’épuisement et l'indoct d’'une dépression a tendances
suicidaires. Les effets du traitement sur I'immeéndt la maladie seront détaillés dans un

paragraphe leur étant consacré.

Le foie

1) Roles et particularités générales

En plus d’étre I'organe le plus volumineux du cohlpsnain, dont il représente 2% du poids
total, le foie est aussi I'un des plus importanis.est I'organe réalisant le plus de
transformations chimiques et possede des foncti@muration, de synthése, de stockage et
immunologiques. Le theme principal de ce travaihnétl'’hépatite C, je vais donc
naturellement m’attarder sur cette derniére fomcéiprés avoir brievement décrit sa structure

et ses autres fonctions.

Le foie est un organe constitué de deux lobes asigiaé, gauche et droite, n'est pas innervé
mais abondamment vascularisé. Le sang oxygénaiuvignt via I'artere hépatique et le sang
riche en nutriments en période postprandiale de tligestif via la veine porte. Ceux-ci se
mélangent au niveau des sinusoides. Le retour weiest assuré par les veines hépatiques qui

se jettent dans la veine cave inférieure.
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Fig.7 : L’'unité fonctionnelle hépatique : le lobule
(Wikipédia)
Le foie est constitué a 80% de cellules hépatighépatocytes) organisées en travées autour

~Branch ol
hepatic
ponal vein

des sinusoides. L'unité fonctionnelle du foie edbbule hépatique (fig.7).

Ses échanges avec le reste du corps se font pqlupart a travers sa double irrigation
sanguine qui se termine par une multitude de e jusqu'a l'intérieur du foie. D’autres
types cellulaires sont présents tels que les eslldles canaux biliaires, endothéliales, de
Klppfer (macrophages), de Ito (fonction métaboligeela vitamine A et des lipides et qui
fabriquent aussi la matrice extracellulaire autdarcellules endothéliales), ovales (cellules
pluripotentes permettant la régénération du fdigles lymphocytes intrahépatiques.

Il joue un rdle important au niveau du métabolisoes glucides puisqu’il décompose
l'insuline, il s’y produit la néoglucogenese (tréorsnation d’'acides aminés en glucose), la

glycogénolyse (transformation du glycogene en glai@t son opposé, la glyconéogenése.

Le foie est aussi le plus important régulateur deégie sanguine (et plus précisément
plasmatique). Il est le seul organe a passer ddupteur a stockeur de glucose. On dit gqu'il
est hypoglycémiant (stockage de glucose sous falenglycogene) ainsi qu'hyperglycémiant
(libere du glucose dans le sang aprés avoir fat glgcogénolyse) en période de jelne. Le
foie est donc le seul organe hyperglycémiant, biesle glycogéene puisse étre stocké ailleurs

dans I'organisme (myocytes, adipocytes,...).
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Pour ce qui est du métabolisme lipidique, il s'yalde la synthése des triglycérides, des
lipoprotéines, du cholestérol mais surtout il stalyi seul lieu de dégradation de ce dernier,

via les acides biliaires.

C’est aussi le lieu de recyclage des hématies ®laleocytes, il s’y produit la synthése de
facteurs de coagulation (les fibrinogenes). Il $farme également la bilirubine libre (qui est
toxique) due a la dégradation splénique des hématiebilirubine conjuguée (qui est non

toxique).

Enfin la fonction la plus connue du foie est calke détoxification. La clairance hépatique
permet la transformation de 'ammoniac en uréeaetidstruction de nombreuses toxines.
Cette clairance peut aussi poser probleme puidguelut éliminer les molécules présentes
dans les médicaments durant les traitements, ceemguiilimiter leur efficacité.

Enfin, la particularité du foie qui en fait un orgaa part est sa capacité de régénération
spontanée. En effet, il est capable de reconstiiisgu’a 30% de son volume. Ceci est di aux
cellules ovales, cellules souches hépatiques, xethapatocytes dormants (en phase GO du
cycle), qui sont capables, en cas de lésion, demetr en phase G1 et de se multiplier afin de

régenérer le tissu.

2) Un organe immunitaire a part

Le foie étant en contact avec un trés grand nordiametigenes étrangers importés via la
nourriture, il doit absolument contrbler le systémenunitaire pour éviter une destruction

massive des hépatocytes. La maniére la plus simplait d’induire une ignorance

immunitaire en excluant toute cellule participantiaaréponse, comme dans les globes
oculaires. La méthode utilisée par le foie consBténduire une tolérance immunitaire

périphérique envers les antigenes alimentairesdéfaut majeur de ce systeme apparait
lorsque le foie est victime d’une infection viraléenvironnement dans lequel les cellules
immunitaires vont agir tend plus vers linductiofurte tolérance que vers une réponse
antivirale forte et soutenue. Il faut donc une tégon locale unique du systéeme immunitaire
pour réaliser la ségrégation entre antigenes ataires et antigénes pathogéenes. Ceci fait du
foie un organe vraiment a part et d’'un intérét amoipour les transplantations. En effet, la
discordance de HLA n’affecte pas I'évolution degteffe hépatique chez 'lhomme, méme si

la prise d'immunosuppresseurs est requise. De [augeffe simultanée d'un foie et d'un rein
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ameliore grandement la survie de ce dernier. Degrences chez la souris ont montré que
cet effet tolérogéne de greffons était médié pauymphocytes intrahépatiques. Il est a noter
gu'en 2008, une greffe hépatigue chez une petile fi'a nécessité aucune prise
d'immunosuppresseur puisque son groupe sanguitlegshu celui du receveur ainsi que ses
défenses immunitaires. Des cellules souches saggy@@ trouvaient dans le greffon et ont
migré vers la moelle osseuse de I'enfant. Celleg-@nt fait leur travail et progressivement
remplacé les cellules de I'hdte. Cette fillette q@amte donc des leucocytes XY. Les
circonstances exactes de cette tolérance natwatieencore aujourd’hui a élucider. Enfin,
c’est un organe participant a I’'homéostasie lymptaie puisqu’il régule I'apoptose des

cellules activées devenues inutiles a l'issue didépense immune.

2-1) La tolérance alimentaire

Le foie contient en moyenne P&ellules immunitaires résidentes. Leur composigshtrés
différente de la périphérie, les proportions lymphes/cellules NK sont de 80/20 dans le
sang et de 50/50 dans le foie et les ratios daleslCD3 (marqueur lymphocytaire) CD4t
CDS8'" y sont inversés (fig.8). Une autre particularitéfdie est la présence d’un trés grand

nombre de cellules NK et surtout de Ne¥ etyd (Doherty, Norris et al. 1999).

Foie Sang

NKTY NKTYS
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2% 2
Cellules NK
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Lymphocytes B
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Cellules NK

il Lymphocytes T ey

2%

Fig.8 : Composition des populations immunitairepdité@ues et périphériques et des ratios
lymphocytes T CD4et CD8
Lapierre P. MEDECINE/SCIENCES 2007 ; 23 : 985-90
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Ces dernieres sont sécrétrices de cytokines Thhzet donc capables d’orienter la réponse
immunitaire vers la défense et non la toléranceplDs, les cellules présentatrices d’antigéne
résidentes, ou cellules de Kupffer, peuvent sécrd¢el'lL12 et 18 déclenchant ainsi la
différenciation des NK et leur sécrétion d’§ENEn contrepartie, dans I'espace de Disse, se
trouvent des cellules dendritiques immatures captans les antigenes entrant dans les
sinusoides rendus tolérogenes par la sécrétionitdives de TGB et d’IL10 par les cellules
endothéliales sinusoidales et les cellules de Kaipfifau and Thomson 2003). Comme
introduit plus haut, la tolérance hépatique est lgdix lymphocytes intrahépatiques. Des
études chez la souris ont montré qu'une déficiemmteCD1d (glycoprotéine associée aux
CMH | et a la présentation d’antigénes lipidiques sbi et du non-soi, nécessaire a
'activation des NKT) abolissait toute tolérancepagque. Les NKT, cellules capables de
sécreter des molécules de défense et de tolérasemient donc les effectrices
immunosuppressives influencées par I'environneragiokinique hépatique (Mars, Laloux et
al. 2002).

<+——Hépatocytes

L+ Epithélium fenétré

_

}Espace de Disse

Fig.9 : Exemple de sinusoides hépatique.
Jaune, violet bleu et vert : cellules immunitainesjge : cellules de Ito.
Lapierre P. MEDECINE/SCIENCES 2007 ; 23 : 985-90

Enfin, la tolérance orale, nécessaire pour évidatet réponse immunitaire due aux antigenes
alimentaires, implique une sous-population de NHKES INKT (Invariant NKT) (Trop,
Samsonov et al. 1999). Celles-ci sont restreinggsGb1d et ont un TCR invariant. Elles
induiraient I'apoptose via Fas-FasL des cellulesnimitaires activées qui seront ensuite
phagocytées par les cellules dendritiques (NowalkppKet al. 2006). Celles-ci deviennent

alors tolérogenes et participeraient a la prodaatie cellules T régulatrices spécifiques
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2-2) Le foie, un cimetiére de lymphocytes ?

Afin d’éviter des réponses immunitaires trop lorgpeuvant dégénérer et surtout devenues
inutiles une fois le pathogene éliminé, les lympfies T entrent dans une phase apoptotique
concomitamment a leur activation. Circulant dansaeg périphérique, les cellules activées et
apoptotiques sont drainées au niveau des sinusdideang vers le tissu hépatique (fig.9). Il
semblerait en effet que le foie soit en quelquatesaun « killing field » de lymphocytes.
Cette particularité est partagée avec plusieursesugrganes tels que les intestins (Wack,
Corbella et al. 1997). Une fois capturés par sgar®s, les lymphocytes entrent en apoptose
via la voie Fas/FasL et sont éliminés par les nyatages résidents (Crispe 1994; Crispe and
Huang 1994). Dans un modeéle de souris infectéeslgarrus de la grippe, bien que
I'infection soit restreinte au tractus respiratpiles cellules CD8apoptotiques spécifiques du

virus sont retrouvees en abondance dans le foie,(Beman et al. 1998).

A I'heure actuelle, on ignore pourquoi celle-ci fait préférentiellement dans le foie au
détriment des autres «killing fields ». Une exgtion serait une utilisation détournée du
mécanisme de tolérance alimentaire, détaillé dansatagraphe précédent. Il serait utilisé
pour tuer les cellules CD&ctivées par les antigénes alimentaires mais ae#iss activées
par un agent pathogéne éliminé. Pour ce fairaiéedapturerait les lymphocytes via le rolling
(Wong, Johnston et al. 1997), et donc des moléalibethérence. Celles-ci seraient ICAM-1
(Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) et VAP-1 (Vatar Adhesion Protein 1), exprimées
uniguement en cas d’inflammation sauf dans le foieleur expression est constitutive et
élevée (Morita, Watanabe et al. 1994, ligo, Suemat al. 1997);(Bono, Salmi et al. 1998).
Les lymphocytes activés exprimant LFA-1, le ligatitCAM-1, ils seraient captés par les
cellules de I'endothélium et les cellules de Kuppéaptureraient les lymphocytes non
adhérents via leurs dendrites étirées dans la tentdés vaisseaux sanguins hépatiques. Le
role de VAP-1 semble important puisqu’il provoquadhérence des cellules CDgle
maniere tres préférentielle (McNab, Reeves et 8B6) Les hépatocytes exprimant de
maniere constitutive Fas, les lymphocytes pénétiant le foie qui eux portent FasL de par

leur activation, vont donc entrer trés rapidemenagoptose et ainsi étre éliminés.

Les sites d'élimination des cellules CD4t CD8 semblent différents et ces derniers
subissent en trés grande majorité cette dépléQurelques cellules CD4sont piégées et

éliminées au niveau hépatique, mais ce phénomeneretativement marginal. Les
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« cimetiéres » de ces cellules semblent étre Idsules lymphoides associés aux intestins
(Ferrari, Urbani et al. 1999).

Virus et systeme immunitaire, une course contre la montre
adaptative

Si tant est qu’un virus ait un but dans la viesatait sans nul doute de pouvoir étre invisible
aux yeux du systeme immunitaire de son héte. Eat,défs virus n’échappent pas a la loi du
plus fort et du mieux adapté dans la course arldesULa capacité a s’adapter a leur héte, et a
le maintenir en vie le mieux et le plus longtempsgible est vitale. Le virus du rhume et ses
pandémies annuelles en est le plus parfait exentipfaute rapidement pour échapper au
systeme immunitaire, utilise la voie aérienne pmaiximiser sa zone d’effet, contamine son
hote humain, le rendant peu malade, donc capableodger et d’aller contaminer d’autres
hotes. L'exemple inverse serait le virus Ebolapoesable de la fievre hémorragique qui tue
tellement rapidement son hote que celui-ci n'a lgasemps de le transmettre a d’autres
personnes, ce qui en fait heureusement un virgspga « humanisé » et incapable d’induire

une pandémie.

Durant leur évolution les virus ont mis au pointttgs grand nombre de stratagemes visant a
éradiquer, ou a rendre inoffensive, la réponse initaue dirigée contre eux. Ceux-ci peuvent
étre classés en deux grandes catégories, les défantives, spécifiques a chaque virus, et
passives, dont I'induction est provoquée par I'hdeevais détailler ici ceux entrant en jeu lors
d’une infection par le VHC. Cette liste n’est biénidemment pas exhaustive, puisque nous

sommes encore tres loin d’avoir découvert et cosrpris ces mécanismes.

3-1) Les mécanismes d’échappement actifs du VHC.

Le virus est capable d’échapper a nos défenses hitames deés les tous premiers stades de
son cycle. En effet, le premier produit du génonralyvla polyprotéine, est capable a elle
seule d'activer PP2A (Phosphoprotéine PhosphatA3eg@i est un inhibiteur de la voie
STAT (Duong, Filipowicz et al. 2004).

La protéine structurale Core du virus possede aebneuses fonctions immunomodulatrices.
Elle peut dans un premier temps inhiber la forrmata complexe d’attaque membranaire du
complément en liant et séquestrant le fragment Chkgi blogue la maturation Thl et les

sécrétions d’IFN des lymphocytes CD4et d'IL12 par les cellules dendritiques induites p
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la reconnaissance des complexes antigéne-complé@er# peut aussi agir sur la voie 1L12
des macrophages en en supprimant la synthése eréiaht dans I'activation de AP-1
(Eisen-Vandervelde, Waggoner et al. 2004). Coreéxbs la capacité d’interagir directement
avec la voie des interférons et en particulier a8d®AT1. Ceci a pour conséquence de
diminuer I'activation d’IRF3 (Interferon Respondif@ctor 3), intermédiaire nécessaire a une
transcription de facteurs antiviraux induits pas ieterférons. Parmi ceux-ci, PKR (Protein
Kinase R) qui peut étre lié par Core et étre totalet neutralisé. Enfin, un mécanisme de
résistance probablement lié a la carcinogéneses o les cellules résistantes a I'apoptose

en sur-exprimant des inhibiteurs de caspases (S&satsumi et al. 2003).

La protéine d’enveloppe E2 reconnait un des réaepteellulaires au virus, CD81. Celui-ci
étant ubiquitaire, il se retrouve aussi sur lefuted NK. Lorsque E2 interagit avec CD81 sur

ces dernieres, cela leur envoie un signal inhibipewr la production d’'IFMet de TNF.

NS2 est également impliguée dans I'immunomodulatien la réponse anti-VHC. Elle
pourrait hypothétiquement sous réguler la voie BFvia un mécanisme utilisant I'inhibition
d’'IkB, facteur stabilisant du complexe NF-kB. Sdarerle plus détaillé est celui joué dans la
modulation de I'expression d’'un grand nombre deegenotamment ceux sous le contréle des
promoteurs du TNé, de I'lFNB et des chémokines CCL5/RANTES et CXCL10/IP10.

Parmi les protéines virales, NS3 semble étre |a phmpétente pour maitriser le systeme
immunitaire une fois complexée a NS4A. Elle pewgbker a la fois le systeme immunitaire
inné et la voie des interférons en interférant aeecoie TLR3, qui est impliquée dans la
reconnaissance des dsRNA viraux ou parasitaired. eeproduit soit en clivant TRIF (Toll
Like Receptor adaptator Inducing IFNb) soit en ativ MAVS (Mitochondrial AntiViral
Signaling protein), ce qui empéche I'activationMdle-kB et d’'IRF3 (Li, Sun et al. 2005). De
plus, une étude suggére que le domaine protéagigudNS3 peut interférer avec la
présentation antigénique via le complexe majeuristbhompatibilité de classe | en
interagissant avec LMP7_(LoMolecular Mass Protein 7). Celle-ci est une comptesau
protéasome impliquée dans la dégradation du peptidiggénique qui peut étre d'origine
virale, ce qui rend le virus invisible a la suriagiice du systéme immunitaire (Khu, Tan et al.
2004). Enfin, comme NS2, elle est capable de régusitivement ou négativement un grand
nombre de genes impliqués dans la survie et laif@mation ainsi que dans la réponse

immunitaire.
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Protéine aux multiples implications dans le cyclealy NS5A participe également a
'échappement viral. Elle est capable de se fixar STAT1, facteur clé de la réponse
antivirale puisque initiateur, et ainsi d’'empéckarmigration vers le noyau (Lan, Lan et al.
2007). Elle peut aussi provoquer la synthése d'(€8 CXCL8), chémokine attirant les

granulocytes et les neutrophiles qui tend a inhidneoie antivirale. Tout comme Core, NS5A
peut se lier sur PKR et le séquestrer pour empéetotivation de elF2 (Eucaryotic Initiation

Factor 2) ce qui a pour conséquence de rendresRBIA invisibles au systeme immunitaire

adaptatif.

La différence entre le nombre de protéines codéds eombre d’actions qu’elles sont
capables d’effectuer est un exemple frappant d@epacité d’adaptation des virus en dépit de
leur génome limité. Les protéines en quelque sapierennent de nouvelles fonctions en
évoluant tout en conservant celles déja acquiseglis, le virus étant capable de se répliquer
dans toutes les cellules immunitaires périphérid@easstillo, Rodriguez-Inigo et al. 2005) de
maniére certes moins efficace que dans les hégamayeci pourrait influencer la réponse
immunitaire anti VHC et le devenir de la théragbo(g, Lai et al. 2003).

3-2) Les mécanismes d’échappement passifs du VHC

Le premier d’entres eux, la formation de quasi-espgest situé a la frontiere des deux
groupes, puisque aléatoire mais provoqué par la Rdlpmérase NS5B (Manns, Foster et al.
2007). Comme décrit plus haut, cette enzyme gamerembre énorme d’erreurs de copies a
chaque réplication. Si une majorité d’entres edl@sduisent a la formation de virions altérés,
une partie en revanche générera des nouveauxquruge seront pas reconnus par les cellules
immunitaires déja sur les lieux de I'infection airé apparaitre un retard temporel du systeme
immunitaire sur la diversification virale, le virdera donc toujours la course en téte. Le
premier danger est bien sur di aux molécules dtermant et a celles de la défense
immunitaire. Elles exercent une pression séledivele virus qui tend a faire émerger les
clones les plus résistants (ou les plus discrBex).exemple, NS5B elle-méme peut muter sur
l'acide aminé 415, dans la putative zone de liaiso®r ARN viraux, ce qui la rendrait
résistante a la ribavirine (Young, Lindsay et &i02).

L’autre conséquence directe de la faible fidélied abpie de la RNA polymérase et de la
pression sélective est l'apparition de régions é@nmogme appelée HVR (Hyper Variable
Region). A l'instar du VIH, les protéines les pkigposées au systeme immunitaire sont aussi
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celles qui mutent le plus. Dans le cas du VHC,abis de la protéine d’enveloppe E2, qui
possede 2 HVR. La région HVR1 est un épitope nksdra car impliquée dans la liaison du
virus avec SR-BI. La pression sélective sur cqtttope étant majeure, elle va tres vite muter
pour faire échapper le virus au systeme humoralirtBot, lors de maladies séveres, HVR1
tend a devenir homogene, ce qui indique la présateeséquences tres faiblement
immunogénes stables. De plus certains malades ésemient aucune variation d’HVR1 et
pourtant n’éliminent pas le virus, ce qui tend endétrer l'inutilité du systeme humoral dans
le contrdle viral. HVR2 est intercalée dans la zdeeliaison de E2 a CD81, et est plutot
stable chez les patients chroniques. Il est a rmpterses mutations correlent avec la réponse
au traitement (Li, McMahon et al. 2008). Cette z@tant cruciale pour le virus, elle doit
pouvoir muter en conservant le motif de liaison@8C tout en diminuant son exposition aux
anticorps neutralisants de I'immunité humorale.t€ebntrainte est probablement a I'origine

de l'inefficacité d’un grand nombre des virions gaihéoformés.

Enfin, la séquence de NS5A contient elle aussi dégions d’'une importance capitale. La
premiere, 'ISDR (Interferon Sensitivity DetermigifiRegion), est située sur le site de fixation
a PKR (Tsai, Kuang et al. 2008) et détermine, consore nom lindique, la sensibilité du
virus a l'environnement induit par les interférorisa seconde, IRRDR (IFN Ribavirin
Resistance Determining Region) est située dansneathe V3 (Variable 3) de NS5A. Elle
semble étre corrélée avec l'apparition d’'une EVRrEVirologic Response). En effet, des
corrélations positives ont été trouvées entre &ggences et la réponse a la thérapie paalFN
chez des patients Japonais infectés par le géndtypPans ce cas, si ces régions possedent
plus de 4 (ISDR) ou 6 (IRRDR) résidus mutés, las#miité du virus a la thérapie est
maximale. Contrairement aux HVR, ces régions ddidenc étre conservées le plus possible.

Enfin, ce qui participe certainement le plus mamsignt a I'échappement immunitaire du
VHC est simplement I'organe visé. Comme décrit laat, le foie est un organe tolérogene,
incapable de faire la différence entre un antigélimeentaire, dont les cellules spécifiques
doivent étre éliminées, et un antigene viral irdattle foie dont les cellules spécifiques ne
devraient surtout pas étre éliminées rapidemeneffét « killing field » lymphocytaire
hépatique poursuit son ceuvre durant la maladiei@nt ies cellules spécifiques au virus, ce
qui appauvrit le champ de bataille en cellules Higges et compétentes. Cela provoquera
plus tard des dommages collatéraux importants esihépatocytes sains, le foie étant envahi

de cellules usées dont la spécificité laisse aekési
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Réponse immunitaire durant la maladie

1) Les acteurs principaux, origines et réles

1-1) L’origine des lymphocytes et des cellules NK

Les lymphocytes et les cellules NK trouvent leurgines dans la moelle osseuse, lors de
I'hématopoiése. Ce processus de génération cedpldid® cellules/jours, permet un
renouvellement de toutes les cellules sanguinesstGlussi le processus par lequel notre
immunité est batie de maniére brute. Les ajustesnsgront effectués plus tardivement lors
d’'un phénomene différent, détaillé plus bas.

Les cellules souches hématopoiétiques multipotested a la base de tout. Elles sont
présentes a hauteur de 0.05% du nombre total tidesetians la moelle osseuse. La premiére
étape est une premiere différenciation en CLP (Comirymphoid Progenitor) sous l'effet
de plusieurs facteurs solubles, tels que les eukihes 1, 6 et 12. Les cellules sont alors
pluripotentes, puisque déja engagées dans une desoi@ de différenciations
hématopoiétiques. L'origine commune des lymphocyedes cellules NK s’arréte ici,
puisque le CLP peut a son tour s’engager danses\d® différenciations, la voie NK, la voie
T ou B.

1-2) Les lymphocytes T

Si le CLP est engagé dans la voie lymphocytaingévig migrer vers le thymus et le coloniser
pour se différencier et devenir un pro-thymocyte thymus est un organe lymphoide
primaire, situé derriére le sternum, dans le médiastérieur au dessus du cceur. C’est un
organe lympho-épithélial constitué de deux lobgsas#s par une cloison et entourés d'une
capsule. Chaque lobe thymique est divisé en lolpdesles travées conjonctives. L'irrigation
et I'apport en CLP sont assurés par des vaisseewemant des arteres thoraciquess
lobules thymiques comportent 2 zones distincteszdree périphérique ou cortex est peuplée
de thymocytes corticaux qui sont produits par ldtiplication des pro-thymocytes tout juste
arrives de la moelle osseuse. La zone médullainecantient les lymphocytes T matures et
pleinement différenciés avant leur départ en périgh vers les organes lymphoides
secondaires. La composition cellulaire des diffl@grzones est assez semblable puisqu’elles
contiennent toutes deux des cellules épithélialegppduisent des hormones thymiques qui
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influencent la maturation des thymocytes. Des tedludendritiques et des macrophages
résidentes assurent le réle de CPA (cellules ptésames d’antigéne) via les molécules du
CMH | et Il. Lors de la migration du cortex versZane médullaire, le thymocyte cortical va
subir une différenciation et exprimer successivanpérsieurs marqueurs specifiques tels que
CD1, CD4 et CD8 simultanément. Lorsqu’il atteintta&zone meédullaire, il n’exprimera plus
CD1 mais CD3 (associé a son TCR) et exprimeraCid# soit CD8.

Les récepteurs TCR étant produits au hasard desnteoaisons V(D)J, le risque de voir
apparaitre une auto-immunité est tres élevé. (est cela que I'évolution a dessiné un
systeme de protection efficace de lindividu consen propre systéme immunitaire, la
sélection thymique. Ce processus se déroule earzigs étapes.

Dans le cortex, une premiéere sélection positivéagesur les thymocytes via leur capacité a
reconnaitre une molécule du CMH via leur TCR. Q# $&5 cellules thymiques corticales qui
vont provoquer ce phénomeéne. Les thymocytes indepate reconnaitre un CMH, du fait
d’'un TCR défaillant, vont entrer en apoptose. Lieses vont recevoir un signal de survie et
continuer leur entretien d’embauche en migrant {eemone médullaire. A ce stade, 95% des
thymocytes sont éliminés, les cellules ayant reaomm CMH | deviendront CO8et celles
ayant reconnu un CMH II, CD4

Une fois la zone médullaire atteinte, la deuxiémase de sélection peut débuter. Celle-ci se
fait par sélection négative des cellules ne recigsaat pas un peptide du soi présenté dans le
contexte d’'une molécule du CMH | ou Il. Si la c@lueconnait ce complexe, elle est
eliminée, dans le cas contraire, elle est dite reatd immunocompétente et va quitter le
thymus pour toujours, celui-ci nayant pas dewation lymphatique, pour aller coloniser les
organes lymphoides secondaires (ou périphériques).

1-3) Les lymphocytes T CD4"

La différenciation des lymphocytes T CD4 naifs ymphocytes helpers effecteurs de type
Thl ou Th2 requiert la rencontre dans un organghgide secondaire entre un lymphocyte T
CD4 naif et une CPA, macrophage ou cellule demgti ayant acquis I'antigéne. La capture
de I'antigéne ainsi que I'environnement cytokinignduit par la réponse innée, confere aux
CPA un état activé (ou mature). Dans celui-ci, A expriment fortement les molécules du

CMH 1l ainsi que des molécules de costimulatiodetelque B7. Par l'intermédiaire des
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molécules du CMH I, les CPA vont présenter a lsurface les antigénes du pathogéne.
Parallélement elles quittent les tissus pour gadesr organes lymphoides secondaires
drainants. La rencontre entre la CPA activée dymphocyte T CD2 naif va mettre en jeu le
complexe antigéne-CMH Il et le complexe TCR/CD3lytuphocyte CDZ. Cette interaction
va former le premier signal d’activation des celll CD4. Celui-ci va induire I'expression
de CD28 et CD40L a sa surface. Il s'agit de deuxémdes de costimulation qui peuvent
interagir avec CD80 ou 86 et CD40 respectivemdm. tout forme une synapse
immunologique (ou SMAC (SupraMoleculary Activati@omplex)) ou tous les éléments

sont rassemblés autour du TCR par des radeauigligsl.

L’interaction CD28/CD80 ou 86 va fournir au lymplyte le signal définitif d’activation et
celle entre CD40L/CD40 maintient la CPA dans ur atdivé et augmenter ses capacités de
présentation par un plus grand nombre de CMH ldeetmolécules de costimulation a sa

surface.

A la fin de ceci, le lymphocyte T CD4era mature, activé et via une stimulation autecri
par IL2, I'activation induisant I'expression dedaainea du récepteur a I'lL2, va proliférer. Il
pourra orienter la réponse immunitaire vers un iprbfil, avec sécrétion d’'IFNet de

TNFa et mise en place de la réponse cellulaire, ou M& &écrétion d’'IL10 inhibant la

réponse cellulaire au profit de la réponse humorale

A la suite de nombreuses divisions, différentegédhciations sont possibles pour un
lymphocyte T CDAZ. lls peuvent devenir des Th effecteurs, produisiastcytokines et autres
facteurs stimulant les autres cellules Th, devees cellules mémoires, dont la génération est
le but de tout vaccin, qui permettent de mettrepkice la réponse immunitaire apres une
réinfection beaucoup plus efficacement et rapidémen enfin des cellules régulatrices.
Celles-ci servent a supprimer les réponses immuestgar la sécrétion d’lIL10, le piégeage
local des cytokines ou le contact cellules/celluleles évitent au systeme immunitaire de

s’emballer & chaque réponse, mais sont aussiegdipar les pathogénes pour subsister.
Ce modéle Thl ou 2 est évidemment beaucoup tropleimuisqu’il existe des cellules

régulatrices naturelles surnommées Th3, des cel24 cytotoxiques, un profil Th17 auto-

immun mais ayant sa propre régulation. Les exempta® trés nombreux et d’autres
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s’ajoutent continuellement, néanmoins, ce modeatgls a le mérite de poser les bases de

'immunologie.

1-4) Les lymphocytes T CD8"

Tout comme l'activation des lymphocytes T CD4elle des lymphocytes T CD8equiert
une rencontre dans un organe lymphoide secondaeume CPA activee. Ici, il s'agira le
plus souvent d’'un lymphocyte T CD4le type Thl mais une cellule dendritique peut dans
certains cas l'activer directement de maniere OQ#ependante. Reconnaissant son antigene
dans le contexte du CMH | via son TCR, le lymphecytCDS8 devra lui aussi recevoir des
signaux de costimulation pour atteindre I'état\actiLe plus souvent, la CPA présentera ses
antigénes aux cellules T CD&t CD4 simultanément. Cela fournira le premier signal
d’activation au T CD8(fig.10) et la présence de T CDduractivera la CPA qui pourra alors
aussi costimuler le T CD8Le TCR et CD8 reconnaissent le complexe CMH liigep ce qui
fournit le premier signal d’activation, puis le lpimocyte va alors exprimer CD28 qui, en se
liant & CD80 ou 86 sur la CPA, fournira I8"2signal de stimulation. A la suite de cette
interaction, le T CD8 naif sera différencié en T 8é&ffecteur, va subir une multiplication

clonale et va produire de la perforine, des grareg/et des cytokines.

La présence de cellules CDéffectrices productrices d’IL2 au milieu des CD&tivés est
absolument nécessaire puisque sans elles, les” @B8proliferent plus et deviennent
anergiques. Ce n’est qu’'un moyen supplémentaireodérdler I'auto-immunité médiée par

les cellules cytotoxiques.

ICAM-1 L cD48
(CD54) CD80 . .{"

(NRARY

CDzs'

LFA-1
(CD11a/CD18)

Fig.10 : La synapse immunologique simplifiée
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1-5) Les cellules NK

Cellules de l'immunité innée, leurs origines sonmeunes a celles des lymphocytes T
jusqu'a leur entrée dans le thymus. Le développérden cellules NK est exclusivement
extra-thymique. La principale cytokine gouvernaat différenciation en cellules NK est
I'interleukine 15. Le CPL, alors cellule pro-NK, \quitter la moelle osseuse par la voie
sanguine pour migrer vers I'espace périfolliculades ganglions lymphatiques et achever sa
différenciation en cellule NK pour créer a la faies cellules CD3-CD38' et CD3-
CD56"9" Les CD56™ maturantes vont retourner vers la circulationlpdymphe efférente
alors que les CD3&™ vont rester dans les ganglions, principalement pateragir avec les

cellules dendritiques.

Les cellules NK CD58™ sont située & 95% dans le sang, sont trés cytptesiet possédent
des récepteurs aux cytokines inflammatoires. Leytotoxicité est dite « naturelle »
puisqu’elle ne nécessite aucune reconnaissance dhtigéne ou d'une préparation
particuliere. Elles sont toujours « armées pour tuetlles peuvent tuer directement (via la
perforine, granzyme, Fas ou TRAIL) par contactuwaite une cellule infectée mais aussi
reconnaitre le fragment C des anticorps via CD1énetencher le processus appelé ADCC
("Antibody Dependent Cell Cytotoxicity").

Les NK CD58"" se retrouvent en énorme majorité dans les gargylionphatiques de part
leur forte expression de CCRY7. Elles sont trés pgotoxiques, sauf en présence d’'une
grande quantité d’'IL2 puisqu’elles expriment CD&6ont plutét des fonctions sécrétrices. En

présence d’lL2, 12 ou 15 elles peuvent synthétisdilFNy et du TNFe.

Etant donné le potentiel cytotoxique des cellul&s Mur régulation est extrémement fine et
complexe. Le choix de la réponse d’une cellule Kast sur la base d’'une balance entre les
signaux inhibiteurs et activateurs recus, sachaatles signaux inhibiteurs ont plus de poids
dans la décision. Chaque cellule NK est dotée @léabent de récepteurs inhibiteurs et
activateurs car cette population est tres hétémdémregle étant qu’elles posséedent toutes au
moins un récepteur inhibiteur pour former un couiplleibiteur-activateur. Les récepteurs
activateurs sont NKp30, 44 et 46 ainsi que NKG20O eteurs ligands sont ubiquitaires afin
de pouvoir tuer n'importe quelle cellule. Les ré&eeps inhibiteurs comme les KIR (Killing
Inhibitory Receptor, comme les CD158), I'hétérodiem€D94 (reconnaissant HLA-E qui est
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ubiquitaire) et NKG2A/B. L’élément déclencheur @edytotoxicité sera soit I'absence d’un
CMH 1, qui donne normalement le signal inhibiteuaaellule NK (fig.11), soit le fragment

Fc reconnu par CD16 sur un complexe immun.

Natural killer cell Natural killer cell
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activating | inhibitory
receptor | @ @8 o @ roceptor

\A&E—g{l/No attack ] I w“\ki"
Ubiquitous =L | IR
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s
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i and
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Fig.11 : Schéma simplifié de la différence entre tEponse et une tolérance des NK

1-6) Les lymphocytes T régulateurs

Cette sous-population lymphocytaire est spécialtaes la suppression de l'activation du
systeme immunitaire. Elles participent a I'hnomésigtdymphocytaire, a la tolérance envers le
soi et a la disparition des réponses immunitaigedues inutiles une fois les pathogénes
éliminés. Elles empéchent également la mise enepldune réaction immunitaire

disproportionnée envers un pathogene qui pourtegt @us lourde de conséquences pour

'organisme infecté que le pathogéene lui-méme.

Il existe différentes sous-catégories de cellulgspeessives, les plus communes étant les
lymphocytes T CD4CD25"" FoxP3 (environ 2% de la population T helper mature)e€ll
expriment constitutivement CD25, contrairement aukes lymphocytes qui ne I'expriment
gu’'une fois activés (Zhang and Zhao 2007). FoxR¥kkead bOX P3) est un facteur de
transcription qui dirige le devenir d’une cellulevérs la voie suppressive. Les génes dont la
transcription est régulée par FoxP3 sont encorenimgs. Il existe aussi d’autres populations
suppressives comme par exemple les T CTB& P3 mais leur trés faible nombre les rend

difficiles a étudier etle factg nos connaissances a leur sujet sont trés minces.
Leur origine est commune a celle des autres lymytkecc'est-a-dire thymique. lls divergent

dans leur devenir puisqu’ils peuvent étre des TRegsirels, c'est-a-dire que durant leur

différenciation le facteur Fox P3 s’est activé,induit, aprés une réponse T normale comme
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décrit a la fin du chapitre concernant les T hedpkees causes de l'activation de Fox P3 dans

les deux cas sont pour le moment encore inconnues.

Leur mode de fonctionnement est encore débattugpils peuvent agir a distance
directement via I'lL10, et sont alors antigene-speécifiques, ou par contact avec une cellule
activée spécifiqgue du méme antigéne que le TReg paii sécrétion d’lL10, et sont alors
antigene-spécifiques. Un travail publié dans Natme2007 (Pandiyan, Zheng et al. 2007)
montre une troisieme facette des TRegs puisquiist giécrits comme des éponges a
cytokines (d’'lIL2 en particulier) et a facteurs devissance. lls en priveraient tout leur
microenvironnement et donc provoqueraient la diipar par apoptose des cellules T
activées alentour. La compréhension devient plusbte lorsque I'on note un revirement des
TRegs devenant cytotoxiques dans certaines conglitits expriment CD127 (chairce du
récepteur de I'lL7, impliquée dans la résistanta@optose apres activation) a un niveau tres
bas et ne sécretent pas d’lIL2. Ce dernier faitguelile faible potentiel de divisions de ces
cellules et leur efficacité puisqu’elles se retrentv allegrement submergées de cellules

activées mais parviennent quand méme a les stopper.

Bien entendu, les enjeux de leur études sont érmopmisque les maitriser ouvrirait peut étre
la voie a des greffes dont nous n'‘osons méme pesreméver a I'heure actuelle et au

traitement de toutes les maladies auto-immunes.

1-7) Les cellules T NK

Cette sous-population de cellules T est trées hgéére. Elle partage comme son nom
l'indique des caractéristiques des cellules T etdtikKeprésente environ 5% des cellules T en
périphérie mais se retrouve surreprésentée daliogeléenviron 25% des cellules T totales).
Elles expriment un TCRI(3 ou yd simultanément avec des marqueurs NK tels que CD16,
CD56 ou la production de granzyme. La diversit&@hertoire des TNK est infiniment plus
restreinte que celle des cellules T conventiongell@ plupart de ces cellules reconnaissent
via leur TCR la molécule présentatrice d’antigémeariante CD1d. Celle-ci peut présenter
des lipides ou des glycolipides du soi comme du son Les TNK sont classées en 3
catégories, les types 1, 2 et TNK-like. Les typeomprennent les cellules TNK classiques
(ou INKT (Invariant NK T), sont restreintes par GD&t expriment un TCR invariable. Les
types 2 ou T NK non-classiques, sont restreintesQiald également mais possedent un
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répertoire plus étendu. Enfin, les TNK-like comprent toutes les cellules T exprimant CD3
et CD56, qui sont restreintes par le CMH. Les ¢elf NK, une fois activées, sont capables
de sécréter rapidement de tres grandes quantli&syd’de TNFt, de GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor), d’'IL2 d’Ilet de chémokines. Elles sont donc
capables d’orienter la réponse immune rapidemerd k& voie cellulaire ou humorale et
pourraient étre le réservoir d’IfNde I'immunité. Elles ont certainement d’autresdions
puisque en leur absence, on note de séveres nwmkadie-immunes, de cancers et d’asthme
(Tupin, Kinjo et al. 2007).

2) Phase précoce et rencontre avec I'antigéne

L’entrée de virus dans I'organisme déclenche une s réactions immunitaires. En général,
ils sont reconnus en premier et captés par lealesldendritiques immatures présentes dans
les muqueuses et les épithéliums. Celles-ci, sunm&es cellules sentinelles, n’expriment que
tres faiblement les molécules du CMH, ceux-ci sotérnalisés dans les lysosomes pour
optimiser la présentation, et les signaux de aotdtition lymphocytaires tels que CDA40,
CD80 ou CD86. En revanche, elles ont de trés farégmcités phagocytaires et ainsi vont
internaliser des virus libres grace au récepteumadmnose, des complexes immuns via le
récepteur aux fragments Fc ou des cellules infect€eci va enclencher le processus de
maturation uniquement si I'antigene est capté emdgs quantités. Les cellules dendritiques
vont alors quitter le tissu ou elles résident egneni vers le ganglion lymphatique drainant le
plus proche en suivant un gradient de chémokinagtees par le ganglion. Parallelement, les
cellules infectées mortes sont phagocytées pambgophages, qui sont aussi capables de
présenter des antigénes qu’ils ont préalablemémtnalisés. Ces cellules participent a la mise
en place de I'état d'urgence immunologique, I'inflmation. Ce phénomene consiste a créer
un environnement propice a la réponse immune grage tres vaste panel de molécules, les
chémokines et les cytokines. Elles sont capableguitier les cellules immunitaires vers le
lieu de linfection, de perméabiliser les vaisseasanguins pour faciliter linfiltration
immunitaire dans les tissus ou encore d’augmeatéerhpérature localement ou de créer un

état pyrexique ralentissant les fonctions vitales plathogenes.
Les cellules dendritiques vont se différencier duta migration pour a terme arriver dans le
ganglion pleinement mature. Les cellules matures des fonctions inverses de celles

immatures puisqu’elles ont pratiquement perdu leagacités phagocytaires mais ont gagné
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des fonctions stimulatrices. Elles vont présengsr dntigénes du virus aux lymphocytes T
CD4" et CD8 respectivement via les molécules CMH-2 et CMH-lietles expriment
désormais a forte quantité, et aux lymphocytes @&ir& dendrites, permettant de gagner en
surface de présentation sans trop augmenter leneokellulaire, recouvertes de CMH vont
alors activer les cellules T et B spécifiques @mtigene présenté et la deuxieme partie de la

réponse immunitaire peut alors débuter.

Une derniere sécurité se trouve a ce niveau, e, gfbur pouvoir stimuler des cellules T
CD8" cytotoxiques en réponse a des cellules infectéesup virus, la dendritique doit
recevoir I'accord des lymphocytes auxiliaires Ci& I'interaction CD40-CD40L(Ridge, Di

Rosa et al. 1998).

Le départ de la cellule dendritique immature du kil I'infection lui a permis de sécréter a
son tour un gradient de chémokines inverse a ckiuganglion drainant afin de laisser une
piste a suivre pour les futurs lymphocytes B efclivas. Ceux-ci vont migrer sur le site de
l'infection ou I'environnement inflammatoire va ledonner le signal final d’activation. Les
lymphocytes T auxiliaires, les macrophages et Ehiles infectées vont alors donner les
signaux d’activation terminaux des cellules cytagoes T CD8 et des cellules NK par
contacts et stimulations par des facteurs soluldes;ytokines. Parmi celles-ci, les interférons
sont les molécules les plus efficaces et connues kddutte antivirale. lls se classent en deux
types, les interférons de type | (IFN®), B etw, et de type Il (IFNII))y. Ces glycoprotéines
sont sécrétées par une multitude de cellules emsepa un double brin d’ARN. lls régulent
environ 2000 génes et la principale voie de sigatibn empruntée est la voie Jak-STAT
(fig.12). Les deux types d’interférons possederst gigalités communes telles que son action
antioncogénique, l'activation des cellules NK, descrophages et de I'expression des
molécules des CMH | et Il ou encore l'accélératim la présentation d’antigenes aux

cellules T.

Les IFNI reconnaissent le récepteur IFNAR (InteoReAlpha Receptor) composé de deux
chaines IFNAR1 et IFNARZ2, et I'IFNII reconnait IFRG(InterFeroN Gamma Receptor).

Lorsque les interférons se fixent sur leur récaptiutransmission du signal débute par la
phosphorylation du récepteur par Jak (Janus-kinggeya alors pouvoir recruter la protéine
STAT (Signal Transducer and Activator of Transaadp}. Celle-ci va étre phosphorylée a son

tour par Jak et acquérir la possibilité de se dseérIRF9 (Interferon Regulated Factor 9) va
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aller se fixer sur le dimére pour former le complé8GF (Interferon Stimulated Gene Factor)
qui se fixera sur une séquence promotrice contemantlSRE (Interferon Stimulated
Responsive Element) et exercera sa fonction ddategu transcriptionnel. Parmi la multitude
de génes induit par les ISGF, les plus connus EmtMx, les OAS (Oligo-Adénylate
Synthases) et PKR (Protéine Kinase R).

Fig.12 : Les voies Jak-STAT

Adapté de http://www.sabiosciences.com

3) Réponse T CD4 durant la maladie

La réponse T helpers est critique durant la phageeaune réponse proliférative dirigée
contre E2, NS3, 4 et 5A étant associée a une S\UBtgBied Viral Response) et a un niveau
d’ALAT normalisé. Si la réponse des cellules Cdémoires disparait, un patient en voie de
guérison rechute et se dirige vers la chronicigurLactivation se ferait par des antigénes
VHC intrahépatiques indétectables par PCR et/ox captés par les cellules dendritiques
dans les nceuds lymphatiques (LN (Lymph Node)).eCegpothese est viable puisqu’il a été
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montré (Moonka, Milkovich et al. 2008) que la m#prde la réponse proliférative et
sécrétrice d’IFN se trouvait dans les LN, et non dans le sang fnideLes cellules T CD4 et
CD8 exprimant CD57, marqueur de différentiatiomtiiale sans possibilité de divisions
supplémentaires, sont en majorité dans le foies gans le sang et enfin trés peu nombreuses
dans les LN. Ce qui montre que la distribution diutes encore capables de se diviser est
compartimentalisée, ce qui est une particularitél'ldépatite C. Les réponses IFNaux
peptides viraux atteignent 17 et 25% dans le safggfeie contre 43% dans les LN, de méme
gue le taux de prolifération en présence du visigle 10 et 8% dans le sang et le foie contre
45% dans les LN. Les cellules présentatrices djang (APC) ne seraient pas assez
nombreuses en périphérie pour rendre le compartimépatique suffisamment fourni en
APC. Cet environnement intrahépatique co-stimusatoptimal tend a une accumulation de
cellules aux phénotypes et aux fonctions trés degerLe débat sur le(s) role(s) du virus dans
la séquestration des cellules compétentes dandNest toujours d’actualité. Est-ce actif ou
simplement un phénoméne physiologique de retenus ¢ but d’éviter au maximum
d’endommager l'organe ? La réponse a cette quesiamrait donner d’immenses espoirs

thérapeutiques.

L’'antigéne étant présenté aux CD4 via une moléCiH-II, leur role a été particulierement
etudié (Wiegard, Wolint et al. 2007). Les hépatesysains n’expriment pas les CMH-II,
linflammation ou l'infection par un virus va dédeher celle-ci. Une cellule T4 naive ThO,
pouvant donc se différencier en Thl ou Th2, sewgotws orientée vers le profil Th2 en
absence de cytokine si le peptide est présentéipdrépatocyte. Pourtant, dans le cas du
VHC, qui devrait normalement induire une réponsé @bx vues des cytokines produites, les
cellules T CD4 primées par les hépatocytes infengde sont que trés faiblement. Cette
faiblesse est proportionnelle au nombre de fois lqueellule T CD4 sera primée par un
hépatocyte, et a terme, elle se transformera duedlh2. In vivo, les hépatocytes exprimant

les molécules du CMH-II sont associées a une maevaponse contre le virus.

Une des clés de l'inhibition des lymphocytes par h&patocytes semble étre I'expression
membranaire de PD-1 (Programmed Death receptor 13 aurface des lymphocytes
intrahépatiques (Urbani, Amadei et al. 2006). Eretefles hépatocytes exprimant
constitutivement PD-L1 (Programmed Death receptyamd 1) a leur surface, ils sont
potentiellement capables de faire entrer en apeptmsges les cellules T CD4 ou 8 entrant en
leur contact. Lorsque I'on bloque PD-L1 par descanps neutralisants, on peut restaurer la
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réponse proliféerative des cellules T spécifiques vaws. PD-L1 étant inductible par
'IFNYvy, les molécules de linflammation et I'lL10 sur leP@ (macrophage et cellules

dendritiques) et exprimé aussi sur les cellulesé&aruses (Brown, Dorfman et al. 2003).

Un autre mécanisme sert linfection, celui des utel TRegs. Une population a été
récemment décrite, les Trl (TRegs Thl) (Kaplanddket al. 2008). Elles sont distinctes des
habituelles cellules TRegs CD&D25, produisent énormément d’'IL10 mais pas de F@F
sont antigene spécifiques. Il y a beaucoup pluselleles Trl IL10 en phase chronique en
comparaison des cas normaux et des hépatites aigs@lsies, ce qui est I'inverse du taux
d’'IFNy. Plus les cellules T CD4 et CD8 spécifigues ausvsont nombreuses et actives, plus
les cellules Trl IL10 sont présentes en périphdtiles empéchent la mise en place de la
réponse antivirale en phase aigue mais paralleletmeitent les dommages hépatiques, ce
qui rendrait leur éventuelle manipulation thérapug trés délicate. Une autre étude sur ces
cellules (Ebinuma, Nakamoto et al. 2008) décrit trieatio entre les cellules CD¥5 et
CD25"" (les cellules activées et régulatrice respective)riafluence la virémie et que leur
phénotype reste inchangé lorsque I'on compare diessssains et des malades. Ces cellules
régulatrices antigenes-spécifiques sont hyper fpralives en présence de leur antigéne a
I'instar de leur consceurs Thl, et chose importante,la mise en présence de cellules T CD4
avec le virus augmente I'expression de FoxP3. Emfans le cas d'une coinfection VHC
VIH, les cellules CD% et donc des TRegs et des Trl, disparaissent icentpaine de trés

lourds dommages hépatiques, ce qui confirme I'éprdeédemment citée.

Pour terminer, les APC présentant les antigénesixiaux T CD2 sont elles aussi sujettes
aux dysfonctions (Della Bella, Crosignani et al02p Les sujets malades ont moins de
cellules dendritiques périphériques et celles-at soins activées (expression de CD80 plus
faible). Les cellules dendritiques et les monocytd®" diminuent en nombre, contrairement
aux cellules dendritiques ILI0Ces derniéres, lorsquelles présentent des amgy@ des
cellules T CD4 ou CD8, elles ne vont pas les actinais les anergiser. Les tests statistiques
de corrélation ont montré une corrélation positvere le nombre de cellules dendritiques
IL12" et une réponse efficace et une corrélation invemsee le nombre de cellules

dendritiques IL10 et la réponse antivirale.
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4) Réponse T CD8 durant la maladie

Les premieres difficultés rencontrées par les E=dlT CD8 sont les dysfonctionnements des
cellules les activant, les cellules T CD4 ou deigires. N'étant pas suffisamment actives, ils
sont incapables d’éradiquer le virus mais ils letsssez pour endommager le foie a cause de
'environnement cytokinique et de leur cytotoxici@ruener, Lechner et al. 2001). Dans
I'hépatite B par exemple, les cellules T CD8 spguiés du virus sécretent du TélFet de
'IFNYy, contrélent la réplication virale dans les cekuiafectées et protegent I'organisme
(Matsumura, Yamamoto et al. 2001). Dans le cashdedtite C, les cellules T CD8, bien que
vitales lors de la phase aigue pour obtenir uneigu® sont plus nombreuses dans le sang
gue dans le foie, sont moins efficaces, proliferamins et ne sécrétent pas d’Néh
présence d'antigenes du VHC. lls ont donc un dodidetres délicat a manipuler en thérapie
puisqu’ils sont nécessaires a la résolution ndeude la maladie mais une fois activés, ils

échouent a tuer le virus mais dirigent la destamchtiépatiques.

Une étude a tenté de résumer les raison de I'édiesccellules T CD8 intrahépatiques
(Neumann-Haefelin, Timm et al. 2008). Dans un pegrtemps, celui-ci est lié aux mutations
d’échappement, particulierement sur les épitopésemtes par HLA-B (78% des épitopes
mutent) aux cellules T CD8, comme c’est aussi Ig lcas d’'un SIDA. En étudiant les
peptides présentés par HLA-A, ils notent un fouxtde mutations d’échappement également
(54%). De plus ils ont pu générer des T CD8 spfods des peptides consensus mais n’ont
pas pu avec des variant autologues, ce qui sigaifigue la plupart des épitopes viraux
circulant sont invisibles aux cellules T CD8. Enfits remarquent que le phénotype des
cellules T CD8 est plus mémoire (CD12CCR7) qu'effecteur (CD38%" CD57""). Ceci
pourrait étre expliqué par le fait que les efferdese trouvent tellement rapidement sans cible
du fait des mutations du virus, qu’ils deviendraieremoires et resteraient bloqués dans le
foie. lls pourraient alors participer aux lésiodpatiques. Enfin, 'auteur se pose une question
qui pour l'instant est encore sans réponse, poulgugéponse T CD8 spécifique d’antigenes

invariables et vitaux pour le virus ne I'éradiques?
Durant ces dernieres années, un marqueur a comndepeéndre de l'importance dans la

compréhension de I'immunité durant I'hépatite C,12D. En 2006, une étude a ciblé les
cellules T CD8 intrahépatiques inefficaces, surn@&esn« exhausted » (Radziewicz, Ibegbu et
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al. 2007) et a essayeé d’en élucider les causes edractéristiques. Tout comme les cellules T
CD4, le taux de PD1 dans les cellules spécifiquestdC est beaucoup plus élevé, 94%, que
celui des autres cellules T CD8, qui est comparahdelui d’'une personne saine. Ici aussi, la
forte expression de PD-L1 dans le foie peut étsparsable de I'anergie des lymphocytes.
L’originalité de I'étude a été la mesure du taugxgiression de CD127. Il s’agit de la chaine
o du récepteur a I'lL7 qui était connu pour étre ssoégulé sur les cellules T antigenes-
spécifigues dans certaines pathologies chronigliesst associé a la maintenance des T8
mémoires et a la protection contre I'apoptose wie des cellules activées. Dans le cadre de
I'hépatite B, la perte en CD127 corréle avec dextions altérées (production de cytokines,
mort des cellules mémoires). En périphérie, letulesl T CD8 sont toutes CD1%¥ alors
gue dans le foie elles ne le sont plus qu'a 13%é8aomé, les cellules T CD8 intrahépatiques
sont PD-1 & 94% et CD127a 87%, elles sont donc trés sensibles a I'apogmtass un milieu
riche en PD-L1. Ceci a été confirme en 2008 pandéane équipe (Radziewicz, Ibegbu et al.
2008). La dynamique d’expression de PD-1 et de GDd2 la méme entre le sang de phase
aigue et le foie de phase chronique, de méme que Ipophénotype des cellules T CDS8.
Malgré leur état « super activé », les T CD8 snoapables d’étre pleinement fonctionnels et

de sécréter de 'lL2, de I'lFJ du TNFa ou d’avoir une cytotoxicité efficace.

En revanche, les cellules T CD8 spécifiques au \&X{@riment tres fortement I'annexine V et
faiblement Bcl2dans le sang de phase aigue etdad®phase chronique. Cette derniére étant
'une des principales molécules anti apoptotiqgued'arganisme. Le peu de cellules T CD8
survivantes et encore efficaces ont comme pointncom d'étre tous CD127 De plus,
lorsque de I'IL7 est rajoutée au milieu de culturag amélioration de I'état apoptotique est
observée. Les causes de |'état pré apoptotiguewtest les cellules T CD8 intrahépatiques
impliquées dans la réponse anti VHC ne sont pa®renélucidées méme si certaines
hypothéses comment a émerger comme l'implicatiom TRegs dans la suppression de

I'activation et le piégeage des cytokines.

La restauration des fonctions des cellules T Ilessmdaladies chroniques est devenue un enjeu
majeur de 'immunologie, les hépatites B et C pluSIDA touchant plus de 500 millions de
malades en 2005. Une étude trés intéressante de (Badber, Wherry et al. 2006) chez la
souris permet de mieux comprendre I'évolution dérgitype et des fonctionnalités des
cellules T CD8 spécifigue au VHC. lls ont compa2ésouches de virus d’hépatite murine
(LMCV), une mimant l'infection aigue et l'autre amique. Il est amusant de noter que les
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seules différences entre les 2 souches sont 2saai@és situés hors des épitopes. Sur les
cellules T CD8 spécifiques de souris contaminées lpasouche chronique, ils notent
'apparition rapide de PD-1 dans les 2 modeélesfedtion mais il ne persiste que dans le
modele chronique. Le ligand, PD-L1, présent nakemsnt sur les hépatocytes est sur-régulé
lorsque ceux-ci sont infectés. Ceci pourrait émedatournement de la tolérance alimentaire.
Deux anticorps neutralisants sont testés sur lesteathronique, un pour PD-1 et I'autre pour
PD-L1. Ce dernier semble étre beaucoup plus effigaisque les souris du modéle chronique
guérissent, que méme en absence des T CD4, lesBTsp#zifigues du LCMV continuent de
tuer les cellules infectées et que leur dégrarariatist enormément augmentée. L’anticorps
bloquant PD-1 a aussi une certaine efficacité resischercheurs ont noté I'apparition de
maladies auto-immunes chez les souris. Un autiibitabir de la réponse T a été étudié dans
cette étude, CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigdn puisque ses ARNmM sont trés
présents dans les cellules T CD8 exhausted spéesfigu LCMV. Un anticorps neutralisant
dirigé contre lui est inefficace, d’autant plusitjo’améliore pas les effets bénéfiques de ceux
dirigés contre PD-1 et PD-L1. Les chercheurs camlue I'expression de PD-1 sur les
lymphocytes ne serait que leur adaptation a laepiess continue du pathogeéne en diminuant
la force du signal induit par le TCR. Un ciblageRI®-L1 semble donc étre beaucoup plus

intéressant pour une thérapeutique.

Cette hypothese a été mise a I'épreuve en 200h& &illi et al. 2007). Les auteurs ont eux
aussi noté les dysfonctions des cellules T CD8iigees au VHC, pas d'IF|§ peu de
TNFa, dégranulation mesurée par I'expression memberder CD107a faible, moins de
granzyme A intracellulaire, expression faible del2D et élevée de PD-1. lls ont affiné ces
résultats en montrant que la moitié du faible nambe cellules IFNM ne font pas de
TNFa, mais que celles produisant du Tédfont toutes également de I'liyN.'incubation des
cellules T CD8 de malades avec des anticorps nisamé PD-L1 a donné des résultats
encourageants. Chez les malades tres séveregyamiéeux est observé en ce qui concerne
les fonctions des T CD8 spécifiques aux virus, dasanalades moins séveéres, I'amélioration
est nettement plus marquée. Il s’agit donc d’uinteinaent potentiel pouvant s’avérer tres

efficace.

Enfin, une étude a été réalisée sur une populatiors nouvellement décrite, les cellules
TReg CD8 (Billerbeck, Blum et al. 2007). Il a étéomré que les cellules T CDS8
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surexprimaient transitoirement FoxP3 et étaientregdes par HLA-E, tout comme les
cellules NK, et pourraient donc avoir un effet sgggeur sur 'immunité adaptative et innée.
Les TRegs CD8 CD25 FoxP3 sont anti-géne-spécifiqgaiseétent du TG et de I'lL10 et
inactivent les cellules T CD4 et CD8 dans le catlume infection par VIH et VHC. En plus,
durant cette derniere, elles peuvent inhiber en |ags cellules T CD4 et CD8 non spécifiques
de leur antigene par contact. Elles pourraient Eirprincipale source d’IL10 et en avoir

besoin pour proliférer.

5) Les réponses NK et TNK durant la maladie

Les cellules NK reconnaissant I'absence de molécdle CMH a la surface des cellules,
stratégie connue d’échappement aux lymphocytesVHC doit pouvoir les inhiber
spécifiguement pour survivre. Une de ses protéi‘esveloppe, E2, est capable de se lier a
CD81 ce qui inhibe I'activation, la prolifération k& sécrétion de cytokines des cellules NK
au lieu d’étre un signal positif de costimulatiéwu cours de la maladie, les cellules NK et
TNK, en grand nombre dans le foie sain, vont devdaei moins en moins nombreuses et

perdre leur capacité a sécréter de IVFEN

Cette perte sécrétrice est lourde de conséquemuemede montre une étude realisée sur la
fibrose alcoolique (Jeong, Park et al. 2008). Hatefalcool est interdit durant I'hépatite C
puisqu’il a des effets déléteres sur le foie ehiiiunité. Ce que montre cet article, c’est que
I'alcool sous-régule I'expression de NKG2D et deAIR des cellules NK, ce qui rend les
hépatocytes résistants a I'apoptose induite paNksL'accélération de la fibrose, et donc
I'apparition de la cirrhose, est corrélée avecdegde sécrétion d’'IFNdes cellules NK. Les
NK seraient donc les cellules protectrices dedgmité du foie, leur dérégulation due au virus

expliquerait 'apparition progressive de la fibrose

Les NK sont environ 30% moins nombreuses en pédiiphet les CD58™ 35% moins
cytotoxiques (Morishima, Paschal et al. 2006). Bwmanche, leur potentiel cytotoxique est
similaire a celui d’'une personne saine. En cortélancytolyse et le nombre de NK, les
chercheurs n'ont obtenu qu’une tres faible cori@atce qui signifie que le virus est bien
capable d’empécher la reponse NK. Ce dernier @sest néanmoins a reconsidérer aux vues
d’'une étude trés récente de Yoon et al. (Yoonndtet al. 2009) qui montre que les fonctions

des cellules NK ne seraient pas modifiées paramdirect avec la protéine virale E2.
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Les cellules NK se divisent en 3 catégories, lésymseurs (CDD16  CD56), les cellules
matures cytotoxiques et proliférantes (CDBD16 CD56) et les cellules activées
cytotoxiques (CD3 CD16 CD56) (Zarife, Reis et al. 2009). Chez les malades non
virémiques, le nombre de précurseurs est supéieeatui des cellules matures, en revanche
celui des cellules activées est le méme que cesimalades non-virémiques. Les auteurs
notent une plus forte présence de cellules CH¥8&hez les malades ayant une charge virale
tres faible. Cette étude a également étudié légleslTNK. Elles se divisent aussi en 3 sous-
populations, les TNK1 (CD3CD16" CD56), TNK2 (CD3 CD16 CD56), qui produisent
de IIL4, et les TNK3 (CD3 CD16 CD56). Les malades ayant une charge virale faible
possedent un plus grand nombre de cellules TNKR&.digeurs posent I'hypothese que les
TNK seraient capables d’éliminer les cellules Tivaes, ce qui empécherait I'apparition du
phénotype exhausted et donc un apport continueletules T fraiches et opérationnelles.
Toutes les différences de sous-population NK et TaviKété corrélées avec la charge virale,
ce qui démontre leur importance dans le contréleesdpansion du VHC.

Le role crucial des cellules TNK a été démontrésdame étude tres récente (Ye, Wang et al.
2009). Elles sont trés nombreuses dans le foiaresren périphérie, possédent les fonctions
des lymphocytes T et des NK, sécrétent rapidentesti grandes quantités des cytokines Thl
ou 2 (IFNy, TNFa, IL2, IL4 et IL13) sans avoir besoin de priming digéxpansion clonale
préalable. Elles seraient donc la toute premigmelide défense hépatique et orienteraient la
réponse immunitaire en Thl ou 2. Dans un foie VEE3 cellules sont en moindre quantité
par rapport a un foie sain. Les auteurs de catigeébnt mis en coculture des cellules TNK et
des hépatocytes infectés par la souche JFH-1 (dspaRulminant Hepatitis (Wakita,
Pietschmann et al. 2005)). lls ont noté une inkubitde la réplication dose-dépendante du
virus par les TNK. En mettant les hépatocytes asqmce des cellules et des surnageants
CD56-, ils n'ont vu qu’un trés faible effet surr@plication virale. La méme expérience a été
réalisée avec les surnageants CD%s résultats positifs dose-dépendants montreatles
effets inhibiteurs sur la réplication virale padspar des médiateurs solubles. Ce médiateur
semble étre en majeure partie I'iENLa mise en présence du surnageant TNK modifie le
profil transcriptionnel des hépatocytes infectégrt@lns génes sont sur-régulés, comme
CXCL9, IFNy, CD25, IRF-1|RF-3 génes (connus pour induire I'IBN IRF-7 (induisant les
IFN de types I), STAT 1, 2 et 5, Jak2 et 3, OASU®G15. Parmi les genes sous-régulés, le
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plus notable est PIAS1, puisqu’il s’agit d’'un inibdur de la voie d’activation des STATS, et
donc de la voie antivirale induite par les inteofés. Le crosstalk entre les 2 types
d’interférons permet une inhibition de la réplicativirale mais aussi agit & un niveau
différent. lls inhibent I'action d’'un miRNA, miRNA22, qui est connu pour avoir des effets
positifs sur la réplication virale et étre spéaifigau foie, et activent celle d’'un autre miRNA,
MiRNA 196. Celui-ci est connu pour son effet intélor de la réplication du VHC (Chen
2009). Ce nouveau role des interférons met en harlg complexité encore inconnue et
récemment insoupconnée de la réponse antiviral@tegar les interférons mais ouvre de

nombreuse possibilités thérapeutiques.

Impact du traitement sur I'immunité

Le débat sur les effets réels du traitement sommiiunité fait actuellement rage. Longtemps,
les chercheurs se sont basés sur la résolutionetiatde la maladie pour expliquer les effets
de la thérapie. Plus les données cliniques s’actanmplus ce dogme est ébranlé. La réponse

obtenue semblant étre tres différente de la répdiseaturelle ou spontanée.

Si une importante partie des activités de I'tFNont aujourd’hui connues, celles de la
ribavirine sont encore hypothétiques et n'ont jan#&é montrées dans le cadre de I'hépatite C
sur un sujet humain. Aujourd’hui, les chercheursldent avoir abandonné la compréhension
des mécanismes d’action de cette derniere puisge@i@tiguement plus aucun article sur ce

sujet n’est sorti depuis 4 ans.

Une étude de Pawlotsky et al. s’est intéressée sujet et a pu montrer que la ribavirine
inhibait tres faiblement la RpRd virale NS5B, etdcgant environ 4 jours seulement. Ensuite,
ce mécanisme devenait totalement inefficace (PalyotDahari et al. 2004). Une hypothése
prévoyait que la ribavirine pourrait augmenter éaéyation « d’erreurs catastrophes » et ainsi
augmenter la génération de virions imparfaits eictifs. Toutes les études ont fini par
admettre que ce n’était pas le cas. Enfin, chegolais, la ribavirine inhibe la production
d’'IL4 et 10 ce qui modifierait la balance cytokin& Th1l/Th2 et orienterait la réponse
immunitaire vers une action des cellules T CD8dilagiue celle par anticorps. Ceci n'a pas
encore été démontié vivo chez 'lhomme a ce jour. L'unique intérét de laaxibbine serait

donc de donner un coup de pouce a l'inhibitionaleéplication virale initiée par I'lF&l en
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tout début de traitement. Dans ce cadre, fautgébse:n en donner aux malades passés ces 4
premiers jours ?

Une étude contradictoire de la méme année (Ba8ad® et al. 2004), a étudié I'impact de la
bithérapie sur I'immunité plus particulierement lesllules dendritiques. Elle pensait que
I'IFN o pourrait restaurer la réponse T spécifique, dimina charge virale et suractiver les
APC. Pour vérifier cela, elle a incubé des celldesdritiques avec ou sans dsRNA et de
'IFN a. Ce dernier n’a qu’un effet tres modeste sur léunaéion des cellules dendritiques en
présence de dsRNA et aucun en leur absence. Larnieg elle, n’agit pas du tout sur ce
phénomene ni n"améliore I'effet de I'lFEN Le duo dsRNA plus IFN stimule la production
d'lL12 et de TNk par les cellules dendritiques et n'a aucun effetcalie d’'IL10. Seul,
'IFN a n’a aucun effet sur ceci non plus. La ribavirieels inhibe la production d’1L12, 10
et de TN sans que cela soit di a I'apoptose des celluledritignes. Elle diminue le
nombre de mMRNA de ces molécules dans les cell@edrdiques sans pour autant introduire
des erreurs catastrophes ni inhiber la RNA polysegrdans les cellules en division, la
ribavirine n'a plus aucun effet, ce qui pourraipkguer en partie sa faible efficacité dans le
foie, organe constamment renouvelé. La forte cdanagon d’IFNain vivo durant le
traitement pourrait avoir un effet inverse surdefiules dendritiques et les inhiber méme en

présence de dsRNA du fait de la trop grande stitiulaecue.

Une des pistes explorées est celle des chémokinee éeur modulation au cours du
traitement (Larrubia, Calvino et al. 2007). En é&nd les cellules T CD8exprimant CCR5 et
CXCRS, 2 récepteurs « Thl » des chémokines, ilspanhoter que le foie malade pouvait
recruter les T CD8 portant ces récepteurs, méma& gew ne sont pas spécifiques d’un
antigéne viral. La périphérie se vide en cellule8O08+ CCR5 ou CXCR3 alors que le foie
s’en enrichit. Parmi ces 2 récepteurs, seul CXCR3fatement corrélé a la fibrose et a
I'inflammation. Durant le traitement, le nombre dellules T CD8 CCR5 et CXCR3
augmente dans le foie. En regardant les liaisoire é&s expressions des récepteurs et une
réponse soutenue, la aussi seul CXCR3 est corosiéivement. Les chercheurs ont calculé
qu’'un enrichissement hépatique de 14% minimum diules T CD8 CXCR3 amenait
100% de SVR. Inversement, s'il est inférieur a 1%baut de 24 semaines, 0% de SVR n’est
observé. La surproduction de chémokines dans ke doie a I'inflammation généralisée
pourrait interférer avec les récepteurs de chénaeskirhl et ainsi étre un moyen indirect de

survie du virus.
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La technologie des RNA Chips a été utilisée dansalire de I'hépatite C de maniére fort
intéressante dans un travail de 2007(Feld, Nandd. &007). Les auteurs ont comparé les
profils transcriptionnels de malades avant et penda traitement, des répondeurs et non
répondeurs (R et NR) et enfin de répondeurs rapatidsnts (RR et SR). Bien entendu, le
traitement influence des centaines de genes devagshdifférents, les auteurs se sont donc
focalisés sur les génes immunologiques, et parmi @ux étant exprimés au moins 1.5 fois
plus durant le traitement. Les expressions d’'uaetaine de génes different entre les malades
traités et non traités. Parmi eux, 20 sont direetgnfiés aux interféerons (16 sont des géenes
stimulés par l'interféron (ISG)). En comparant lgoupes R et NR, les plus grandes
différences apparaissent dans les expressionsSdegels que Mx1, OAS1 et 3 et ISG15,
c'est-a-dire les effecteurs antiviraux induits learinterférons. Entre les groupe SR et RR, les
seules différences remarquables apparaissent §#m&s connus pour inhiber la réponse
interféron. Ceci a été vérifié en comparant lesegésous-régulés cette fois-ci entre les RR et
SR, ils sont en effet nombreux a étre des inhibitele la voie interféron. N'ayant pas de
différence entre les SR et les RR au niveau des I8§& auteurs en déduisent que la
stimulation IFNx est déja maximale chez les malades SR, donc ifisem aucun bénéfices a
ce niveau la du traitement. En étudiant les effietda ribavirine par ce systeme, les auteurs
montrent qu’elle induit des genes liés aux intenér des génes de cellules stellaires
hépatiques (HSC) et des genes pro et anti-apopéstid-'effet remarqué sur les HSC est trés
intéressant puisque ce sont les cellules respasalid la fibrose. Sans connaitre les
mécanismes d’action, on serait tenté de penser lguebavirine agirait plutbt sur les
hépatocytes, en les rendant plus sensibles a dJF¥ les HSC, peut étre en les rendant
apoptotiques donc incapables d'installer la fibrdsefin, derniére observation de ce travalil,

I'apoptose induite par le traitement se feraitlai&ois Fas/FasL, qui est tres lente.

Un travail de 2007 sur les hépatocytes et I'tFid’a interpellé uniguement a la lecture de son
titre (Willberg, Ward et al. 2007). Leur découvegtait que I'IFNx protégeait les hépatocytes
de la mort cellulaire par cytotoxicité des cellile€D8 et des NK. Soit I'inverse de I'étude
de Feld précédemment citée. En stimulant des hégatavec de I'lFN, les auteurs ont
certes augmenté I'expression des molécules du CMidis n’ont pas rendu les cellules plus
facile a tuer, au contraire. Ceci n’est pas di guelconque défaut de présentation d’antigene

ou de résistance a l'apoptose via Fas/FasL. Eniagiude profil transcriptionnel, ils ont
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remarqué que Pi9, un inhibiteur de sérine protéaske granzyme, était induit par I'lleiNet
permettait aux hépatocytes de survivre a la cylotiéx Ceci est surement en partie
responsable de la persistance du virus puisqueédleatocytes ne peuvent alors plus étre tués
gue via la voie Fas/FasL qui est beaucoup moinsl@amais protege des dégats hépatiques
concomitants a l'inflammation. Il serait d’'ailleutses intéressant de noter les effets de la

ribavirine seule sur I'expression de Pi9.

A notre connaissance, le premier article mettantaarse I'impact de I'lFN sur 'immunité
lymphocytaire date de 1996 (Rehermann, Chang &€086). Il montre que la multi spécificité
et la force de la réponse T cytotoxique sont tngzortantes dans la résolution de la maladie.
Par contre, durant la thérapie, le niveau d’ALAd,charge virale mais aussi la réponse T
diminuent. La guérison induite par le traitememagedonc indépendante de la réponse T
CDS8 cytotoxique, qui n'est pas améliorée durantdgement mais plutdt inhibée. La question
du moyen employé par les T CD8our contrdler le virus est encore inconnue aajtwsi.

Encore aujourd’hui, les scientifiques sont divieétre ceux pensant que I'lleNmodule la
réponse immune et permet I'élimination directe le@r cellules T et NK du virus, et ceux
pensant que I'lFN n’agit pas directement sur 'immunité mais via umeltitude de cellules
amenant une baisse de pression virale sur le sgst@munitaire et a terme I'élimination du
virus par celui-ci. Deux études récentes vont dansens de cette derniere hypothése, que

nous soutenons également.

La premiére (Burton, Klarquist et al. 2008) a éfullis populations T CDd4effectrices et
régulatrices au cours du traitement. Les fonctisésrétrices d’'IFM ont été mesurées par
ELlIspot et le nombre et I'expression de Fox P3&tétcalculés par cytométrie de flux avant,
pendant et aprés traitement sur un groupe réporateuin non-répondeur. Les Elispots ont
révélé que la thérapie, au lieu d’augmenter laéiger d’IFNy, la diminuait drastiguement.
Celle-ci passe en effet en dessous de la basklimaleur avant traitement, et ne la rejoint que
24 semaines apres l'arrét du traitement. Cetteé8éarn’est corrélée ni avec la charge virale
ni avec le pronostic de guérison. En revanche, elpasir le moins surprenante, la rechute
apres traitement est fortement corrélée avec ugenantation de la réponse spécifique au
VHC. Un des effets du traitement pourrait étre dquestrer les virions dans les cellules

hépatiques qui seraient ensuite libérés par leesystimmunitaire dans la circulation et
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provoquer la rechute. En ce qui concerne les TRagsne différence significative n'a été
relevée entre les différents groupes sur le ph@eogt leur fréquence, ni aucune corrélation
entre la rechute, la charge virale ou le pronosiscne seraient donc pas responsables de

I'échec thérapeutique.

L’'autre étude (Barnes, Gelderblom et al. 2009)éaréalisée sur 31 patients sous ribavirine et
forte dose d'IFNi. La réponse antivirale dirigée contre le VHC et II\Ca été mesurée
avant, pendant et aprées traitement par la sécrdtib@ et d'IFNy. Dans les 2 groupes, SVR
et NR, la sécrétion d’'IFiNdes cellules T spécifiques est corrélée au nidbAUAT circulant

et la majorité des malades possédaient des cellule®B4 spécifiques au virus en baseline
positives a I'lFN/ (10/15 SVR, 11/16 NR). Lorsque le traitement débute, une perte énorme
des cellules T spécifiques au VHC et au CMV eté&éces d’IL2 et d'IFN est observée dans
les deux groupes, celle du groupe SVR étant plpeitante. Cette chute va progressivement
étre comblée et les fréquences cellulaires revignada normale seulement apres la fin du
traitement. Cette perte n’étant pas corrélée aaatharge virale ou le pronostic, les auteurs
des deux études arrivent a une conclusion commgeen’est pas grace a son immunité
cellulaire adaptative que I'on peut guérir de I'atifg C chronique sous traitement. Celui-ci
au contraire est délétére pour elle, et son att@m@figue menant a la guérison est inconnue.

Les exemples contradictoires qui sont légions datigteérature sur I'hépatite C font qu'il est
tres difficile de tirer des conclusions générafés.phénomeéne est d’autant plus délicat, que
'espéce étudiée, 'homme, est bien loin d’étresaudsmogéne qu’'une lignée de souris.
Chaque cas étant spécifique ne serait-ce que graskEe médical ou la génétiqgue du malade
etudié, il est nécessaire d’avoir des cohortes ins®& de malades pour se faire aider des

statistiques, ce qui n’est pas a la portée delesusboratoires.

S’il est un moment ou le traitement est unanimemertnnu comme efficace, c’est durant la
phase aigue. En effet, en raisonnant simplementnédleure maniére de restaurer les
fonctions des cellules T spécifiques est d’évitarelles ne les perdent. Une étude tres
complete sur les effets d’un traitement par d=t\urant les premiers mois de la phase aigue a
été réalisée en 2008 avec des conclusions treesstntes (Badr, Bedard et al. 2008). De
nombreux marqueurs de différenciation et sous-jouls cellulaires ont été étudiés et suivis

durant le traitement. En résumant rapidement, édiales « mémoires centrales » sont CCR7
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CD45RA, proliferent mais ne sécrétent pas d'iFNLes « effecteurs mémoires » CCR7
CD45RA ne proliféerent pas mais sécrétent de I'YEMENnfin les cellules CCRZD45RA,
effecteurs mémoire au maximum de leur différencigtine proliférent pas non plus mais
sécretent beaucoup d’IffNLa maturation des cellules a été suivie par maggule CD27 et
CD28 et le phénotype « exhausted » par marquageDd®7 et PD-1. Les cellules T CD8
spécifiqgues au VHC sont bloquées en différenciatiorstade CD27CD28’, n’expriment ni
CCRY7 ni CD45RA et tres peu PD-1 et CD127. Chep#ents résolvant naturellement leur
hépatite aigue, I'expression de CD127 augmente @nartemps que celle de PD-1 diminue,
jusqu’a la clairance virale. Sur ces mémes maladssmarquages de CD127 et de Bcl2
augmentent parallélement a I'augmentation des dasagurolifératives de cellules T CD8n
réponse aux peptides viraux. En ELIspot, ces @aslgEcretent beaucoup d’IL2 et d’NFBit
expriment fortement CD107a, donc dégranulent. Gudkiles polyfonctionnelles puisque
mémoires, effectrices et cytotoxiques représeradatfin de l'infection entre 15 et 26% des
cellules produisant de I'lF{Nchez les répondeurs spontanés. Chez les maladem#étvvers

la chronicité, les cellules restent CD127low etZBmlv, ne proliferent pas et ne sécretent que
tres peu d'IFN et expriment trés faiblement CD107a. Lorsque lediepts ont une
monothérapie a I'IFN et y répondent, leur cellules T CD§pécifiques au VHC réexpriment
Bcl2 et CD127 jusqu’a un niveau presque comparaldelui des répondeurs naturels. Ceux
qui ne répondent pas a la monothérapie voient lealisles T CD8 spécifiques devenir
polyfonctionnelles, Bcl2 et CD127 puis d’'un seul coup leur nombre seffondre, elles
redeviennent monofonctionnelles puis plus fonctell@s du tout. Ceci n’étant pas di aux
mutations du virus, les causes de ce phénoméneenonte inconnues. La littérature décrit
les cellules CD27 CD28 comme ayant une trés forte activité télomérasec dwes
résistantes a la mort et avec une longue duréeialelLes cellules mémoires sont aussi
connues pour étre impliqguées dans le contréle dd, Yeut étre en suivant un mécanisme
similaire. Enfin, les auteurs n’ont trouvé aucuperéation entre la capacité de prolifération
et I'expression de PD-1 avec le pronostic de rérighki traitement. Pour résumer, la thérapie
engendre la création de cellules T CD#pécifigues au VHC multifonctionnelles CD27
CD28 CCR7 CD45RA CD127 Bcl-2" produisant de fortes quantités d'iENI'IL2 et de

CD107a. Ce changement ne touche que les celluBEB8rspécifiques du virus.

Le traitement, si pris trés tot durant la phase@igourrait sauver les cellules T spécifiques

de la disparition et les aménerait vers un profiltfonctionnel apte a éradiquer le virus. La
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fenétre d’action de I'lF semble donc trés restreinte mais peut amener 'justi$o de

guérison en phase aigue en monothérapie contreeBQ8hase chronique.

J'aimerais clore ce chapitre sur 3 exemples d'actirecte antivirale que le traitement
pourrait avoir qui n'ont aucun rapport avec le égse immunitaire mais qui me semblent trés
pertinentes et auraient I'avantage de réunifierimesiunologistes travaillant sur I'hépatite

puisque ils auraient eu tous a la fois tort etorais

Les 2 premieres études portent sur la protéinediiatl. Celle-ci est une des clés d’entrée
du virus dans les hépatocytes et est surtout leniprefacteur permettant d’exporter la

perméabilité au VHC a d’autres types cellulairestt€ protéine se trouve principalement au
niveau des jonctions serrées des endothéliums. Bafgie, elle se situe au niveau des
jonctions serrées entre hépatocytes dans les $tlassolci, les cellules étudiées dans un
premier temps sont les thyrocytes (Tedelind, Encsd al. 2003). Une des principales
fonctions de I'inflammation dans un tissu un peaig¥ié d’'un vaisseau sanguin est de pouvoir
faire pénétrer les cellules immunitaires a travarparoi vasculaire dans un premier temps,
mais aussi a travers les endothéliums dans un émeaxafin qu’elles puissent atteindre le lieu
adéquat. Il se trouve que c'est une des propridEd’'IFNy. Celui-ci est capable de

perméabiliser les endothéliums pour les prépargrassage des cellules immunitaires. La ou
cette propriété devient extrémement intéressargst que le moyen utilisé par la cytokine

pour arriver a son but est la sous-régulation deClaudine-1. En déstabilisant les

endothéliums en les privant de Claudine-1 au nivéesi jonctions serrées, ils deviennent

perméables.

En 2009, une équipe chinoise a tenté d'utiliseautié précédente en I'adaptant au foie dans le
cadre de I'hépatite C (Wei, Jia et al. 2009). Ledsultats sont extrémement intéressants
puisque la sous-régulation de Claudine-1 induitel’faNy cause une redistribution de celle-
ci et des molécules CD81 et SR-BI sur la membramaes trois impliquées dans I'entrée du
virus dans la cellule héte. De plus, elle casseelanéabilité de I'endothélium hépatocytaire
en brisant les jonctions serrées mais surtout redlel les hépatocytes beaucoup moins
perméables au VHC. Cet effet jusque alors incormlilENy dans le foie pourrait étre I'un

des principaux mécanismes de lutte contre le virus.
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La derniere étude que je vais vous présenter pouwrrka fois expliquer une partie de la
résolution de I'hépatite C, mais aussi pourquaidice de masse corporelle (IMC) et le
diabete sont des facteurs aggravants (Palmer, H&ézopanian et al. 2008). L'adiponectine
est un médiateur anti-inflammatoire sécrété paistl adipeux, régulateur de la sensibilité a
linsuline. Elle existe sous 2 formes, la forme Haut poids moléculaire (HMW) qui
augmente la sécrétion d’'IL6 par les monocytes dailide poids moléculaire (LMW) qui elle
diminue la sécrétion d’'IL6 et augmente celle d’ILHles agissent sur la voie MAPK qui est
connue pour réguler celles des brity. Cette étude montre que le niveau sérique d’'HMW
correle positivement avec la réponse dirigée cdatiHC. Les personnes obéses, donc avec
un fort IMC, sont connues pour produire moins djadiectine ce qui en expliquerait I'impact
négatif. Lorsque les chercheurs ont stimulé ddslesI T de malades avec de I'adiponectine,
ils ont observé une augmentation de la productitiiNgy mais celle-ci était encore plus forte
en présence en plus du VHC. En séparant les 2 fomwéculaires, ils ont remarqué que
seule la forme HMW provoquait cette augmentatioas Icellules T CD4 CDS§ et les
monocytes sont pourvus de récepteurs a I'adipameciidipo-1, mais seules les cellules T et
les NK répondent a HMW en sécrétant de I'FNIMW agirait sur les cellules T via la voie
p38MAPK les poussant a produire de I'FFNui a son tour provoquerait celle des cellules
NK. Ces types de cellules supporteraient mutuelfgnteur prolifération et leur activation
puisque les cellules NK entretiennent la produceonIFNy des cellules T CD4qui elles-
mémes avec les cellules T CD&upportent celles des NK. Le profil Th2 observérejorité
chez les malades chroniques pourrait étre d0 adéfmits de dialogues entre ces 3 types
cellulaires. A contrario, des interactions correctehapeautées par I'adiponectine

permettraient une éradication du virus.

Facteurs prédictifs de la réponse au traitement

Le nombre élevé d’effets secondaires induits pardiement ainsi que sa faible efficacité
rendent crucial le développement d’outils prédictife butin fine serait de ne traiter que les

patients pouvant répondre et ainsi éviter une fheéraes lourde et inutile aux patients qui
seraient prédits comme non répondeurs. De nomlyqaassibilités sont envisageables pour
estimer la réponse au futur traitement, telle cuedlture de leucocytes périphériques en
présence de doses physiologiques diF de ribavirine suivie d’analyses transcriptoneisju

et protéomiques ou de techniques dites de « lathgn» a l'instar du test développé par

Advanced MicroLabs LLC pour le diabete.
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De nombreux laboratoires, dont le notre, se sorida dans le développement d’'un tel outil.
Ces recherches passent bien sur en priorité pameiikeure compréhension des interactions
virus- cellules hétes, en particulier dans la wgesignalisation des interférons de type | et |l,
et par une étude poussée de la réponse immuniaiée et adaptative lors de I'hnépatite C.
Des avancées majeures telles que le systeme deedunltvitro du virus mis au point par
Takeji Wakita (Wakita, Pietschmann et al. 2005)lasdécouverte des clés d’entrée du virus
dans nos cellules, CD81 (Pileri, Uematsu et al.819€laudin-1 (Evans, von Hahn et al.
2007), I'Occludine (Ploss, Evans et al. 2009) etBBRCatanese, Graziani et al. 2007)
permettent d’étudier les parametres viraux enteamjeu lors de la phase chronique de la
maladie. A I'immense complexité de la réponse imitaine viennent s’ajouter celles des
mécanismes vitaux, de résistance et d’échappenuevitus ainsi que la diversité intrinseque

des hoétes eux-mémes qui semble jouer un role €écisi

Un grand nombre de facteurs se sont révélés pifédi®armi ceux-ci nous pouvons

distinguer 3 catégories :

- Les facteurs intrinseques au virus,
- Les paramétres immunitaires de I'hote,

- Les facteurs génétiques de I'h6te.

Parmi les facteurs viraux, les séquences appeBieR ket IRRDR de NS5A semblent liées a
I'induction d’'une réponse soutenue (SVR). Les naoitet apparaissant dans ces régions ont
pour effet de rendre le virus plus sensible auxéaues du traitement. La meilleure réponse
possible s’obtient lorsque celles-ci sont au ma@nsnombre de 6. Il faut aussi noter que
I'ISDR se situe dans la zone de contact de NS5& 8KR, une molécule induite par I'lfeN

a fort pouvoir antiviral. NS5A semble étre une adéss de la prédiction de la réponse au
traitement puisqu’elle est aussi capable de sali®TAT1, effecteur capital dans la cascade
de signalisation des interférons de type |. Dewidiés semblent étre de tres bons marqueurs
de la sensibilité du virus a I'lFN I'alanine 2360 et la thréonine 2378, qui sons fiartement
associés a une réponse soutenue (ElI-Shamy, NagginetFal. 2008). L'étude séquentielle
de NS5A des souches virales infectant chaque pasiemble prometteuse ainsi que le
développement de test révélant la présence de iondainfluencant la sensibilité a

I'interféron.
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Les parametres immunologiques prétraitement sdemévétre des prédicateurs fiables de la
réponse au traitement. Par exemple, il a été réemmnmontré que la numération des
neutrophiles (>2300/ul) et le ratio Th1/Th2 des pymcytes CD4 (< 15,5) étaient corrélés
avec l'apparition d'une réponse soutenue (Shirakaatsumoto et al. 2008). Différents
marqueurs sont connus pour étre spécifiques d’stesye immunitaire déficient, tel qu’un
fort taux de PD-1 sur les lymphocytes T COst CD8 (Radziewicz, Ibegbu et al. 2007), un
faible taux de Bcl-2 associé a une augmentationmduquage annexine V (Radziewicz,
Ibegbu et al. 2008), la présence d’interleuking #0edans le sérum qui inhibent le profil Th1l
des lymphocytes spécifiques au virus(Sriram, Bisetaal. 2007). Le taux d’expression de
CD38 a la surface des lymphocytes semble régulduiée de la phase aigue de la maladie
(Thimme, Oldach et al. 2001) et cela sous-entend gon expression peut étre liée
positivement aux effets du traitement par ¢EN-ait tres important récemment mis en
lumiere, la présence de lymphocytes T polyfonctesmyant les propriétés prolifératives des
cellules mémoires ainsi que cytolytiques et ardaieis des cellules effectrices (Badr, Bedard et
al. 2008). Une étude de 2007 (Pilli, Zerbini et2007) a étudié I'impact de la réponse T
spécifique au virus sur la cinétique virale etidédiction de la réponse au traitement. Outre le
fait qu'ils ne trouvent aucune fonction des celule CD4 ou CDS§ qui est restaurée par le
traitement, ils sous entendent que tout est déj@ gvant la premiére prise du traitement. En
effet, les cellules T CD8de patients répondeurs ont une meilleure prolifémaex vivo avant
traitement. Aucune différence n’est trouvée conaetria cytotoxicité, la secrétion d’IfN
avant ou durant le traitement. La différence sigatfve entre les répondeurs et les non
répondeurs observée prétraitement ne I'est pluarts de celui-ci, ce qui indique une baisse
des fonctions T provoquée par le traitement. Péemfacteurs prédictifs de la future réponse
au traitement, une étude trés minutieuse des esllll CD8 semble requise afin de
comprendre quel paramétre influence la future répo@ette étude est contradictoire avec un
article plus ancien (Kaplan, Sugimoto et al. 200&sant que la présence et le nombre de
lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques au virus avant traitement ainsi quprtauction
d’'IFNy aprés traitement ne corrélaient pas avec la degrairale ni la réponse immédiate. En
revanche, ces faits corrélent lors d’'une résolutiaturelle de la maladie indiquant le fait que

le traitement peut induire une réponse tout aafdificielle.

Enfin, le background génétique de I'h6te se réaekesi primordial dans I'établissement d’'une

réponse forte et durable dirigée contre le virusl'épatite C. Le premier niveau de
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prédiction se trouve étre le typage HLA du malatllers que certains alleles sont connus
pour étre associés a une forte réponse (HLA-B27BD@t DRB1 (dans la population
caucasienne), HLA-A03 et HLA-CwO01) d’'autres le sania chronicité (HLA-BO1 et HLA-
B18) (McKiernan, Hagan et al. 2004; Kaplan, Sugmnet al. 2005; Neumann-Haefelin,
Timm et al. 2008). Enfin, de nombreuses mutaticrssibles sur les récepteurs aux cytokines
ou chémokines, sur les promoteurs des génes antxjouent certainement un role dans la
sensibilité de I'organisme face a un agent pathedgeélngue le virus de I'hépatite C. Une étude
des SNP (single nucleotid polymorphisms) sur 6 genmontré qu’elles n’étaient pas liées a
la réponse a I'exception d'un haplotype du géend'ld@0 (dit IL10 ACC) et une réponse
soutenue (Morgan, Lambrecht et al. 2008). Une étratescriptomique tres complete (Feld,
Nanda et al. 2007) a été réalisée. Les profilsstaptomiques hépatiques de patients non
répondeurs et répondeurs ont été comparés afindBdaire les marqueurs typiques d’une
réponse. Ceux-ci sont également discriminés deserépondeurs rapides et lents. Les
différences les plus flagrantes sont montrées plesr génes inclus directement ou
indirectement dans les voies de signalisationivggataux interférons. Prétraitement, 22 géenes
ont été marqués comme étant au moins 1.5 fois gdpameés chez les répondeurs. Ces 22
genes sont répartis en 15 ISG (parmi eux OAS2, O&t398x1), 2 liés directement aux IFN
(RIG-1 et STAT1) et 5 genes immunitaires (CXCL9 mxemple). Cette derniere étude
fournit une liste tres intéressante de genes catslid un éventuel test prédictif. Enfin,
l'indice de masse corporelle jouerait un grand r@éns la prédiction de la réponse au
traitement. En effet, une étude précédemment cisée ['adiponectine (Palmer,
Hampartzoumian et al. 2008) montre que cette hoenséerétée par le tissu adipeux agit sur
les monocytes et les lymphocytes C# CD8 et augmente significativement la sécrétion
d’'IFNy de ces dernieres et des cellules NK. Le taux sérig la forme HMW a été corrélé
positivement avec la réponse au traitement et pdutonc étre un bon prédicateur de l'issue

du traitement.

Un systeme permettant de synthétiser toutes casédsnde maniéere rapide et peu onéreuse
dans I'optique de prédire si un patient répondra@u au traitement IF plus ribavirine de
plus gu'une alternative a celui-ci en cas d’échkérdpeutique sont plus que jamais

nécessaires afin d’'améliorer la qualité de viephgents ainsi que leur pronostic vital.
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Problématique

Les réles des cellules T dans la phase aigue dpdtite virale C commencent a étre
relativement bien connus et documentés. Ce sontcédlsles effectrices de l'immunité
adaptative, capable d’amener une clairance vigéde si les réponses T CDét T CD§
sont fortes et diversifiees. Leur présence paraiicdfortement corrélée avec la guérison
spontanée en phase aigue (Thimme, Oldach et al)2B8 phase chronique en revanche, les
données sont beaucoup plus disparates et sortt’fier toutes dans la méme direction. Dans
les précédents travaux de notre équipe, une étubléep en 2002 a utilisé la cytométrie en
flux pour montrer les différences entre les popaoiet lymphocytaires T, NK et TNK entre la
périphérie et le foie (Pernollet, Jouvin-Marcheakt2002). Les cellules T représentent 60%
des lymphocytes intrahépatiques (60% étant §,08s NK et TNK 15% chacune. Aucune
corrélation n’a été trouvée entre les pourcentdgesellules T dans le foie et le contrdle de la
maladie. En revanche une corrélation positive atréidvée entre la sévérité de la maladie
(score Knodell et ALT sériques) et le pourcentage cgllules CD3CD56 (cellules T)
intrahépatiques.

La présence des cellules T en phase chroniqueaawiintrahépatique étant donc plutot
associée a l'apparition et a la diffusion des lésitépatiques plutbt qu’au contrdle de la
maladie, il restait a trouver quel type de cellulestait particulierement impliqué dans ces
mécanismes. Notre équipe a postulé en 2003 (L&fmgan et al. 2003) qu'il s'agirait des
cellules T CD8. Celles-ci seraient les cellules effectrices disions contrastant avec le
controle viral.

Parallélement, nous avons également étudié le toderTCRIB de linfiltrat CDS
intrahépatiques (Vigan, Jouvin-Marche et al. 20@3). travail a montré que les répertoires
périphériques et intra-hépatiques étaient compasabh termes de diversité. Cette étude
montre que les T CD8 subissent une tres modestenseiqn et que la diversité du TCR est
corrélée avec le nombre de T CD&patiques chez les malades. Ceci peut a la foigrar
une réponse multispécifique et polyclonale dirigéatre le virus mais aussi la présence de
cellules beaucoup moins spécifiques au virus, dapate générer d'importantes Iésions.
L’étude la plus récente s'est attardée a caraetétes phénotype de ces cellules T CD8
intrahépatiques (Bonorino, Leroy et al. 2007). timslation chronique de ces cellules par le
virus pourrait engendrer I'expression de réceptdatsbiteurs de type NK spécifiques
d’antigene présenté par les molécules HLA-1 (NKBhe corrélation a été trouvée entre la
fréquence des cellules T CDBRKR" dans le foie et la périphérie et I'activité hisigique des
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patients infectés par le VHC. Les cellules T CB@R" (Killer cell Ig-like Receptor) n’étaient
pas corrélées aux lésions mais présentaient dastéastiques de cellules mémoires avec
une sénescence avancée, comme en témoigne leaiefqnession de CD57. Le contenu en
perforine de ces cellules, NKRt KIR', était trés faible dans le cadre de I'infection YBEIC.

Ces cellules ont donc de fortes altérations foncitles et pourraient étre les responsables
des lésions hépatiques. Partant de ces acquispmérauses nouvelles questions se sont

posées.

Les cellules T semblant responsables des Iésiamles) population(s) sont en mesure de

contréler le virus ?

Dans les cas de dimmunosuppression pathologiquelH)(Vou thérapeutique
(transplantations), les lésions hépatiques duegH sont plus séveéres. Il existe donc des

populations capables de contréler le VHC sans lédeie.

Le premier travail auquel jai participé est lateudirecte de ce dernier article et tente de
donner un élément de réponse a la question poaéai s lymphocytes intrahépatiques, une
population est abondante, posséde des propriétéwoxigues, donc de lyser les hépatocytes
infectés, est capable de sécréter un grand nonebogtdkines : les cellules NK. Nous avons
finement étudié leur phénotype et leur(s) role(staurt de la maladie (Bonorino, Ramzan et
al. 2009). Brievement, cette etude comporte 2 ggriine analyse immunohistochimique et
une analyse cytométrique. La premiere permet deligmr les cellules NK dans
I'environnement hépatique et la deuxieme d’en déde phénotype. Les cellules NK, du fait
de leurs propriétés, pourraient aussi bien comtrlidevirus que promouvoir les lésions
engendrées par les cellules T C8 phase chronique. Nous les avons donc finentedigé

afin d’essayer de déterminer leur réle(s) exad#s)s la pathologie.

Le contrble immunitaire via les NK et I'IlBNsemblant étre une condition favorable, quels

parameétres immunitaires préthérapeutiques peuvefitiancer et nous indiquer la future

réponse au traitement ?

Nous savons que certains parameétres s’averenivestent prédictifs du devenir de la

maladie, notamment le niveau d’ALT sérique, I'algeprésence de fibrose et le génotype du
virus infectant. Aux vues des effets secondairgsomants induits par le traitement, il est
absolument nécessaire de sélectionner les patjahtsrépondront pour éviter aux autres des

effets secondaires inutiles. De plus, avec l'agivgrochaine des nouvelles molécules
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thérapeutiques telles que les anti-protéases iepalymérases, il est vital de pouvoir prédire
la réponse au traitement pour éviter 'avenemensalgches virales résistantes aux multi-
thérapies. Notre étude (Dufeu-Duchesne et al. nzaes finalisation) s’est donc intéressée
aux possibles parametres prédictifs de la réussitede I'échec de la thérapie ainsi qu’aux

cellules les exprimant.

Les mécanismes d’'action du traitement par PEGdFBt ribavirine sont encore trés

largement méconnus. Quel impact peut il avoir s&gr dellules immunitaires au cours de la

maladie ? Restaure t-il une réponse déficiente?

Pour répondre a cette question, nous avons utili@@cohorte de patients issue d'un essai
clinigue de phase Ill, I'étude Gammatri. A la suite notre précédent article, nous avions
postulé que la prise d’IRNen supplément de la thérapie habituelle pouvabepr un réel

bénéfice aux patients et augmenter le taux deadledr virale. Il en a résulté un essai clinique
encadré par 'ANRS (Agence Nationale de la Reclersir le Sida et les hépatites). Le

protocole thérapeutique peut étre résumé comme suit

Semaines -4/-6 : pré inclusi
Patients Hépatite C chroniqg
Non répondeurs au traiteme
antérieur

Semaines 42 A 72 : arrét des traitements
Surveillance clinique et biologique

Nous avons pu suivre I'impact du traitement ainse gle I'ajout d’IFN durant toutes les
périodes de la phase chronique, avant, durantres aitement, et ce chez des répondeurs et
non-répondeurs. Pour mieux cibler les effets sppmEt des IFN ety et de la ribavirine,
nous avons développé un systéme de culture de lyoypdsin vitro permettant la culture de
PBMC en présence des molécules d’intérét souhaitées
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Les cellules T anti-VHC présentant des déficitstionnels, les cellules T régulatrices sont

elles impliguées dans leur initiation?

Enfin, nous avons cherché a expliquer les rbles dhiles TReg intrahépatiques et
périphériques afin de déterminer si ces celluldsbaient la réponse immunitaire dirigée
contre le VHC et quelles pouvaient en étre les égnsnces. L’étude realisée (Sturm et al.
2009, soumise adournal of Hepatologyles a observés durant la phase chronique de la
maladie. Par immunohistochimie nous avons pu étulelig localisation intrahépatique et par
cytométrie en flux, leur phénotype, pour mettre deanées en parallele avec les facteurs

cliniques.
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Resultats



Article 1: Fine Characterisation of Intrahepatic NK Cells Expressing Natural
Killer Receptors in Chronic HCV and HBYV Infections

Les cellules NK sont un type de lymphocytes cytglys qui constituent un composant
essentiel du systeme immunitaire inné et qui jousntrdle majeur dans I'élimination des
cellules tumorales ou infectées. Potentiellemeliés gpeuvent jouer un réle vital dans le
contrble de la réplication du VHC dans les hépatexyLi, Zhang et al. 2004). Il est connu
gue le virus de I'hépatite C, tout comme celuia®] peut interférer avec la réponse NK chez
la souris et chez 'homme. La protéine E2 du VHQ@tpear exemple se lier & CD81 a la
surface des NK et inhiber tres fortement leurs fions sécrétrices, cytolytiques ou encore
leur prolifération (Tseng and Klimpel 2001). NS\&4A ont aussi un effet inhibiteur sur les
cellules NK (Taylor, Shi et al.1999). Durant la pbachronique de I'hépatite C, le
microenvironnement hépatique est soumis a unenimflation constante, et est caractérisé par
une augmentation de l'expression de HLA-E sur denbreux types cellulaires et sa
stabilisation par la liaison de la protéine corevitus (Natterman, Nischalke et al. 2005), ce
complexe HLA-E/Core est alors reconnu par I'hétéreae inhibiteur CD94/NKG2A. Il est
établi que le nombre de cellules NK dans un foieCvést plus faible que dans un foie sain,
beaucoup d’études suggerent qu’en plus leur pouwybalytique est diminué. Il semble donc
gue toutes les conditions soient réunies pour fagoune inhibition des cellules NK dans un
foie VHC chronique.

Notre étude a consisté a examiner finement lailigton des populations NK et leurs
possibles associations avec les parameétres clmid@es les cadres de I'hépatite chronique C.
Nous avons observé une diminution significative laefréquence des cellules NK et un
déséquilibre quantitatif entre les populations tytmues, CD58™, et sécrétrices, CDBE™
dans le foie et le sang des patients VHC. De plusombre de cellules NK exprimant les
récepteurs inhibiteurs CD158a,h et CD158b,j élgitiicativement plus faible dans le foie
gu’en périphérie chez les patients VHB et VHC. Dinsoie VHC chronique, les cellules
CD56 se localisent préférentiellement hors des zonesotigues. Le nombre de cellules
CD3CD56""NKG2A" circulantes était positivement corrélé avec ungmentation de la
nécro-inflammation et de la fibrose. De plus, kgfience des cellules CTD56"™NKG2A"
correle négativement avec la charge virale chezpkgents atteints d’hépatite B ou C
chronique. En résumé, notre travail fournit desreéensur les corrélations entre le nombre de
cellules NK, leur distribution et leur phénotype latcharge virale des patients en phase
chronigue d’hépatite.
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Article 2: IFN-yGene Expression is Associated to SVR and Mainly Localized in
NKT Cells in Chronic Hepatitis C Patients Treated with IFN-a and Ribavirin

De plus en plus d’études cliniques et scientifigtersdent & montrer que I'IRNjouerait
plusieurs réles clé dans I'évolution de I'hépafite Une étude de 2009 a montré qu’il était
capable, seul, d’'inhiber la réplication virale dales hépatocytes de malades chroniques (Ye,
Wang et al. 2009). L'expression préthérapeutiquel'l#f@Ny pourrait donc étre I'un des
facteurs déterminants pour la réussite du traitén@@elui-ci consiste en une bithérapie a base
d'IFNa pégylé et de ribavirine, induit un nombre impottaleffets secondaires et n’est
efficace que dans environ 50% des cas d'infectammigpgénotype 1 du virus. La recherche de
facteurs immunitaires prédictifs de cette réponseriait éviter aux patients décrits comme
futurs non répondeurs beaucoup de désagrémenilgsnit I'neure actuelle, certains facteurs
comme le génotype infectant, I'indice de masse a@lfe, le sexe ou I'age donnent des
indications sur la réponse potentielle au traitentknmaniére assez fiable. En revanche, au

niveau immunitaire, aucun facteur prédictif dosahlant traitement ne fait 'unanimité.

Dans cette optique, pour notre étude, nous avossindde taux basal d’expression de I'fFFN
dans le sang et le foie de 45 patients atteintspditite C chronique avant traitement par PCR
en temps réel. Nous avons cherché s'il existait desélations entre celui-ci et les
caractéristiques cliniques. Nous avons égalemeatchB a identifier quelles étaient les

principales cellules productrices d’'INBvant traitement.

Nous avons trouvé que les niveaux d’expressionsAiR$m IFNy pré-thérapeutique étaient
significativement plus élevés chez les 41 pati@mtscomparaison de ceux des 5 témoins.
Chez les malades, I'expression d’NrMans les PBMCs était fortement corrélée a celle
observée dans le foie (r=0.84, p<0.01). Cette esgwa n’était corrélée ni avec la charge
virale ni avec les lésions. Nous confirmons auss @ réponse dirigée contre un virus de
génotype 1 est bien plus faible que celle en répanain génotype 3. En comparant les
patients répondeurs et non répondeurs, nous avoosét que le taux d’expression pré-
thérapeutique d’IFM était significativement plus élevé chez ceux dépeant une réponse
virologique prolongée. Nous avons ensuite tentéd@ntifier la source principale d’'IRNoreé-
thérapie en utilisant a la fois des tris cellulsimagnétiques successifs et la cytométrie en

flux. Nous en avons conclut que celles-ci étaiestdellules TNK CD3CD56'.
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En conclusion, nous avons démontré que les nivdaxpression des transcrits If¢Ntaient
positivement corrélés avec la réponse thérapeutmpsitive. Les cellules TNK étaient la
principale source d’IFM directement mobilisable. Ce qui pourrait en fales cibles tres
intéressantes pour de futures immunothérapiesnfEoés résultats laissent a penser que

I'ajout d’IFNy a la bithérapie pourrait améliorer le taux de séasde celle-ci.
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Abstract

The outcome of HCV infection and the response tiviaal treatment depend on both viral
and host factors. Host immune response contribiatesral control, clinical recovery and
protective immunity to chronic hepatitis and liw#rhosis. Establishing immunological status
and identifying pretreatment immunological factassociated with better response to therapy
might be of importance in understanding of the sasful immune response and in future of
combination therapy to HCV infection. In this studye investigated the expression of I1kN-
before treatment with interferon alpha and ribawin the blood and liver of chronic HCV
patients (CHC). Our results showed that the expeaklevels of IFNy were higher (p <
0.05) in PBMCs of CHC patients than healthy cont@dmparing their expressional levels in
PBMCs and liver, no difference was observed indgkpressional levels of IFN- however,
they were significantly (r = 0.84, p < 0.01) coateld in PBMCs and liver. Interestingly, we
found that IFNy was significantly higher (p < 0.05) in PBMCs of Chpatients who showed
sustained virological response (SVR) and with HC®haype 3 than those with non-
responder (NR) and HCV genotype 1. To determinesthece of higher levels of IFNin
CHC patients, we investigated that CD®56 cells were the main source of IRNin
PBMCs of these patients. No correlation was obskimedifferent polymorphic forms of
IFN-y in CHC patients. In conclusion, we demonstrated the pretreatment PBMCs levels
of IFN-y could be a predictor of treatment outcome and NKIIS might be a better prospect
for immunotherapy in chronic HCV patients.
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Introduction

Immune response plays an important role in therobahd spontaneous eradication of HCV
infection. ldentification of patients infected witHCV who have the greatest chance of
treatment success is quite attractive. A persoedliapproach to HCV treatment could
maximize efficacy and limit the unnecessary sideat$ and cost for patients who are
unlikely to achieve SVR. Therefore, the developmehtvalidated biomarkers capable of
predicting SVR before treatment could be helpfulf@anaging patients with chronic hepatitis
C. To achieve this, many serological and immunaalgparameters have been described as
predictors of treatment outcome or SVR in chrorapdtitis C patients who were treated with
IFN-o/ribavirin - combination therapy. Among immunologicgbarameters, different
chemokines (MIG, IP-10), cytokines (TNE-L-6, IL-10) and immune cells (HCV-specific T
cells, pDC (plasmacytoid dendritic cells), NK celKT cells in the liver, inflammatory cells
in portal tracts) have been described as prediabrseatment outcome in these patients
(Diago, Castellano et al. 2006; Kanto and Haya$li62 ltose, Kanto et al. 2007; Rosen,
Weston et al. 2007; Badr, Bedard et al. 2008; ChHisg et al. 2008; Fujimoto, Tomimatsu et
al. 2008; Yamagiwa, Matsuda et al. 2008; Wan, Keingl. 2009).

Type | interferons (IFNs) have diverse biologicabgerties, including antiviral, growth
inhibitory, and immunomodulatory effects (Stark,rKet al. 1998). In chronic HCV patients,
the treatment with IFNdribavirin changes the cytokines profile both sesieby T helper 1
(Thl) and T helper 2 (Th2) cells (Shapiro, Gershtti al. 1998; Abayli, Canataroglu et al.
2003; Blackard, Komurian-Pradel et al. 2006). Amang-inflammatory cytokines, IFN-
and TNFe are immunostimulatory and immunomodulatory cytekirand are active against
viral and tumor control (Schoenborn and Wilson 200#N-y seems to be of crucial interest
because it is known to inhibit HBV and HCV repliocat in different culture systems such as
replicons (REF). Conflicting results regardimgvivo IFN-y profile during the treatment have
been reported (Shapiro, Gershtein et al. 1998; 0 &f0; Barnes, Gelderblom et al. 2009),
however, many studies showed that li-[grofile increase in the early treatment specifycal
in patient with sustained virological response ($V8uggesting that IFN-production is
important at least in the first phase of treatm@ahati, Caradonna et al. 2002; Trapero,
Garcia-Buey et al. 2005; Tox, Schulte et al. 2008)ease in the expressional levels of TNF-

a in PBL of hepatitis C patients but decrease in )é4ents during the treatment has also
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been observed (Shapiro, Gershtein et al. 1998; Wang et al. 2009), suggesting its role in

the treatment outcome.

During IFN-a/ribavirin therapy, increased HCV specific T cedsponse has been observed
which is associated with SVR (Rosen, Weston eR@07; Badr, Bedard et al. 2008). NK
(Natural Killer), NKT (T cells expressing NK receps) cells activity also increase during the
treatment, specially, in SVR patients (Lin, Gonzaé¢ al. 2004; Yamagiwa, Matsuda et al.
2008). Taken together, these results suggest tmabioation therapy with IFN#ribavirin
enhance the immune response against HCV. In tiseprastudy, we examined the expression
of IFN-y and TNFe in the blood and liver of patients with persistei@V infection. In order

to define the prognostic parameters for sustaineological response, we examined the
expressional levels of IFNM-and TNFe in PBMCs and in liver in CHC patients before
treatment. We then analyzed the expression of thetbe cytokine in regard to the response to
treatment and searched the main source ofylRiNthe different subsets of blood immune
cells.

Patients and Methods.

Patients.

Forty five patients with chronic hepatitis C se¢nh@& Grenoble University Hospital (France)
Hepatology Unit who received a first course of peija and Ribavirin were studied. All
patients were anti-HCV-positive, had detectablauseHCV RNA using PCR, had ALT
serum levels higher than the upper limit of normialat least one occasion in the 6 months
before the initiation of treatment, had a histobadidiagnosis of chronic hepatitis by liver
biopsy and received more than 80% of the dose gflPHa and/or Ribavirin and more than
80% of the expected duration of treatment. Thegatfor exclusion were age under 18 years,
presence of serum HBsAg or anti-HIV antibodies,eotbhauses of chronic liver disease,
severe cirrhosis, severe systemic illness, and narery. Patients who had undergone
previously a course of interferon therapy or an imosuppressive treatment were also
excluded. Patients were treated with pegdFRa (Pegasys 18(g/week) or peg-IFN 2b
(Viraferon-Peg 1.5ug/kg/week) and Ribavirin (800—-1400 mg accordingvight) for 12 or
48 weeks according to the HCV genotype and thdogroal response to treatment at weeks
12 and 24. Sustained virological response to treatnwas defined by the absence of
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detectable serum HCV RNA using PCR 24 weeks afterdnd of treatment. The main

characteristics of the patients are presented leTh

Serologic and HCV RNA analysis

Commercially available ELISA kits (Axsym, Abbott haratories, North Chicago, IL, USA
and VIDAS, Biomerieux, Marcy I'Etoile, France) weused to determine hepatitis B markers
(HBsAg, anti-HBc, anti-HBs). HCV antibodies werested using two third-generation HCV
EIA systems (Axsym, Abbott Laboratories, North Glgo, IL, USA and Ortho Diagnostic
System, Raritan, NJ, USA). Serum HCV RNA was quargd with the COBAS Amplicor
HCV Monitor 2.0 assay (Roche Diagnostics, Meylamn€e). The detection threshold of this
assay was 600 IU/mL. Qualitative detection of HCWARwas carried out to assess the
virological response using the COBAS AMPLICOR HC\W Zssay (Roche Diagnostics,
Meylan, France) whose detection limit is 50 IU/mMHCV genotypes were determined with
the Trugene HCV 5’NC Genotyping Kit (Bayer Diagnost Puteaux, France) using the
OpenGene DNA Sequence.

Liver samples

For each patient, a liver biopsy was obtained witdi months before therapy. Each liver
biopsy was divided in two parts. The first part vdasectly fixed in 4% formaldehyde and
embedded in paraffin for histological evaluatiomeTsecond part, which was available in 21
patients, was immediately frozen in liquid nitrogamd stored at —80°C for mRNA analysis.
Histological evaluation was performed to describ®#ell score and METAVIR activity and
fibrosis index by a single independent pathologisb was unaware of the patient's clinical

data.

Leucocytes isolation | mmunostaining and Flow Cytometry

PBMCs were collected immediately before startingraipy. Leucocytes were separated from
peripheral blood by density gradient centrifugation ficoll (Eurobio). The monoclonal
antibodies used for immunophenotyping were anti-E&b$gcoerythrin/Cyanine7 (PC7) and
anti-CD8-Allophycocyanine (APC) from Immunotech,tigDD56-fluoresceine (FITC) and
anti-IFN-y-Phycoerythrin (PE) from Becton-Dickinson Bioscieac Immunostaining and
flow cytometric analysis were performed as descripeviously (Pernollet, Jouvin-Marche et
al. 2002; Bonorino, Leroy et al. 2007)
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Magnetic cell sorting

Fifty ml blood sample of two patients were takenl & millions of PBMCs were obtained
after ficoll separationkor isolation of leucocytes subsets, microbead-lsmbipntibodies and

the Mini-MACS™ (Milteny, Bergisch-Gladbach, Germargevice were used, followed by
manufacturer's recommendations. The antibodieslddbmicrobeads (Milteny, Germany)
were used for T cells (CD3, CD4 and CD8), NK cél®56), B cells (CD19) and monocytes
(CD14). Separated cell purity was found over th@#9confirmed by fluorescence-activated

cell sorting analysis using fluorescence-labeledvoetonal antibodies.

RT-PCR

RNA extraction, reverse transcription and quantiateal time PCR were performed as
described previously (Leroy, Vigan et al. 2003)ieBy, primer pairs for quantification of
CD3¢, INF-+y, TNF-« and G3PDH, were designed using Primer3input sofvaad were
synthesized by Genset (Paris, France). The segei@mcemain characteristics of each primer
used are summarized in Table 2. Results were esguless the ratio of the target sequence
concentration relative to G3PDH and GIx% house keeping genes.

DNA extraction and ARMS-PCR

DNA was extracted with “Nucleospin Tissue Kit” (Marel-Nagel) and was conserved at -
80°C until transported to St. Paul hospital in Duldeland where the polymorphism of IFN-
ywas carried out. The technique is based on theiptenof allele-specific priming of PCR
process, i.e. a specific primer will only permitg@ification to take place when its 3’ terminal
nucleotide matches with its target sequence. TrgetdDNA is amplified using a common
primer and either of two allele specific primersieocomplimentary for the mutation to be
detected (IFNyprimer, (Pravica, Brogan et al. 2000) and the otlmanplimentary to normal
DNA sequence at the same position. The method gesva quick screening assay that does
not require any form of labeling as the amplifiedqucts are visualized simply by agarose

gel electrophoresis and ethidium bromide staining.

Statistical methods

The non-parametric Mann-Whitney U-test was perfaritee compare quantitative variables.
Within group comparisons were performed by using fhtailed Spearman’s correlation
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coefficient. P values less than 0.05 were constlesignificant. Statistical analysis was
performed by using SPSS 15.0 software (SPSS Iecago, IL, USA).

Results

Basal expression levels of IFN-yin PBMCsand liver

IFN-y transcripts were detected and quantified in PBNMG® all 45 HCV-infected patients,
with values ranging from 2.4 to 5.6 log copies 7 GBPDH copies. As shown in Figure 1,
these values were significantly higher than thateobed in healthy donors with on average a
36-fold change (p<0.01). These results at transonal level clearly indicate that IFNs up-
regulated in HCV-infected patients. InterestinglgNy gene expression in PBMCs was
closely correlated to that found in liver (r=0.§%0.001), suggesting a circulation of NN
producing cells from liver to periphery. In livelNy gene expression was also strongly
correlated to TNE& (r=0.74, p<0.001) and to a lesser extent to €030.32, p<0.02),

describing some sort of intra-hepatic immunostirariaconditions in HCV-infected patients.
Correlations between | FN- ygene expression and characteristics of patients

Neither intra-hepatic nor peripheral IfFNgene expression was correlated to clinical,
biochemical and histological factors including MEVIR activity and fibrosis. There was a
trend towards a negative correlation between ingjgatic IFN gene expression and serum
viral load but the result was not significant (18®. NS). By contrast, a significant
relationship was found between liver and PBMCs\ileNd genotype. As indicated in Figure
2, expression levels were on average 12-fold highére 16 patients infected with genotype
2 or 3 comparing to the 23 patients infected wigm@ype 1 (p<0.02). These data indicate
that an immunomodulatory genotype-dependant eftecid be applied on host immune

system.
Relationship between | FN-ygene expression and the response to treatment

In the next step, we explored a plausible relalignamong the expressional levels of 1FN-
and response to the treatment. We analyzed theessipn level of IFN¢ in patients who
were classified as sustained virological respond&¥R) or non responders (NR) to
treatment. We found that SVR group exhibited sigaift higher levels of IFN-(p < 0.01)
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than NR group (Fig. 5). After stratification on thenotype 3 versus genotype 1 parameter,
we observed the same results but this comparisennwtstatistically significant due to the
size of our cohort. Comparison between the exppadsvels of IFNy in patients infected by
genotype 1 and 3 showed a 10-fold increase inyFFARNA (p<0.05) in genotype 3 infected
patients than genotype 1. Considering the treatroetdome, regardless of genotypes, SVR
was associated with higher pre-treatment gene sgiome levels of IFN-

Relationship between genetic polymorphism of |FN-y and expression levels of IFN-y

In the normal population, the allelic repartitioh IFN-y promoter is quite homogeneous:
25% homozygote AA, 55% heterozygote AT and 20% hoygote TT (Pravica, Asderakis et
al. 1999). In order to know if the higher expressidevels of IFNy in SVR patient were due
to a particular polymorphism, we evaluated thisargpon in 45 CHC patients. The
repartition obtained in our cohort of patients veasilar to those obtained in the normal
population: 29% AA, 42% AT and 29% TT. As showrFig.6, the allelic variability of INF-

v did not correlate to its expressional levels in(Cphatients. A similar picture was found in
SVR and NR groups. In conclusion, we could say tRal-y genotypes are not associated

either with its gene expression or response tdrireat.
NKT cells population could be the main source of |IFN-y

Finally, we aimed at identifying the cell populaticesponsible for the IFN-expression. As
discussed before, NKT cells were the only ones hiclvwe detected IFN- To strengthen
this result, we separated CDO5€ells from PBMCs by magnetic microbeads from dguds.
Then, CD4 and CD8 cells were separated from the rest CD&ction as CD5€D4" and
CD56CD8' cells fractions. The expressional levels of IfiWere detected in the above three
separated fractions by quantitative RT-PCR. As showFig. 2, a 10-fold increase in IFN-
transcripts was detected in CD5€ells fraction compared to CD®D4" and CD56CDS8"
cells fractions.

To complete our analysis, CD3 lymphocytes were separated from PBMCs of andihé€
patient. Then, CD56cells were separated from the rest CB&ction as CDED56" cells.
Interestingly, we observed that the transcriptideakls of IFNy were very high in CD3

cells fraction than CD8D56 cells fraction where it was nearly undetectablekén
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together, our results demonstrated that the masdymers of IFNy in CHC patients were

mainly CD3 and CD56 cells which were most probably the NKT lymphocytes
Intracellular detection of IFN-y in PBMCs

Finally, we examined in five patients the presententra-cellular IFNy among the main
circulating mononuclear cells population (i.e. COBD56" cells) by using flow cytometry
(Fig. 1A, B). In absence of stimulation, IFNwas detected on average in 1% of cells in
HCV-infected patients. Fine analysis of cell subgapons showed that IFM-when
detected, was mainly located in NKT cells (COB56') but nearly never in NK cells (CD3-
CD56+) or in classical CD4or CD8 T lymphocytes. In healthy controls, IFMas detected
in a fewer number of cells (on average 0.1%) ariddtien was again restricted to NKT cells.
Despite these data must be taken with caution lueyedre close to the detection limit and not

guantitative, they strengthen the fact that NKTscate the main source of mobilisable IFNg.
Discussion

In our study, as partially reported by others ia #erum (Cacciarelli, Martinez et al. 1996;
Amati, Caradonna et al. 2002), we found that theressional levels of IFN-are higher in
the peripheral blood of CHC patients than healtbytiol. Moreover, our results showed no
difference in the expressional levels of IkNetween PBMCs and liver in the CHC patients.
Interestingly, the expressional levels of IFNRA the blood and liver are correlated positively
to each other. These results indicate that JFdtimulates immune response against HCV
which clear virus and may also cause liver damélgesoy, Vigan et al. 2003). Furthermore,
correlations between the expressional levels &f ¢hitokine in PBMCs and liver support the
hypothesis of recirculation of the intrahepatic pmocytes between periphery and liver
(Klugewitz, Adams et al. 2004).

We report that the pretreatment expression levielsNd-y are significantly higher in PBMCs
of the patients who achieve SVR after the treatntieam those who were unable to achieve
SVR or non-responders (NR) and could be a predmtd@VR in the patients with chronic
HCYV infection. As mentioned earlier, there are tadocontradictory data about the predictors
of treatment response. Among all of the candidatespne really emerges as a predictor
without any contradiction. IFN-levels are linked with some of already describathtive

predictors. IFNy can recruit HCV specific T cells and NK cells iretliver via IFNy induced
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chemokines and modulate the strength of immuneoresspp Moreover, some chemokines
have been described as predictors, for examplg@DIEEXCL10), I-TAC (CXCL11) and Mig
(CXCL3) expression seem to be correlated with tneat response. As they are all induced
by IFN-y, apparently our data seem to be contradictory. pogtreatment IP-10 levels are
described as predictive of HCV outcome, like higiels of I-TAC and Mig (Zeremski,
Markatou et al. 2007). As these three chemokineskiinduced by IFN+and bind the same
receptor CXCRS3, adding our data about IfNis a predictor is not an easy task.Our
hypothesis to explain this fact is that higher lswa I-TAC and Mig, beneficial for treatment
outcome, counterbalance the harmful impact of édl/dP10 levels. As HCV can induce
IP10 expression by hepatocytes (Harvey, Post e2@03) and, throught immune cells
recruitment, participate to liver damages, Mig, demmonstrated in mouse model is not
required to recruit virus specific T cells in thger but it helps to contain inflammation
(Kakimi, Lane et al. 2001). So it could be inditgchelpful by keeping the intrahepatic
response out of anarchic reaction due to massil@mmation. So, Mig could be a good
candidate to explain the pretreatment relationgbgbween IFNy levels and treatment
outcome. Another option is that IFNievels only reflect the impact of BMI (body mass
index), which is known to influence hepatitis Caame. Recently, a possible explanation has
been found; this is due to adiponectin. This fa@ynthetized by adipocytes in 2 forms, low
and high molecular weight (LMW/HMW). High BMI pati&s only synthetize LMW form,
which can not induce IFNsynthesis. The opposite happens in normal/low Batients, the
others form, HMW, is predominantly synthesizeddiag to IFNy production by fixation on

the receptor Adipo-1 on NK and T cells surface ifigal Hampartzoumian et al. 2008).

As reported previously, patients with HCV genotyeesponds better to the IFMrbavirin
therapy while genotype 1 is a poor responder. @ta thdicated that PBMCs levels of IFN-
in HCV genotype 3 infected patients were signifibahigher than HCV genotype 1 infected
patients, suggesting that the higher levels #HN-HCV genotype 3 infected patients might be
responsible for better outcome of the treatment. didenot have the sufficient number of
patient to verify the relationship among genotypEbl-y and SVR. These results agree with
the fact that genotype 1 is the most difficult teat. Results analysis requires us to take care
about many parameters included in the general madio genotype. Genotype-dependant
sequence variations in viral proteins can dradyicethange its properties. For example, the
inhibitory properties of NS5A on PKR depend of tienotype, genotype 1 ISDR sequence
binds PKR more tightly (Gale, Korth et al. 1998)e tgenotype 1 viroporin p7 is far less
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sensitive to inhibitory molecules such as amantadan others p7 (Griffin, Stgelais et al.
2008) or E2 genotype 1 protein, which is able thibit PKR by binding it on its
phosphorylation domain whereas genotype 3 E2 cafiratior, Shi et al. 1999). As there is
more IFNy produced during genotype 3 CHC than genotypei4,haird to conclude that this
is the only reason why genotype 3 infections aselk@d much easier than 1. As nearly all
HCV proteins interact with host cellular factorsaigenotype-influenced way, this could be a

part of the solution.

Polymorphism in the promoter regions of the gerfesome cytokines and its association with
SVR has already been published (Dai, Chuang €086). Our results showed that there is no
difference in the polymorphic forms of IFN{at position 874 T/A) in CHC patients and all
three types of polymorphism studied are similathtat found in healthy control supporting
the findings by Dai at al (Dai, Chuang et al. 2005)

Normally, IFN+ is secreted by NK and NKT cells Thl, CTL, DC, (fxter, Hertzog et al.
2004). Searching for the source of IFNn CHC patients, we demonstrated that the
expressional levels of INF-are much higher in CD3and CD56 cells as compared to CQ8
CD4" and CD56CD3 cells. These findings clearly demonstrate thaintiaén INFy producer
cell population is CD3CD56' cells which are NKT cells in these patients.

NKT cells are a heterogenous group sharing T eglitsNK cells properties (Schmidt, Murray
et al. 1986). They are located at the interfacevéen cellular and innate immunities. They
can be activated by Fc fragments thanks to CD16liggs or glycolipids throught NK
receptor CD1d or by contact with antigen throughRT&p3 pathway. While activated, they
can produce rapidly a great variety of cytokined ahemokines like IFNs IL4, GMCSF,
IL2 or TNF-a. They are also cytotoxic thanks to their granzymedpction. Their ability to
react and Kkill very fast without prior clonal exg@an and the great panel of cytokines
secretion inducing Th1/Th2 responses make TNK oadly interesting in HCV clearance
mechanisms(Doherty, Norris et al. 1999). Cocultuneth hepatocytes infected by JFH-1
strain, NKT cells can stop HCV replication by sdilfactors, mainly by IFNrand the
crosstalk between IFM-andp (Ye, Wang et al. 2009). In the liver, they are vewnerous as
compared to blood, around 50% of liver-residentellscversus 5% in blood (Doherty and
O'Farrelly 2000). As they tend to be depleted du@HC (Kawarabayashi, Seki et al. 2000),
there could be a link between this and the decreadeéN-y observed during chronicity.
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Impaired effector function of CD8and CD4 T cells and DC in chronic hepatitis C virus
infection has already been established. These mgpdiunctions are mediated by the
impairment in proliferation, activation or apop®an these cells (Wedemeyer, He et al. 2002;
Miyatake, Kanto et al. 2007; Saito, Ait-Goughouké al. 2008). We and some other
investigators confirm a significant reduction in N€ll frequency in chronic HCV patients
(Golden-Mason, Madrigal-Estebas et al. 2008; BargrRamzan et al. 2009). Recently, it
has been reported that increase dynamism of NKN&€id cells in the liver is associated with
SVR (Yamagiwa, Matsuda et al. 2008), which couldhee result of higher levels of IFN-
Moreover, another recent report showed that thecintiCV particles do not modulate NK
cell function (Yoon, Shiina et al. 2009) and perhépe same with NKT cells.

Briefly, our findings demonstrate that pretreatm@&®BMCs levels of IFN¢ could be an

indicator of treatment outcome and may help inguatselection for better clinical outcome of
treatment by the combination therapy of interfeatpha and ribavirin. Moreover, NKT cells
could be a better prospect for future research @ossible immunotherapy in the patients

infected with hepatitis C virus.
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Figure legends.

Fig. 1. INF-y and TNF-a in PBMCs of chronic HCV patients versus healthy cotrol.
Results are expressed as 10§ 1@ D3 of the gene expression of INFand TNFe..

Fig. 2. Gene expression of INFr and TNF-a in the PBMCs and liver of chronic HCV
patients showing correlation between their expressn levels in PBMCs and liver Results

are expressed as 10g°»0CD3 of the gene expression of INFnd TNFe.

Fig. 3. INF-y and TNF-a expressional levels different HCV genotypes in PBEIs of
chronic HCV patients. Results are expressed as lo§ £0CD3 of the gene expression of
INF-y and TNFe.

Fig. 4. INF-y and TNF-o. gene expression levels in PBMCs of sustained vioglical

response (SVR) patients and with non-responder (NRjhronic HCV patients. Results are

expressed as log 18 CD3 of the gene expression of INFand TNFe.

Fig. 5. Polymorphism in INF-y genes in PBMCs of chronic HCV patientsResults are
expressed as log 18 CD3 of the gene expression of INFand TNFe.

Fig. 6. INF-y gene expression in different types of Immune cells chronic HCV

patients. Results are expressed as 10§ @ D3 of the gene expression of INFand TNFe..
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Table 1 : Demographic and Clinical data

HCV™ Patients

(n=45)
Age(y) 44 +10,6
Male (n,%) 28 (62)
Duration of infection (Years) 18+8
Mode of transmission
IV Drug (n,%) 16 (35,6)
Transfusion (n,%) 11 (24,4)
Sporadic (n,%) 18 (40)
Serum ALAT (ULN) 25+1.7
Viral load (UI) 630761+ 868466
Genotype(n,%)
la 6 (13)
1b 17 (38)
2 5 (11)
3 9 (20)
4 5 (11)
Knodell score 86+34
Cirrhosis (n,%) 6 (13%)
Metavir Index
Activity 1,6+0,7
Fibrosis

21+11




Table 2 :Primer sequences used in real time quantitative RPRCR assay

Gene Product Annealing Elongation
Primers sequences

length temperature Time

(pb) (°C) (sec)
CD3t  F:5-TGGGGGCAAGATGGTAATGAAGA-3' 371 59 10
R : 5-CCCCCAGTGATGCAGATGTCC-3'
TNE-a F:5-AGGGCTCCAGGCGGTGCTTGTT-3' 409 69 12
R : 5~ACGGCGATGCGGCTGATGGT-3'
IFN-y  F:5-GCATCGTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTAC-3 427 65 8
R : 5-AGCAGCTAAAACAGGGAAGCGAAAAAGGAG-3’
G3PDH F:5-AGCAATGCCTCCTGCACCACCAAC-3' 59 10
137

R : 5-CCGGAGGGGCCATCCACAGTCT-3’

F = forward primer; R = reverse primer.
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Article 3: Hepatitis C treatment suppresses T cell response in vivo and
enhances TNK cells IFN ysecretion in vitro only during the first hours of culture

L'impact du traitement de I'hépatite C sur le syséeimmunitaire adaptatif est encore tres
largement meéconnu. Si les effets antiviraux et imomodulateurs de I'lFd sont
relativement bien connus, il en est tout autrenpentr la ribavirine. Si cette derniére aurait
potentiellement un effet inhibiteur sur les séomgi de cytokines Th2 au profit du profil Thl,
aucune étude récente n'a essayé de percer a jeum&eanismes d’action. Quant a la
combinaison des deux molécules, il est fort possil’elles aient ensemble des propriétés
gu’elles n'ont pas seules. Il est également immobrtke savoir sur quels types cellulaires agit

le traitement afin de pouvoir mettre au point deifes thérapies plus efficaces.

Dans cette étude, nous avons suivi une cohortatiengs avant, pendant et 6 mois apres leur
thérapie par IFN et ribavirine. Nous avons mesuré les impacts dtetnent sur I'activation
lymphocytaire spécifique du VHC par cytométrie tlexfen mesurant I'expression de CD25
(IL-2Ra), I'expression des ISG par RT-PCR, I'expressiolfry spécifique de peptides du
VHC par elispot et enfin la sécrétion de cytokimeréponse aux protéines virales Core et
NS3 par CBA. Nous avons également mis au pointystemein vitro de culture de cellules

T en présence d’'IF et de ribavirine permettant d'utiliser les techurgg citées ci-dessus afin

d’identifier les impacts spécifiques du traitemsut tous les populations cellulaires.

Nous avons pu montrer que le traitement avait ypachimmunosuppressif sur les cellules T
CD4" et CDS8. L’ajout de ribavirine permet en effet d'inhiber inajorité des sécrétions de
cytokines induites par I'IFM, 'expression de CD25 induite par les antigenesuxirat
'expression de MxA, un géne antiviral induit pdFNa. De plus, le traitement n'améliore
pas la sécrétion de cytokine en réponse a Corésat Nes analysas vitro nous ont permis
de montrer que les seules cellules répondant eretde sécrétion de cytokines, en particulier
'IFNYy, a la thérapie sont les cellules TNK, et ce, durantemps trés court puisqu’elles

disparaissent tres vite.

En conclusion, le controle du virus induit par haitement passe par des mécanismes
indépendants des cellules T conventionnelles. e#ales TNK étant productrices d’'IRNen
réponse au traitement, mais de maniere transitdeeraient devenir des cibles privilégiées
des futures thérapies afin de les soutenir et gle neaintenir en action le plus longtemps

possible durant la maladie.
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Hepatitis C has become these lasts years a wordmajor health problem. Hepatitis C virus
(HCV) infects at least 3% of population and theedation is still expanding despite of
preventions campaigns (Dienstag and McHutchison6R00he common treatment, a
bitherapy combining pegylated interferon alpha-EN¢@) and ribavirin, only cures the half
of the patients and has strong side effects likdhemia, depression or general fatigue
syndrome. The lack of knowledge about its impacinemune cells populations greatly slows
its improvements.

IFNa is a long time known very powerful antiviral cytok (Isaacs and Lindenmann 1957;
Isaacs, Lindenmann et al. 1957; Lindenmann, Butkel.e1957). It is known to improve
antigen presentation by improving HLA class | ahdhblecules expression(Heron, Hokland
et al. 1978), inducing a dsRNA dependent kinaseR PWhich phosphoryles and inhibits
eukaryotic initiation factor 2 (elF2) stopping theotein synthesis (Zilberstein, Kimchi et al.
1978; Su, Wang et al. 2007) or blocking viruseslicapon by activating a latent
endoribonuclease, RNAse L, through 2’-5’0OAS and &-%Roberts, Hovanessian et al. 1976;
Kerr and Brown 1978) and MxA, an antiviral GTPaseick can trap vesicules containing
viral material to prevent it to reach the nuclekisghs and Haller 1999). Interestingly, I&N
is also known to have an antiproliferative effeect © lymphocytes stimulated by IL-2
(Erickson, Sangfelt et al. 1999) so may reduce imentesponse. This fact is in opposition
with the induction of a sustained antiviral resp(SVR).

Contradictory data have been published about nilvagnd its roles are still unclear. It was
thought to induce catastrophic errors on viral ARdMymerase leading to production of non-
viable HCV particles (Hong 2003) but it has beemersed by another study (Chevaliez,
Brillet et al. 2007). It could act like a GTP tr&p delete a major material source for virus
replication (Lau, Tam et al. 2002). It may alsoiactynergy with interferon alpha to boost its
antiviral function (Martin, Navas et al. 1998) aviching T cells response from Th2 to TH1
profile (Tam, Pai et al. 1999).

The HCV develops several ways to switch off cellidatodefense, both innate and specific
immunity and treatment effects. During acute héisa€, immunity’s pressure on the virus
promotes the emergence of escaping clones whogesespt one of the first steps to
chronicity (Tsai, Chen et al. 1998; Eckels, Zhoalett999; Guglietta, Garbuglia et al. 2005).
This fact is greatly supported by NS5b, the virdlARpolymerase, which make a lot of
mistakes during replication due to the lack of agireading system (Bukh, Miller et al.

1995). It can potentially modify any of the targated against the virus. It also possesses its
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own weapons to counteract both immunity and treatmghe NS3/4a serine protease can
inhibit IRF-3 (Binder, Kochs et al. 2007) and TLRa8tivation (Li, Foy et al. 2005), NS5a
(Gale, Korth et al. 1997) and E2 (Taylor, Shi et1#99) can inhibit PKR activation, core
inhibits STAT entry in the nucleus (Melen, Fageduet al. 2004) and interferes with the
apoptosis induced by NKB through TNFe by inhibiting Fas expression (Marusawa,
Hijikata et al. 1999). Those are only examples ifficdlities to find a cure bypassing all
resistance mechanisms and probably plenty of threrstdl unknown.

Our knowledge about the impact of antiviral therappn the HCV is clearly greater than its
effect upon immune cells subpopulations. The maial @f this study is to characterize the
impact of interferon alpha and ribavirin on CDand CD8 T lymphocytes functions
evolutions during chronic hepatitis C treatment. &l&® used am vitro model of non-treated
patients lymphocytes culture and stimulation weébambinant viral proteins, IkiNand RBV.
We measured the evolution of CD25 and y&kpression by flow cytometry, the cytokine
secretion by cytometric beads array (CBA) and Blighroughout the treatment and after 6

days forin vitro stimulation with recombinant HCV proteins, IENwnd ribavirin.

Material & methods

2-1. Patients and protocols
- Vincent

2-2. PBL isolation

Blood samples were collected in a heparinized \aceat tubes. Peripheral blood
lymphocytes (PBL) were isolated by density ceng#tion over Ficoll gradient washed in
PBS 1X and resuspended in complete medium with E@% (RPMI 1640 W/ Hepes W/
Glutamax (Gibco) 1mM sodium pyruvate (Sigma), 100 Ul/ml pdhn, 100 pg/ml
penicillin-streptomycin (Roche), 2-mercaptoetha®®@mM (Gibco), non-essentials amino

acids (1X, Biowhiteker)) complemented with 10% F@&S further experiments.
2-3. Lymphocytes culture and stimulation

PBL were cultured in 96 round-bottom wells plateaatoncentration of £Gcells per well in

complete medium-10% FCS. Depending of the cultweditions wished, 100 Ul/ml of
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recombinant Interferon-1b (Introna®, Shering-Plough, Kenilworth, USA1 pg/ml of each
recombinant Hepatitis C Virus (HCV) proteins (Coamd NS3) (Mikrogen, Munich,
Germany) or 125 ng/mL of tetanic anatoxin (EFSRA, Tronche, France) were added in
wells during 6 days. At the end of the culture, esmptants were gathered and frozen for

cytometric beads array and cells were proceedenimiunostaining.

2-4. Immunostainning and flow cytometric analysis

At days 0 and 6, cells were stained as previousbcidbed (Pernollet, Jouvin-Marche et al.
2002). Antibodies used were Human anti-CD3, Humati@D4, Human anti-CD8, Human
anti-CD127 (all from Beckman-Coulter, Villepinteraace) and Human anti-CD25 (BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France). After waghcells were resuspended in the residual
volume of PBS 1X and incubated with anti-CD3, &ib4, anti-CD8 and anti-CD25 or anti-
CD127 for 30 minutes at 4°C in the dark. Stainimgsvblocked by addition of cold PBS 1X
3% CSF then cells were washed and resuspended ad#guate volume of PBS 1X for flow
cytometric analysis.

All the samples were analyzed with a FACScan cytem&Becton-Dickinson) using
CellQuest Pro Software for acquisition. Analysisswaerformed with FCS Express V3

(DeNovo Software). The percentage of specific Cp@asitive cells is expressed as [%CD25

at day 6 with viral proteins or tetanic anatoxifCD25 positive cells alone at day 6].

2-5. Elispot assay

Cytokine-specific monoclonal antibodies anti-NFiNere immobilized on a 96-well microtiter
plate with a polyvinyl-difluoride (PVDF) membranghe cells to be investigated were added
to the wells in presence or absence of stimuli (PleiAomycine, PHA, HCV peptides pool
(Apg/ml of each)) and incubated for 18 hours tmvallcytokine production. Secreted
cytokines were captured and stained with antiyilaNtibodies. The spots were revealed then
counted with a BIOREADER by BIO-SYS GmbH and theqftency of positive cells

registered.
2-6. Cytometric Beads Array (CBA)

Supernatants were tested simultaneously for cy&skinterleukin (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-10,

interferon (IFN)-gamma, and tumor necrosis facidik)-alpha using the Cytometric Bead
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Array (CBA) human Th1/Th2 kit (BD Pharmingen, CA,SH) as described in the
literature(Chen, Lowe et al. 1999).

Each sample was measured in duplicate by FACSdameyer, according to kit's directions.
Data were analyzed using CBA software (BD Pharmmng8an Diego, CA). The

concentration of each cytokine in supernatants determined by interpolation from the
corresponding standard curve. When values werenatble detection threshold, the minimum
detectable level was assigned.

2-7. Statistical analysis
Vincent

Results:

HCV specific T cells response before treatment.

PBL taken from patients just before the beginnifgheir treatment were cultured during 6
days in presence of recombinant viral proteins Gaoré NS3. We measured the membranic
expression of CD25 with flow cytometry and ¢Necretion with Elispot assay to define an
activation baseline in responders (R) and non-resd@s patients (NR). CD3cells were
electronically isolated from total PBL using flowtometry gating.

Mean CD25 expressions and SFC numbers in R anda&iBngs are depicted in fig.1A and
1B respectively. We measured a mean CD25 expres$idr80% (0-34.37%) in NR patients
and 10.90% (0.02-34.64%) in the whole C@®pulation. We also noticed that the majority
of CD25 cells are CD4 (data not shown).We didn't find any statisticdfetience between R
and NR patientspE0.361) for CD25 expression before the treatment. Themmaanber of
spot-forming cells (SFC) in NR patients is 7.422at@ cells (0-26) and 19.20 for 2.16ells
(0-74). Statistically, there is no difference betwethe 2 groupspE0.518. We also
calculated Spearman’s rho between Week 0 (WO0) GBgisession and the number of SFC.
No significant correlation was found in NR patie(ts-0.279 p=0.577) but a very strong one
in R patientsre1 p=0.01). We also test the correlation between number@2% cells and
SFC at WO and the response. No correlation wasdfqs0.204 p=0.547 and r=0.289
p=0.389 respectively). Taken together, these results ineidhat there is no difference

between R and NR lymphocytes before the beginniriyeotreatment.
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I mmune system evolution during therapy.

Following the same procedure as before, we momtdhe immune response under the
treatment, ie at weeks 16, 20 and 48 and as a naaa of these 3 time points. First, we
compared the CDED25" number at each time point in the two groups (@4.and 2B for
NR and R group respectively). At W16, we obtaineniean CD25 expression among CD3
cells of 0.10% (0-0.57%) for NR patients and 1.79963.63%) for R. At W20, this
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expression increases in NR group to 0.83% (0-3.p3%05) and stays at the same level in R
group (2.25%, 0.24-3.56% p>0.05). At W48,

In both groups, the CD25 expression doesn’t chg@@@8%, 0-0.70% p>0.05 for NR group,
2.01%, 0.84-3.65% p>0.05 for R group). The CD25reggion only increases between W16
and W20 only for non-responders patients and dtagyas the same in responders patients. If
we compare the 2 groups for each point, the omissical difference we obtained is at W48
where CD25 expression is greater in respondersmniat{p=0.009).

The difference between the 2 groups expressedeamndian value of CD25 expression during
all of the treatment (fig.2B), N (4.06%) and NR3®%) are statistically different (p=0.001).
This fact can be due to the very strong differecaleulated at W48 and the nearly significant
difference at W16 (p=0.069).

Concerning the interferopsecretion, in R group, at W16 we obtained a meah gjots (0-
10 spots) for 2.170lymphocytes, then 5 spots at W20 (1-9 spots) afmahdecrease (p<0.05)
to 2 spots (0-5 spots), maybe due to the absenveusies. For the NR group, we observed
9.1 spots at W16 (0-44 spots), 2 (0-6spots) at a2 1 (0-6spots) at W48. The lack of
significant decrease between W16 and W20 in NRgmay be due to the great standard
deviation at W16. If we compare the 2 groups ahdane point, we don’t see any statistical
difference at any point (p>0.05 for each). If weKkat the mean number of spots during the
treatment (fig.2D), we calculated a mean of 4.2tsgor NR group and 4.5 for R group
without significant difference (p=0.143). Therenie difference in term of number of spot
between the 2 groups but we can see a global decedang the treatment. We searched for
correlations between the number of spots and tpeesgion of CD25 at each time point and
all along the treatment for the two groups. We didind any one (p>0.05 for all), the 2
functions seem to be independents. Finally we bedréor a correlation between the CD25
expression and the number of spots all along #e&trtrent and the response, no correlation
was found between the number of spots and the mesp(@=0.157) but a very strong positive
one between the expression of CD25 and the respe€e601 p<0.001). These data
indicates that activated and regulatory lymphocylasng treatment may be very important

but not through interferog-secretion.
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I mmune system activity 6 months after therapy.

Finally we studied the immune response 6 monthes #ifie end of the treatment, at week 72
for NR and R groups (fig.3A and 3B respectively)e Wifst studied CD25 expression among
CD3' cells. We obtained a mean of 1.05% (0-3.76%) oBTID25 cells in NR population
and 3.89% (0.23-13.55%) in R population. We comgbaiee two values and they didn’t
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appeared to be statistically different (p=0.175¢ do the great standard deviation we
measured.

About the interferorysecretion, we obtained a mean of 6 SFC (0-13 SFG)R group and
11 SFC (0-24 SFC) for R population. We didn’t fiady correlation between the percentage
of CD25' cells and the interferopsecretion or with the response (p>0.05).

If we look these results globally, it seems to hamancrease of the immune potentiality in R

patients but our cohort seems too little to smale¢hstandard deviation and confirm it.
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Non responders and responder s patients immune system evolution during treatment.

We pooled separately non responders and respopdtgests to compare their own evolution
in the expression of CD25 in CD8ells and secretion of interfergnFirst, we compared the
two groups’ CD25 expression along therapy. In rageos group, no significant decrease was
found in CD25 expression during the treatment, @uthe great variations observed at WO
and W72. In non responders group, 2 significanteise have been calculated, between WO
and W16 and WO and W48 (p<0.05). After the treatmarslight increase appears (WO =
W72, p>0.05). If we compared the two curves, ontg dime point is statistically different
between the 2 groups, W48 (p<0.05). The othersegature considered similar. The profiles
obtained are the same in both groups, it's a valbefore the treatment, a strong decrease of
x during W16 to W48 and a slow increase to x peattnent value.

Then, we interested ourselves the same way witmtimbers of SFC. In both groups we
didn't found statistically difference at each tinpeint but a decrease between the SFC
numbers at W20 and W48 for responders patients.@px0No difference as measured
between the 2 groups, so their profile is considledentical. The tendency is the same as
CD25 expression, a decrease during treatment caugarpre treatment value then a slow
increase. The lack of statistic evidence is dubeédow number of patients in both groups and

so, we assume that there is a decrease of T oweitsine functions during treatment.

Cytokines secretion during therapy in non responders patients.

We studied the leukocytes secretion of 6 cytokifle®, IL4, IL6, IL10, TNFa and IFNy after

6 days of culture in presence of recombinant \prateins Core and NS3. Cells cultures were
performed for each time point for each patient.@jgBefore therapy, we obtained a mean
secretion of 1337.12pg/ml (17.9-7426pg/ml) for \EB4.77pg/ml (5.5-280pg/ml) for TN&,
21.10pg/ml (8.3-88pg/ml) for IL10, 261.17pg/ml (8.341pg/ml) for IL6, 31.75pg/ml (7.6-
135pg/ml) for IL4 and 28.52pg/ml (7.2-109pg/ml) fik?2. Under therapy, ie at time point
W4, W16, W20 and W48, the average secretion rea&béds/5pg/ml (0-1503pg/ml) for
IFNy, 63.59pg/ml (0-592.88pg/ml) for TNF 8.06pg/ml (0-11.8pg/ml) for IL10, 228.07pg/ml
(0-2100.12pg/ml) for IL6, 16.04pg/ml (0-135pg/mby fiL4 and 17.62pg/ml (0-146pg/ml) for
IL2. After the end of treatment, we obtained 14g/éd (0-28.92pg/ml) for IFN, Opg/ml for
TNFa, 212.29pg/ml (2.09-422.49pg/ml) for IL10, 2.05pY/r(0-4.1pg/ml) for IL6,
262.41pg/ml (0-525.21pg/ml) for IL4 and 94.17pg/ifn.44-180.9pg/ml) for IL2. We

compared the three values for a given cytokineantiyse the evolution of this secretion. We
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were not able to see a significant difference betwaefore, under and after values for all the
cytokines. We also tried to calculate differencemg each time point for each cytokine (data
not shown). Here too, no significant value appeavislally, there is a decrease of secretion
during treatment but the low numbers of patientd H#re great deviations observed don't

allow us to confirm our impressions. Taken togetlieese data allows us to think that the
therapy doesn’t modulate these cytokines.
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Evolution of clinical parameters before, during and after therapy.

We measured the ALT level and the viral load ofhepatient at the time points when the
blood was taken. In R group, we measured a med®®flu/ml (35-1911U/ml) before the
treatment. At W4, we observed a rapid decreasestéUdml (18-53 IU/ml) at W4 which
remains stable until W48 20Ul/ml (14-23Ul/ml). Asewonly have 1 ATL level at W72,
37Ul/ml, we cannot conclude to continuity in stékjl but this patient was the one with
highest ALT levels during therapy. In NR group, &a8LT levels were higher (195Ul/ml
(95-485Ul/ml) than those from R group. At the begnmy of treatment, we observed a
biphasic decrease of ALT levels. A rapid one frord W W4, 81Ul/ml (29-135Ul/ml), and a
slow one from W4 to W16, 48Ul/ml (21-87Ul/ml). Froi16 to W72, ALT levels slowly but
continuously increased to reach 84UIl/ml (38-141UW)l/ah W72.

Viral loads in responders group drops quickly frawD (3.6(0.8-5.5)) to W16 (0) and

remained undetectable during all of the treatmienthon-responders group, basal viral loads
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were higher (6.4(6.1-6.8)) and decreased the samethan those in R group until W24
(0.8(0-2.8)). At this point, we observed a biphasirease of the viral load. A median one
during the end of treatment (2.5(0-5.9) at W48) andery rapid as soon as the treatment
finished (6.3(5.5-7) at W72). In R group, the virisscontrolled since the beginning of
therapy, but in NR group, it is only contained andral load burst is observed as soon as you

remove this constraint.
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I NF yimpact on immunity and clinical parameters when added to the therapy at week 16.

Due to the fact that IFNinjections were not well tolerated by patients, amdy have data of
IFNy addition to therapy for the first injected patieRrom WO to W4, under standard
therapy, no CD25 expression was measured in botd"@hd CD8 T cells populations
neither IFN secretion was detected in these cells. ALT ledelsreased from 521U/ml to
291U/ml and viral load dropped from 6.7 Log IU/mal hecome undetectable. IMkjections
started at week 16. Here, CD25 expression remaingdut we observed a small increase of
IFNy secretion with 1 SFC. ALT levels decreased to 2hlUand viral load was still
undetectable. At W24, we observed an increased GB@Bession to 3.57% in CD4nd
0.16% in CD8 T cells. We detected 6 SFC/100.000 cells, ALT lelightly increased to 26
IU/ml and viral load didn’t differed. At W36, we dli’'t detect any CD25 expression in CD4
T cells and only 0.04% of CDE cells were CD25 We didn’t detect any IF{secretion and
ALT levels remained unchanged, at 24Ul/ml and viadd was still null. At W48, we
detected neither CD25 expression nor SFC in T pelilations. ALT levels decreased to 16
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Ul/ml and viral load begun to rise to 1.6 LoglU/r8lix monthes after the end of the therapy,
at W72, viral load returned to its pretherapeudéicels at 6.9 LoglU/ml, ALT increased to
38IU/ml and still no CD25 expression nor If¥Necretion in T cells. To conclude, INF
injections seemed to promote liver damages andI§ €C®25 expression in response to viral
antigens. Its effect was long to come and disagukeery fast.

70 7

60 %

6
50—\ ! 5
\;\ / \ 1

40 D\ !
30 \ — 3
: < N / _ _‘\ 1 , /
. - — -
20 \ " S , 2
10 '*._ / A

ALT level
-
-
~
‘\
.-'-""-‘-F-.
[
~
~u
N
% CD4/CD8 CD25+, Viral Load (Log IU/ml)
and SFCHM00 000 Cells

/ B CD4+ CD25+

0 - * 7 - * * 0| D8+ CD25+
W?\?PDG —u—ALT

—a&- - \iral Load

—i— SFC

WODEVP|(W4D6VP| WI6D6 | W24 D6

VP VP

W36 D6
VP

W48 D6
VP

32304

IFNa and ribavirin general impact on immune cellsin short-term culture

We first cultured cells from chronic hepatitis Ctipats with or without IFNt and ribavirin
for 6 hours. Then, we separated cells for flow oytry and for PCR analysis. PCR analyses
were performed on 2 ISG, OAS2 and MxA. We calculatee gene expression variations by
the ratio of ISG mMRNA copies/G3PDH mRNA copies.ekfé hours, no OAS2 mRNA were
detected (data not shown) whereas we obtained atatat MxA expression. Without any
stimulation, the ratio between MxA and G3PDH expi@s was 8.1 (0.2-15.9). After IFN
stimulation, they reached 55 (26- 88.3). This resalidates our culture and stimulation
system. Interestingly, when we added ribavirin EdNd for 6 hours stimulation, the ratio
dramatically felt to 9.7 (0-15.5) and went back ttee basal values. This particularly
interesting result shows that ribavirin may integfewith IFNo pathway leading to an
inhibition of MxA expression.
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We also measured to intracellular levels of penf@nd IFN, depending on the stimulation
received, by flow cytometry. We electronically segiad T4 (CD3CD4"), T8 (CD3CDS§"),

NK (CD3CD56) and NKT (CD3CD56') cells populations from total blood by adequate
gating. After 6 hours of culture without stimulatiove reached 0.31% (0.1-0.65%) of NN
positive T4 cells, 0.26% (0.1-0.34%) of T8 cellsD®o6 (0-0.16%) of NK cells and 1.6%
(0.63-2.68%) of NKT cells. Following 6 hours of IENstimulation, 0.96% (0.15-2.42%) of
T4 cells were IFN-positive, 0.77% (0.14-1.83%) of T8 cells, 0.09%0(Q4%) of NK cells
and 7.9% (0.48-22%) of NKT cells. Finally, afteh6urs of IFNx and ribavirin stimulation,
we obtained 0.7% (0.07-1.8%) of T4 liddositive cells, 0.65% (0.04-1.61%) of T8 cells,
0.21% (0-0.57%) of NK cells and 2.6% (0.59-5.94%N&T cells. We measured perforine
levels in these cells under the 3 same conditioistleere was absolutely no difference (data
not shown). These results are very interesting umxaas argued before with PCR, the
addition of ribavirin seems to revert the I&Nmpact on immune cells. The cross-talking
between the 2 types of IFN may be jammed by rili@virhe main source of IR at least
during the 6 first hours, seems to be NKT cellgl drey are the only ones reacting positively

to IFNa stimulation.
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IFNa and ribavirin impact on HCV specific responses during 6 days culture

To reflect the activation state of T cells, we mead CD25 expression by flow cytometry
after 6 days of stimulation with recombinant HCVr€and NS3 proteins (Viral Proteins VP)
without or without IFNt and ribavirin. The basal expression of CD25 amb#gopulations
was 9.1% (0.1-17.88%) and 3.82% (1.56-5.86%) ircdls. When we stimulated cells with
IFNa alone, we slightly decreased CD25 expression or{7T8% (0-11.8%)) and T8 cells
(2.4% (1.65-2.86%)). With ribavirin alone, CD25 eagsion on both cells type was decreased
on T4 (7.2% (0-18.39%)) cells and slightly increchg®e T8 population (4.4% (2.28-6.14%)).
With recombinant viral proteins alone, we increasdo?25 expression on both T4 (12.9%
(11.3-15.8%) and T8 cells (6.4% (1.1-14.9%)). Cambon of IFNx and ribavirin didn’t
showed any synergistic effect on CD25 expressio4n(9.3% (3.3-21.9%)) and T8 cells
(6.3% (2.1-9%)) as we were back to basal valuesidJ&Na with an antigenic stimulation
such as viral proteins, we increased activationT4f(14.2% (12.6-18.4%) cells without
modifying that of T8 cells (3.8% (1.3-8.2%)). Thppwosite effect was observed when we
added only ribavirin to viral proteins. CD25 exmies on T4 cells remained unchanged (8%
(1.8-17.5%)) whereas that of T8 cells increase®%(1.4-11.5%). We expected an increased
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in CD25 expression in both cell type using comboratof IFNa and ribavirin with viral
proteins. CD25 expression in T4 cells reached gernmediate value between those obtained
with each molecule alone (10.5% (2.2-22.2%)) andnooease in T8 cell CD25 expression
(6.7% (2.2-9.6%)) compared to viral proteins alomas observed. We can see a slight
negative impact on T4 cell CD25 expression and lmnge in T8 cells. The therapy didn'’t
improve HCV specific immune response, no synerdiece was observed neither an

improvement of the stimulation induced by viral fgios.
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IFNa and ribavirin impact on | FN yexpression during 6 days culture

Under the same conditions than for measuring CD@Bession, we measured this time {FN
expression. Without any stimulation, after 6 dayscualture, IFNy levels were very low,
0.14% (0.12-0.17%) for T4 cells, 0.2% (0.12-0.3486)T8 cells, 0.1% (0-0.3%) for cells and
% (0-0.43%) for cells. Identical patterns were obséd using IFNt or viral proteins alone.
When we added ribavirin to cells, after 6 days, eserved a slight increase in I¥N
expression in T4 cells (0.8% (0.5-1%)), a more ingd increase in T8 (2.4% (1.3-3.8%))
and cells (3.9% (0-11.76%)) and strong increased®6 CDS8" cells (8.2% (0-20%)). Adding

IFNa and ribavirin didn’'t changes the T4 and T8 pat@mpared to ribavirin alone, but the
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increases observed before were more important both molecules (8.9% (0-26.3%) for
CD56 and 12.4% (0-35.7%) for CD56D8" cells). Adding IFNt to viral proteins didn't
raised IFN expression from basal levels in all cells popolagi Ribavirin and viral proteins
stimulation didn’t modified IFN expression from ribavirin-alone levels (0.7% (0.8%) for
T4, 1.6% (0.9-2.5%) for T8, 3.3% (0-10%) for CD5nd 10% (0-28.6%) for CD%6D8"
cells). Finally, when IFM and ribavirin were added to viral proteins, \Flvels were very
close to ribavirin-alone levels too except for CD86lls (6.31% (0-18.5%)). T4 and T8 sells
seems to respond very weakly to ribavirin compaoe@D56 and CD56CDS8’ cells. Even in

these 2 populations, IRNexpression is not antigen-specific.
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IFNa and ribavirin impact on cytokines secretions profile during short term and 6 days
long cultures

We followed the evolutions of 6 Thl cytokines raled in supernatant after 6 hours or 6 days
in culture, with different stimulations. After 6 tws, under any stimulation, mean IL2 and IL4
levels (4.9, 3.6 and 3.7pg/ml and 3.1, 2.1 and@rprespectively for cells alone, with [N
and with IFNx plus ribavirin for IL2 and IL4) remains constadifa not shown). Mean IL10
levels remains constant without stimulation andhwiENa, 6.1 and 5.9 and 3.6pg/mi
respectively, and slightly decrease with tFldlus ribavirin to reach 3.6pg/ml. Mean IL6
levels without stimulation rose to 17.2pg/ml andrease to 45.1pg/ml when cells were
stimulated by IFN. With both IFNx and ribavirin, IL6 levels decreased to 32.2pghkan
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TFNa levels was 12.1pg/ml without stimulation and sfighincreased to 15.1pg/ml with
IFNa. With both IFNx and ribavirin, it decreased under basal value gg/ral (data not
shown). Finally, mean IFN levels without stimulation reached 6.1pg/ml, irased to
11.5pg/ml with IFNt and slightly decreased to 9pg/ml with I&Nand ribavirin. In early
times, IFNx seems to increased inflammatory state via IL6, dN#ad IFNy. This effect

seems to be partially inhibited by ribavirin.

50

45 I

40

35 T

30 {

25 MIL6

20 HIL10

15 | { M IFNg

10 T T

5 _ T

0 .

Cells 6H Cells IFNa 6H Cells IFNa + Ribavirin
6H

After 6 days of culture, without stimulation, IL&,10 and IFN remains very low (6, 6.6 and
6.6pg/ml respectively). After IFW stimulation, the 3 cytokines levels strongly iraged to
22.1, 12.3 and 27.21pg/ml, respectively for IL610Land IFN. Ribavirin stimulation lead to
a slight increase of IL6 levels to 10.1pg/ml, arhe#otal inhibition of IL10 secretion to
1.5pg/ml and a comparable level of NrMithout stimulation at 6.4pg/ml. Viral proteins
increased IL6 levels to 25pg/ml, but didn’'t modifgither IL10 levels nor IFN (5 and
7.3pg/ml respectively). Viral proteins and I&Nstimulation didn’t change IL10 secretion,
12.2pg/ml, but enhanced IL6 and fnes to 31 and 32pg/ml respectively. Ribavirin and
viral proteins stimulation only increase IL6 levéts20.7pg/ml and didn’t modify 1L10 and
IFNy ones (4 and 6.5pg/ml respectively). kFNwnd ribavirin stimulation totally inhibited
IFNa effect previously obtained on IL10 and WBecretion (5.6 and 2.8pg/ml). Only a weak
IL6 secretion increase remained (13.2pg/ml). Finallhen viral proteins, IFd and ribavirin
were added together, IL6 secretion remained lohem that with IFN alone, 18.6pg/ml, and

IL10 and IFN levels were lower than those without stimulatidri2(and 4.4pg/ml). These
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results tend to show that ribavirin totally inhgiENa impact on cells at least 6 days after it

was added to culture.
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Short term culture elispot assay

After 6 hours of stimulation with nothing, IENat 3 concentrations or ribavirine, we
performed an Elispot assay to measureyiBétretion. We incubated our cells with 50U/ml or
100U/ml or 500U/ml of IFN. As no difference or dose dependant yFdecretion was
observed (data not shown), IENesults are expressed as the mean value of akdé#st,
without peptidic stimulation, whatever the conditscare, we didn’'t detect IRNsecretion (1-2
SFC). With CEF (mix of peptides from cytomegalosirliepstein-Barr virus and influenza
virus), our positive control, we detected 119 SH&hwells alone, 205 SFC with IkN 164
SFC with ribavirin and 175 SFC with IleNand ribavirin. With HCV peptides, we measured
3 SFC with cells alone, 11 SFC with IBN1 SFC with ribavirin and 11 SFC with IleNand
ribavirin. Considering CEF results, ribavirin seetmpartially inhibit T8 cells IFN secretion

and totally cancelled that with HCV peptides.

114



200

150

i Means Cells
H Means HCV peptides
M \Veans CEF Control Peptides

100

50

Cells Cells IFNa Cells Rihavirin Cells IFNa
Ribavirin

Discussion

In this present work, we didn’t find any correlatibetween the HCV specific lymphocytes
activation state and their capacity to releaseylEpbn antigenic stimulation and the outcome
of the disease. Pre-treatment T cells activity seemot be predictive of the future response.
For us, CD25 (IL2R) is a very good marker because it is at the béggnof response. It's a
kind of response checkpoint, influencing all theer@g to come. Pre-treatment immunity in
both groups is very close, so at least the 2 pammmstudied don’t have a major impact of
disease outcome. A lot of studies worked on pratitnent markers of disease outcome. Some
of them found correlation between gene expressigiore treatment and outcome (Feld,
Nanda et al. 2007) (Younossi, Baranova et al. 2@0@)they never used a more proteomic
approach. Here, we worked at the protein expressaate, why they are differences in
gene/protein expression relationship and treatroettome can only be hypothesized. As the
virus block many immunological pathways, the protexpression may be too randomized to
really impact on disease outcome at this point.

Studying CD25 expression on T cells during treatnséiowed us that there is statistically no
difference between the responders and respondeupgrCD25 expression was lower than
pre-treatment value in both groups, indicating mmunosuppressive effect of the therapy.
For IFNy secretion in response to HCV peptids, the santerpatvas observed. No difference

between the two groups and lower values than pagrtrent. Only one time point differs
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between groups, W16. At this point, CD25 expres&ioNR group is null (0.1%), compared
to R group (1.8%), but IFNsecreting cells are more numerous in NR groupR8)3han R
group (6 SFC). This could be explained by the flaat at this time, in NR group, a “resistant
to treatment HCV” was appearing either totally sile to immune system or it is so
exhausted that it didn’t respond anymore. Or tlesvimight have mutated on peptides which
induce IFN in vitro, making them disappeared or less immunagen

In both group, after the treatment stopped, immaystem begun to revitalize itself, as CD25
expression and IFNsecretion raised to pre-treatment values. Thispeeed fact told us that
immune system need to be knocked out during tredtriee clear virus. So, T cells have
absolutely no, or very little, role in HCV resoluti. In literature, peoples tried to match the
natural resolution and the resolution induced bgrdapy. As the first is a very classical
example of antiviral response, the second onetalyaartificial and doesn’'t use the same
mechanisms and effectors.

Our in vitro studies showed that during the vergtfmoment avec IF& and ribavirin take,
they only act on NKT cells. As the effect of theyagn viral load are usually depicted as a
first strong decrease following the first treatmtake then a smaller second one. NKT cells
can explain these facts because they seem to beelisestimulated by therapy and as they
disappear very fast during chronic hepatitis Cthastime passes, it has lesser effect because
of the smaller number of its target effectors.

The outcome of the treatment seems to be a veryplexmbalance between ribavirin
immunosuppressive effects and BrMnmunopromoting effects. As PCR results showed us,
ribavirin tends to inhibit IFM antiviral effect by shutting down MxA expressiobhiese
results agree with a study showing that the low&ANdretreatment levels are, the better the
outcome is (MacQuillan, de Boer et al. 2002).

A hypothesis has been made in order to explaithaldata we collected. We think that lipid
metabolism is absolutely crucial in HCV resolutiorhe virus recognizes CD81, SR-BI,
occuludin and claudin-1 on cell surface when they iaserted in a particular way on lipid
rafts. An ISG, viperin, is known to disorganizeidipaft structure. So we hypothesize that by
promoting IFN secretion in NKT cells, the therapy induces vipeexpression in
hepatocytes. Here, there are 2 possibilities. Tisé dne is that the virus cannot enter cells
anymore and will be slowly cleared from the blodtie second one is that viperin doesn’t
prevent the virus to enter but to exit cells. Instloption, we can imagine necrosing

hepatocytes fulfilled with virions unable to go olftthe immune system is suppressed by
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therapy, these cells will be cleaned by residerdroghages, the hepatitis C is resolved. But if
immune system is not knocked out enough, it withék these dying cells, creating holes in
the membrane and making them explode and releadirgf their viral contents. Here, the
viral load will increase and the disease will ga tnseemed that it was what happened in
IFNy injected patient.

In conclusion, in this present work we showed ttit IFNo plus ribavirin therapy have
negative effect on T cells except NKT cells whéthliy secretion is promoted. The success of
treatment passes by suppressing T cells activdatiolet others effectors and mechanisms

work.
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Article 4: Characterization and Role of Intra-Hepatic Regulatory T Cells in
Chronic Hepatitis C Pathogenesis

Les cellules T régulatrices (TReg) semblent é&es importantes lors de toutes les phases de
'hépatite C, y compris aprés la formation d’'unamome hépatocellulaire. En effet, lors
d'une infection chronique, un plus grand nombre Teg circulant a été observé,
comparativement a une personne saine. Les biopsiatiques de patients VHC montrent
une corrélation inverse entre le nombre de TRegé@iphérie et le score inflammatoire
histologique (Cabrera, Tu et al. 2004). Une déphetdes TRegs augmente de fagon
significative la prolifération et les réponses des<CD4 et CD8 spécifiques au VHC.
Lorsque la pression des cellules TReg naturellesuggprimeée, les fonctions effectrices des T
CDS8 sont restaurées et la charge virale diminue cérsiidement (Dittmer, He et al. 2004)
ce qui suggere que ces cellules jouent un rélgedtdans la régulation immune hépatique et
périphérique lors de l'infection par le VHC. La [fération et la sécrétion d’IF{Npeptide-
spécifique des cellules T CD&n réponse au VHC sont inhibées par les cellulz4 CD25
directement par contact cellule-cellule, indépenai@mt de I'lL10 et du TGE (Cabrera, Tu

et al. 2004, Boettler, Spangenberg et al. 2005%i @&lique un réle significatif dans les
dysfonctions des cellules T CD8pécifiques du VHC. L'étude de ces cellules esicdiiun

intérét crucial pour mieux comprendre et contoutegemécanismes de persistance virale.

Dans cet article, nous avons étudié les cellulgslagrices CDACD25 FoxP3 dans le foie et

le sang de patients atteints d’hépatite C chronifjes cellules FoxP3dans les lésions nécro-
inflammatoires sont toujours majoritairement assegiaux cellules T CD8Nous avons
€également trouvé une corrélation positive entngpfession de FoxP3 et le nombre de cellules
FoxP3 et le nombre de cellules T CD8t I'expression de CD8 dans le foie, ce qui indiqu
que les TReg inhibent les cellules T CRA sein des Iésions nécro-inflammatoires. De plus,
le nombre de cellules CD&st corrélé positivement avec les scores METAVéRidrose et
d’activité alors que celui des cellules FoxRians les lésions n'est corrélé qu’avec le score
METAVIR de fibrose. Globalement, cet article metlemiere les interactions entre les
cellules T CDS et les TReg, ainsi que celles entre ces 2 typadaises et les sécrétions de
cytokine pro- et anti-inflammatoire dans le foiesdgatients atteints d’hépatite virale C

chronique.
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Backgrounds & aims
In chronic hepatitis C, HCV-specific T-cell respessare often dysfunctionnah vitro data
point out that regulatory T cells (Tregs) are atwesuppress HCV-specific lymphocytes

proliferation and cytokines secretion but their licgtion in this pathology is still debated.

Methods

In order to document this point, a total of 20 @ats with chronic hepatitis C (HCV)
infection were enrolled. Frequency and localizatidrFoxP3Tregs in the liver was studied
by Flow cytometric and Immunohistochemical analy§ksta were completed by studying the
cytokine expression by RT/PCR in 47 HCV patientatiStical analyses, using the SPPS 15.0

software, were performed to compare parameters.

Results

Immunohistochemical data show the presence of "CD25FoxP3T cells in liver
compartment while intra-hepatic CBBD25FoxP3T cells were scarce. Precise localization
shows that these cells are present in necro-inflatom areas in close contact with CD8+
lymphocytes suggesting that Tregs-mediated inlibittf CDST cell proliferation requires
direct cell-cell contact at the inflammatory sifealyses of the cytokines expression show
strong correlation between CD8, FoxP3 and IL-10 dodr distinct gene clusters,
CD8/FoxP3, CD8/IL-10, TGR/IL-10 and TNFe/TGF{3, while no correlation was found
between serum viral load and any expression of inemmarkers. Interestingly the ratio of
CD8'/FoxP3 cell remains similar in both moderate and milddiis (Metavir E2) while

this ratio differs significantly in severe fibrogis>3).

Conclusions
The link between FoxP3, CD8 and IL-10 allows essaihig equilibrium between the host

and virus, contributing to the viral persistencd areventing immunopathological liver tissue

damages.
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1. Introduction

In chronic Hepatitis C virus (HCV) infection, blod@D4" and CD8 T cell responses have
limited impact on disease course [1-3] but intrgdte T cells lymphocytes seem to control
disease pathogenesis [2, 4-6]. Therefore, regulaifantra-hepatic T cell response in HCV
patients may have important implication not onlydietermining spontaneous clearance but
also in disease progression during persistencetiofe[7].

It is well known that CDACD25 T cells are activated by microbial infections ahis leads

to an overall increase of anti-inflammatory cytasn The increase in these cytokines induce
the suppressive functions of CIBD25" natural regulatory T cells (Tregs) [8-12] and cbul
also promote the local survival or retention ofunak Tregs cells [13]. Finally, infections
disturb balance between natural Tregs cells aretif lymphocytes, thereby alter immune
response and contribute to the progression of sksea

It has been shown that HCV patients have a higherber of Tregs cells in peripheral blood
than healthy people [14, 15]. When the natural $regjls pressure is removed, the effector
function of CD8 T cells is restored and viral load is reduced w®rably [16]. Depletion of
CD4'CD25 cells enhances antigen-specific Cxhd CD8 T proliferation and response [9,
15, 17]. All these data demonstrated that Treggepla key role in HCV disease.

Nowadays, Tregs cells, defined as COB25" are also characterized by the expression of the
transcriptional factor Forkhead box Protein 3 (F&xP[18, 19]. Comparison of
CD4'CD25FoxP3Tregs between infected and uninfected HCV patibatsshown that they
are phenotypically, functionally and geneticallydistinguishable [20, 21]. Among HCV
infected patients, HCV-specific FoxPBregs were detected in the blood and had the igpac
to suppress HCV-specific T cells [20].

Recent data point out the presence of Tregs expe&D8 with regulatory ability [22-26].
Nevertheless, frequency and biological role of hur@®8 FoxP3T cells is less understood
than their counterpart CD@D25FoxP3T cells In vitro stimulation of PBMC with HCV
peptides reveals the presence of both virus-spe@Bb8FoxP3- and CD8oxP3T cells.
CD8'FoxP3T cells have proliferation capacity and display &ll-cell contact dependent
suppressive activity [27].

In chronic hepatitis C, most of the studies areusec on peripheral Tregs cells which
probably do not reflect the precise composition &ntttions of these cells in the liver. In
order to examine the implication of intra-hepataxP3 Tregs during different grades/stages

of chronic hepatitis C disease, we studied fifst,ftequency of these cells by flow cytometry,
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second, the precise histological localization @sth cells by immunohistochemistry on liver
tissue section and third, the expression levelsytdkines in liver biopsies by RT-PCR as
compared to clinical, biochemical and histologatameters. This allows addressing the role

of these Tregs cells, specifically in regard to CD&ell functions in chronic hepatitis C.

2. Materials and Methods

2.1. Patients

Patients with chronic hepatitis C seen in the UrsiNg Hospital, Grenoble were included in
this study. Six liver biopsies and 8 blood samplese selected for flow cytometric analysis
(Table 1). The number of patients was then extended upOtdo2 Immunohistochemical
studies, and up to 47 for cytokines quantificatibop RT/PCR. Their biological and
physioclinical parameters were analysed as preljowescribed [24]. Their main
characteristics are shown Trable 1 This study was approved by the local ethics cameni
All patients gave informed consent prior to livéofsy.

2.2. Cell Preparation
Fresh liver biopsies obtained by using 1.5 mm diameéisposable biopsy needle were
divided into two parts, one for histo-pathologiealamination and other for immunological

analysis. Biopsies were processed and experimastddscribed previously [24, 28, 29].

2.3. Immunostaining and flow cytometric analysis

The monoclonal antibodies used for immunophenotypuere: Human anti-FoxP3-PE and
rat IgG2a-PE antibodiesH(iman/Non Human Primate Regulatory T Cells Stairitg-BD
Biosciences, Pont de Claix, Francand Human anti-CD4 APC, human anti-CD8 FITC and
human anti-CD25 PC7Bgckman Coulter, Villepinte, Francelmmunostaining and flow

cytometric analysis were done as described preli¢R4].

2.4. Immunohistochemical double labeling study

Double immunoenzymatic labelling was performed nadlgy(Sequenza station) on formalin-
fixed, paraffin-embedded liver biopsies from 20 ahic HCV patients. Two methods of
immunodetection were applied: streptavidin-biotirergxydase (SBP) method with

diaminobenzidine (DAB) as chromogen and streptavidotin alkaline phosphatase (SBAP)
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method with fast blue (FB) as chromogen. For CD8A double staining, the primary
mouse monoclonal anti-CD8 antibody (CD8, clone @8R, 1/100Dako) and the secondary
biotinylated goat anti-mouse antibody (1/508ckson ImmunoReseajolhere used, followed
by detection with SBAP complex (1/5@ako) and FB chromogen staining. For FoxP3
staining, mouse monoclonal primary antibody (FoxA320, Abcan), and secondary
biotinylated antibody (goat anti-mouse antibody500), Jackson ImmunoReseajclvere
used, then detection with SBP complex (1/2D@ko) and DAB chromogen staining was
performed.

For CD4/FoxP3 double staining, primary mouse mamual antibody (CD4 clone 4B12,
1/75,Novocastrd, endogenous peroxydase inhibition, incubatiom\sgcondary biotinylated
goat anti-mouse antibody, detection with SBP compled DAB chromogen staining were
performed. The second immunostaining for FoxP3 peaormed with SBAP method and FB
staining. All sections were stained in parallelhagin unrelated primary antibody (mouse 1gG,
2 ng/ml, Jackson ImmunoReseajdio provide a negative control. Immunopositivesatere
counted in all consecutive fields along the whaetisn of liver biopsy on a computer screen
with the help of automatic software LUCIAdboratory Universal Computer Image Analysis,
version 5.0, Laboratory Imaging, Prague, Czech Répu The cell counts were performed
by a single liver pathologist (NS) on serial setsiambtained from paraffin blocks. Several
parameters were observed separately, including tatmber of CD8 and FoxP3 cells,
localization of FoxP3cells in the foci of piecemeal and lobular nesp#ieir distribution in
the fibrotic tissue (fibrous septa and portal saeind in the parenchymatous areas (lobules or
nodules). The numbers of cells were expressed rasef observed at 20X magnification on
the computer screen (1,002 mmz2).

2.5. RT-PCR Analysis

Total RNA was extracted from frozen liver biops{eslOmg) by homogenization of tissues in
silica balls using MagnalLyser SysteRoche Diagnostics, Meylan, FrancdheRegulatory

T cells in chronic Hepatitis @nixture was filtered on a silica column and “digebt by
DNase |. Single-stranded cDNA was synthesized byngushe Superscript 1l Reverse
TranscriptaseGibco BRL, Life TechnologigsPrimer pairs and probes for quantification of
CD4, CD8-, FoxP3, IL-10, IFN: TGF{, and TNFea genes were designed with ProbeFinder
Software for Human (version 2.35Rdche Diagnostics, Meylan, Francdable 2

Quantification of transcripts from liver samplessnygerformed with the LightCycler® 480
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Real-Time PCR SystefRoche Diagnostics, Mannheim, Germpagd target sequences were
detected with UPL (Universal ProbeLibralpche Diagnostics, Mannheim, Germpariyata
were analyzed with the LightCycler® 480 SoftwaréeTdetection format was set to “Mono
Colour Hydrolysis Probe” and the Second DerivatMeximum Method was used for
absolute quantification. The household gene usechdomalization of the values was the

Hypoxanthine Phosphoribosyl Transferase gene (HPRT)

2.6. Statistical methods

Statistical analysis was performed by using SPS® &bftware $PSS Inc., Chicago, IL,
USA. The non-parametric Wilcoxon and Mann-Whitneyddttwere performed to compare
guantitative variables. Within group comparisonsrev@erformed by using the 2-tailed
Spearman’s correlation coefficient. Principal Comgat Analysis (PCA) and linear
univariate and multivariate regression analysesveéso performed. P values less than 0.05

were considered significant.

3. Results
3.1. Detection and quantification of intra-hepaticCD4"'CD25'FoxP3" and

CD8'CD25FoxP3' cells.

The flow cytometric gating strategy followed to cheterize the different subsets of CD4
and CDS cells from fresh liver biopsies and blood are digul inFiglA,B. As expected [5],

in the liver of the 6 HCV infected patients, thecfuency of the COST cells (32.5% + 5.5%)
was higher than the frequency of COyimphocytes (17.4% + 8.4%) (p<0.05). The frequency
of CD4'CD25" and CD4CD25FoxP3 lymphocytes observed in the liver was 5.9% + 1.1%
and 3.4% + 1.8% respective(fig.1C). In the blood of the 8 HCV infected patients, the
frequency of CD4CD25" and CD4CD25FoxP3cells was 8.4% + 6.1% and 2.8% + 1.6%
respectively. These results underline that, amobg'CD25 cells of HCV infected patients,
only about 50% express CB@D25FoxP3 cells in the liver (54.5 + 22.7%) or in blood (45.9
+ 21.8%)(Table 3). It means that COL£D25" cells represent a larger cell population than
that phenotyped as CD@D25FoxP3 Tregs. Concerning CD8subset, less than 0.1% of
CD8'CD25FoxP3 T cells (0.03% + 0.01%) were observed in the blobthe 8 patients and
no cell expressing the 3 markers i.e. CD8D25 and FoxP3was detected among the liver
infiltrating lymphocytes. In conclusion, in the éivof HCV patients, the CD4+CDZs0xP3
cells represent around 50% of CID25 cells, these later cells corresponding to 6% of
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CD4'cells. As CD4 cells represent less than 20% of the lymphocyesiglly an average of
17.4%), CD4ACD25 FoxP3 cells stand for less than 0.6% of the lymphocytel g@able 3).

3.2. Immunohistochemical analysis of intra-hepatiEoxP3" cells.

To determine precisely the phenotype of the FoxR&ulatory T cells, an
immunohistochemical analysis was performed in agraf 20 HCV patientsTiable 1)and a
mean of 50 fields (20 to 105) were analyzed parlhiopsy at the magnification of 20X.

The procedure adopted for cell visualization andntimng allowed to observe CD4, CD8 and
FoxP3 single positive cells and CIB4xP3 or CD8FoxP3 double positive cells. The
double immunostaining CDBoxP3 revealed that all FoxPXells, except five cells, were
CD4", with a characteristic blue nuclear staining wéthti-FoxP3 antibody, circled by a
brown cytoplasmic membrane staining with anti-CDdileody Fig 2A,B). Double staining
with anti-CD8 and anti-FoxP3 antibodies showed that FoxP8ells, characterized with
brown nuclear staining, were not circled by blueoplasmic membrane, indicating that these
cells are not labelling with anti-CD8 antibo(fyig 2C-F). Nevertheless, among all the slides
observed, we did detect less than five FOXE®™ cells ,with brown nuclear and blue
cytoplasmic membran@ig 2G,H). This corroborated our results obtained by flow aygtric
analysis, suggesting that CIF®xP3 cells are very scare cells in the liver and that A=

cells co-expressed CDA4.

3.3. Relationship between intra-hepatic FoxP3cells and CD4 or CD8" cells
in different histological areas.

When lymphoid aggregates were presé&ig D), most of FoxP3cells were

observed in portal tracts and fibrous segig 2C). They were also observed in
parenchymatous areas where they preferentiallylifechin necrotic areas in close contact
with CD8" lymphocytes(Fig 2E,F). Because the FoxP3 cells are present in differera-in
hepatic areas, statistical analysis were perfortaatetermine the correlation between FoxP3
and classical CD4 or CD8 lymphocytes frequencies. eXpected, aignificant positive
correlation was found between the total numberaxf3 cells and the total number of CD4
cells Fig.3A - r=0.508-p=0.022) or the total number of CD8ells ig.3B r=0.538-
p=0.014). Therefore, we conducted a multivariatedr regression analysis and we observed
that the correlation between total CD8/FoxP3 catlgisted on the total CD4 cells (r=0.466-
p=0.039) is stronger than the correlation betwe¢al £D4/FoxP3 cells adjusted on the total
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CD8 cells (r=0.316-p=0.175). Positive correlatiorra/ also observed between the total
number of FoxP3cells and the number of CD8ells in fibrotic and parenchymatous areas
(r= 0.505-p=0.023 and r= 0.555-p=0.011 respectjvéhig. 3C,D). Moreover, the total
number of FoxP3cells correlated positively with the number of P&k cells in the fibrotic
tissue (r=0.923-p<0.001Fig. 3E), in the parenchymatous areas (r=0.777-p<0.0BD). 3F)
and in the necro-inflammatory lesions (r=0.833-9€Q) (see Annex1).Interestingly, there
was a strong correlation between CR#d FoxP3 cells in parenchymatous areas (r=0.511-
p=0.021), especially inside the necro-inflammatesions (r=0.695-p=0.001) suggesting that
FoxP3 cells were mostly associated with CD&lls. To corroborate this observation, we
found 22% of FoxP3cells present in the necro-inflammatory foci wigreontact with CD8
cells or apoptotic bodies.

3.4. Detection and quantification of intra-hepaticCD4, CD8, FoxP3 and IL-
10 by quantitative RT-PCR.

As mentioned above, the low number of COB25 FoxP3 Tregs did not permit to measure
cytokine productions by flow cytometry or ELISA dyss. To overcome this difficulty, we
performed an analysis of CD4, CD8, FoxP3, IL-10FH& IFN-y, and TNFe transcripts by
guantitative RT-PCR. For this, we extended our ymslup to 47 patients. All the results
were expressed as ratio of the number of targetieomg/number of HPRT amplicons. A
significant positive correlation was observed amtrgexpression levels of different cellular
immune markers and cytokines. Principal Componemdlysis (PCA) allowed to determine
the presence of gene clusters and only the mostamel correlations are depicted kig.4.
Briefly, positive correlations were observed betweg@D8 and FoxP3 (r=0.564-p=0.001)
(Fig.4A), CD8 with IL-10 (r=0.405-p=0.022)Fig.4B), TNF-a with TGF{ (r=0.652-
p=0.005)(Fig.4C) and TGFB with IL-10 (r=0.688-p<0.001jFig.4D). Then, univariate and
multivariate regression analysis were conductedhHercorrelated genes. Regression model
[CD8 = 0.88.IL-10 — 0.01.FoxP3 + 0.04.IFN (r=0.81@<10-6)] revealed that i) when the
expression levels of IL-10 increased by 1 unit,eékpression levels of CD8 increased by 0.88
units keeping the expression levels of FoxP3 amhjlas constants ii) when the expression
levels of FoxP3 increased by 1 unit, the exprestorls of CD8 decreased by 0.01 units,
keeping the expression levels of IL-10 and lMs constants. In conclusion, regression
analysis reveals that the expression levels of Bax®d IL-10 increase, accordingly to the

expression levels of CD8, underlining that theggaBameters are somehow linked together.
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Moreover, pro-inflammatory (TNE- and IFNy) and anti-inflammatory (TGB-and IL-10)

cytokines are closely correlated.

3.5. Relationship between histological parametersnd immune markers.

We then analyzed the relationship between grade siage according to the Metavir
classification and immune markers. We found sigaift positive correlation between fibrosis
stage and FoxP3r CD§ cells in different histological areas of the livétost of significant
correlations were between i) Metavir-F and FoxB&lls in the necro-inflammatory lesions
(r=0.469-p=0.037), and ii) Metavir-F and FoXR&lls in the piecemeal necrosis, in contact
with CD8" cells (r=0.510-p=0.022). Considering CD8, Metdibirosis stage was correlated,
with the total number of CD8cells (r=0.714-p<0.001), with CD8 cells in fibrotareas
(r=0.693-p=0.001), and finally with CD8 transcripfs=0.481-p=0.005). As expected [5]
Metavir activity grade was positively correlatedtiwihe expression levels of CD8 (r=0.547-
p=0.001) and IL-10 (r=0.318-p=0.040). Analysis loé trelationship between the frequency of
FoxP3 cells and the gravity of the necro-inflammgatscore revealed changes in term of
number of FoxP3 cell{g.5). The numbers of FoxP3ells were two fold higher in patients
with Metavir < A2 (median range of number of FoxP&lls: 2 vs 4), whereas they were
slightly decreased in patients with MetaxiA2 (median range of number of FoXR&lls: 4

vs 2)Fig.5A). We confirmed, as already reported [5, 30], 888" cells increase with the
progression of inflammation (Al to A2, median ran§é vs 111 and A2 to A3: 111 vs )23
(Fig.5B). On the other hand, we found a similar profile adeay to the Metavir stage with an
increase of FoxP3cells in patients with Metavir€8 (F1 to F2, median range of number of
FoxP3 cells: 1 vs 3 and F2 to F3: 3 vs 4) and, a deeread-oxP3 cells in patients with
Metavir B>3 (F3 to F4, median range of number of FoxR8lls: 4 vs 2). Actually, the
frequency of CD8 cells was highest in patients with cirrhosis (A2A3, median range of
number of CD8 cells: 111 vs 123 and F3 to F4, median range: i2168) Fig.5C,D).
Interestingly the ratio of CD@oxP3 cells, decreasing in severe Metavir activity grade
(Fig.5E), remains similar in both moderate and mild fibrosigges while this ratio differs
significantly in severe stages of the disease ¢H34t median range of cells : 8.65% vs 2.96%
- 2=2.324, p=0.02% (Fig.5 F). It is worth to note that no correlation was fouretvieen the
serum viral load and any immune marker includedunstudy at cellular and transcriptional

levels.
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4. Discussion

In chronic hepatitis C, HCV-specific T-cell respeasare generally weak, narrowly focused
and often dysfunctional. The current debate isdtemiine whether the CD@D25FoxP3
regulatory cell population plays a decisive roléha immune dysfunction. Here, we focused
our analysis on intra-hepatic Tregs with the aindétermine the frequency, the localization,
and the role of these cells in chronic hepatitisFGr this, we performed an analysis of
CD4'CD25FoxP3 and CD8CD25 FoxP3 cells on fresh liver biopsies by flow cytometry
to detect presence and frequency of these two ®ubBeen, we extended the analysis by
immunohistochemistry in more patients to precisealiaation of CD4FoxP3 cells and
finally we completed this analysis by RT-PCR orzéo samples.

Previously, intra-hepatic Tregs were mostly defineg CD4CD25 regulatory T
lymphocytes [9] which did not give true picture afatural Tregs defined by
CD4'CD25FoxP3 T cells in HCV patients. Our flow cytometric datlaiow that about 50%
of CD4'CD25' intra-hepatic T cells do not express FoxP3 markaggesting that the actual
number of CDACD25FoxP3 Tregs is almost half of CD&D25' regulatory T cells. Taken
together, Tregs represented small fractions oflls @ HCV infected liver.

To date, Tregs of HCV patients were studied fronM@Bsamples, which were shown to be
expandedin vitro after HCV peptides stimulation [27]. Here, we comfithe very low
frequency of CD8CD25'FoxP3 regulatory T cells in the blood as already pul@isf26, 27,
31-33]. We also report for the first time, theirasdty in the liver of chronic hepatitis C
patients and show that ClFxP3 T cells do not expand in the liver infected by HCWis
can be due to, either a weak level of stimulatigrthe presenting cells to induce FoxP3, or
the lack of appropriate cytokines in the environtaktissue to permit the survival of these
cells.

Immunohistochemical studies indicate that CEekP3 cells infiltrate the hepatic lymphoid
aggregates, portal or septal tracts and parencloysmddbules or nodules, as already reported
[34]. In addition, we show that FoxP&ells are found in piecemeal necrosis and lobular
necrosis, predominantly in contact with CD#lls. It means that Tregs within HCV infected
livers have the direct access required to inhibitéll cytotoxicity at the site of action.
Furthermore, since such cells are localized ingbariacts, antiviral and non-specifically
activated lymphocytes entering the liver are likedyencounter a FoxP3+ cell at an early

stage in the inflammatory process. FokR®lls inside necro-inflammatory lesions also
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correlate positively with CDBcells, again confirming their plausible inhibitorgle on the
effector cells.

The next step was to determine whether, the pregemtdiferation of Tregs and CD8 T cells
was dependent on cytokines regulation. In our stadgignificant positive correlation was
found the expression levels of four cytokines: Q,-TGFf, TNF-a and IFNy. All these
cytokines are produced by different types of cdilg, this technical approach does not allow
determining what kind of cells produce cytokinesci®tion of TGH;3 in high concentration is
an important factor for the local survival and ftias of natural Treg cells [9, 35] but might
also contribute to induction of fibrosis. IL-10 egpsion is high in the liver of HCV-HIV co-
infected patients [22]in vitro studies demonstrated that both TGRnd [I-10 inhibited the
proliferation, cytokine secretion and cytotoxicity CD8" cells [9, 36]. Extrapolating the
results achieved in PBMCs, the positive correlabetween the intra-hepatic cytokines TGF-
B and IL-10 may favor synergistic effects on eadteqti.e. i) maintain the FoxP3 cells pool
and ii) reduction of pro-inflammatory cytokine sefmon. It is known that the intra-hepatic
TNF-a production is induced and up-regulated in therlime HCV NS3 [37]. TNFet comes

at an early stage of the cascade of events ledditiger damage [38] and is involved in the
healing process including fibrogenesis [39]. As thajority of the patients included in our
study have proven fibrosis (44/47), TNiFexpression might be induced and produced in the
liver of the studied patients. It has been demaitestrthat Tregs inhibit tha vitro production

of INF-y by core specific CD4cells and HCV-specific COST cells [11, 40]. As in the liver,
expression levels for TNE-as well as for IFN¢ display a correlation with those of IL-10 and
of TGF$, one can argue that the infectious/inflammatomytext favors both the production
of anti-inflammatory (IL-10, TGHB) and proinflammatory (TN IFN-y) cytokines. We
hypothesize that Tregs inhibit partially the poblrdra-hepatic effector T cells and that some
effectors cells produce IFM-That is supported by recent data showing thatykdreleased
rather by effector T cells in these infections$36]. Whatever the balance between the four
cytokines, our regression analysis points out timaexpression levels of FoxP3, CD8 and IL-
10 are positively co-dependent upon each others fiteans that together, FoxP3, CD8 and
IL-10 allow establishing equilibrium beneficial Ioto the host and to the virus. The host
gains benefit from FoxP3 which contains the expamsif CD8 cells, thus preventing liver
tissue damages. The virus is preserved througbupgression of CDells by Tregs.

It is important to note that the number of CB8Is increases with the necro-inflammatory

activity and fibrosis, whereas FoxR8lls increase up to Metavir-A2 and Metavir-F3 but
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decrease after this grade and stage. Interestifgy3/CD8" ratio is reduced significantly
from stage F3 to F4. On the light of these obsemat the most likely scenario is that, during
the first step of the disease, FoxR&lls modulate effector functions of lymphocytdseneas,
during the severe stage when the tissue envirorsmeraltered, the co-dependency between
FoxP3 cells and effector cells is broken. This implieattthe co-dependency between Tregs
and classical lymphocytes is crucial for maintairC®4 'FoxP3 cells frequency. It remains
to be determined whether the loss of the FORP8 interaction, beyond the stage A2/F3,
results from an increase in the cytolytic functiasfsCD8' cells, thus impacting on the
expansion of liver damages. Therefore, facing theniine response and the equilibrium
FoxP3CD8' cells, the stage/grade A2/F3 appears to be angipoint in the course of the
disease.

In conclusion, this study provides new insight®ittte distribution of Tregs in the different
histological areas within HCV infected liver, thegulation being essentially FoxP3-CD8
contact-dependent. More interestingly, during tbarse of the disease, no correlation was
found between viral load and intra-hepatic Tregandcripts or cells) suggesting that the
essential role of Tregs is to limit the CD8 celbpto contain the damage of the liver. Thus,
FoxP3 T cells often found in the lymph nodes that dthia effector organ, may play a more
important role in those lymph nodes than in theatir organ itself [9, 41]. These findings
are crucial for understanding the HCV immune patmegis and for immunotherapeutic

treatments.
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Figures and Tables legends:

Tablel. Demographic, biochemical and clinical chareteristics in Chronic Hepatitis C
Patients

Table 2. Primers and Universal Probe Library (UPL) sequences used in the Light
Cycler® 480 Real-Time PCR System

Fig.1. CD25/FoxP3 Gating Strategy.

(A) Intra-hepatic lymphocytes were analyzed in flowtdinetry among total cells and
electronically separated in two subpopulations, Giddl CD8. (B) On each CD4or CD8 gate,
the expression level of CD2&nd FoxP3was measuredC) On both gates, the level of double
positives CD25and FoxP3was determined to isolateeds (D) Average of each subpopulations
CD4CD25FoxP3in the liver and in the blood.

Table 3. Quantification of intra-Hepatic and Peripheral Lymphocytes of Hepatitis C
Patients

Fig.2. CD4/FoxP3 or CD8/FoxP3 Double Immunohistocimeical labelling

(A). Double CD4/FoxP3 immunohistochemical labelling simgnCD4FoxP3 cells characterized
by a blue nuclear FoxP3 staining antrown cytoplasmic CD4 staining, in contact withifo€
parcellar necrosis (PN, arrow) and lobular necr@di§ asterisk) in peri-portal (P) and lobular (L)
areas (magnification x20)B). High magnification(x40) of CD4/FoxP3 immunolabelling in a
portal tract showing that all FoxP3 cells were Qidsitives lymphocytes, except one blue FoxP3
cell without cytoplasmic CD4 staining (arrowlC). Double CD8/FoxP3 immunohistochemical
labelling showing numerous separate brown FoxPI8 eeld blue CD8 lymphocytes, in a fibrous
portal tract (magnification x20YD). FoxP3 cells were particularly numerous in fibroustal
areas when nodular lymphoid aggregatie&) were presen{magnification x10).(E). Brown
FoxP3 cells in contact with parcellar necro-inflaatory lesions (PN, arrow) in peri-portal areas
(magnification x20)(F). Brown FoxP3 cells in contact with lobular necrolamimatory lesions
(LN, asterisk) in lobular areas (magnification x2@@3-H). High magnificationgx40) showing
two putative double labelled CDBoxP3 lymphocytes in a fibrous portal aré@) and in contact
with lobular necrosis ( LN, asterisk) in a lobule.

Fig.3.

(A-B) Relationship between intra-hepatic total Foxé&ls and CD8cells in Fibrous Septa and in
Parenchyma(C-D) Relationship between intra-hepatic total FokXR8lls and FoxP3cells in
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Fibrous Septa and in Parenchym&) Relationship between intra-hepatic total FoxB8lls and

FoxP3 cells in necrosis areas.

Fig.4. Expression levels of four cytokines clusters
Relationship betweenAj CD8 transcripts and FoxP3 transcripts aBHD8 transcripts and IL-
10 transcripts; @) TGF-transcripts and TNF-transcripts and) (TGF-transcripts and IL-10

transcripts.

Fig.5. Relationship between frequency of FoxP3ells or CD8 cells and gravity of the
disease:

(A) FoxP3 cells ofB) CD8 cells and different stages of the Activit¢) (FoxP3 cells or) CD8
cells and different stages of the Fibrosig) Ratio FoxP3/CD8 cells and different Activity or

Fibrosis steps.
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Hepatitis C Patients
Studied by Histochemistry

Hepatitis C Patients
Studied by RT/PCR

(Number of patients

(n=20) extended up to n=47)
Sex(male, n (%) 15 (75%) 32 (68%)
Age (Yrs)* 44 (24-75) 43(24-75)
Plasma viral load 6.1+6.1 6.1+6.2
(loglu/mL)
Serum ALT (1u/mL) 172.6+£105.5 130.1+98.8
Liver Histology**
Metavir ACTIVITY Score,
n(%)

0 0 0

1 4 (20%) 20(43%)

2 9 (45%) 18(38%)

3 7 (35%) 9 (19%)
Metavir FIBROSI'S Score,

n(%)

0 1 (5%) 7 (15%)

1 3 (15%) 12 (26%)

2 7 (35%) 14 (30%)

3 6 (30%) 10(21%)

4 3 (15%) 4 (8%)
* Median range
** Number of cases / Total (%)
ALT: Alanine Amino Transferase

Table 1
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Product Length

Genes Primer Sequences (nt) UPL Sequences
F agcgaaaacaggaaagttgc
CD4 R aaatttttctggagctgagtgg 2 tggtgatg
D8 F caggccagagacccagaa 84 it
P R gaaaccagcagaaccaggac gccgey
F acctacgccacgctcatc
FOXP3 1 tcattgagtgtccgetget 65 gctccaga
F tgggggagaacctgaagac
IL-10 R acagggaagaaatcgatgaca 62 ggctgagg
EN F ggcattttgaagaattggaaag 110
Y R tttggatgctctggtcatctt cagagcca
F gcagcacgtggagctgta
TGF-B 1 cagceggttgetgaggta 64 ttcctgge
F cagcctcttctecttectgat
TNF-a o gccagagggctgattagaga 123 ctictgee
F gaccagtcaacaggggacat
HPRT ¢ gtgtcaattatatcticcacaatcaag 95 tggtggag

F, Forward primer — R, Reverse primer

Table 2
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Intra-Hepatic

Peripheral

Sub populations of Lymphocytes Lymphocytes* Lymphocytes
(%) (%)

CD8"/ Lymphocytes 325+55 25.6 £18.1
CD4" CD25" / CD4' 59+1.1 84+6.1
CD4" CD25'FoxP3'" /

545+ 227 459 +21.8
CD4'CD25"
CD4" CD25'FoxP3' /

0.6+0.3 1.6+0.8

Lymphocytes

*Numbers indicate the % values of the mean + stathdigviation

Table 3
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Discussion



La premiere étude présentée dans ce travail coaitdes cellules NK intrahépatiques, leur
phénotype et leur(s) rble(s) au court de la maladii@ leur sécrétion potentielle d’'IRiNelles
pourraient étre des cellules majeures dans le @entmmunitaire du virusors des phases
aigues et chroniques de la maladie. Concernardé detniére phase, un éclaircissement était
nécessaire car elles pourraient en effet aussidaietroler le virus que promouvoir les Iésions
engendrées par les cellules T CDBans le cadre de I'hépatite C, nous avons traune
baisse générale du nombre de cellules NK, commdrenprécédemment (Meier, Owen et al.
2005). Nos résultats de cytométrie ont montré wgnentation du ratio CD88/CD56™"
chez les patients infectés par le VHC. Les cell@&56'™, la sous-population cytotoxique,
est normalement présente a hauteur de 95% desesdNiK intrahépatiques totales. Chez les
patients VHC, nous avons observé une diminutionifiigtive des cellules CD58' a 90%.
Ceci étant balancé par une augmentation du poagerte cellules sécrétrices de cytokines,
CD56'™, & 10%. Les cellules NK cytotoxiques sont nateneént plus sensibles & I'apoptose
gue leur équivalent sécréteur dans une situatiftanimatoire. Ceci permet d’empécher une
trop forte destruction des tissus mais aussi danrila population NK en cellules
CD56""IFNy" au cours de la réponse immunitaire (Schierloh,oboki et al. 2005). Ici,
dans le cadre de I'hépatite B, aucune différen¢eeda nombre de cellules NK et la balance
dim/bright n’a été observée ce qui signifie quentast pas l'inflammation qui influence les

NK mais le VHC lui-méme.

Nous voudrions aussi souligner le fait que lesubedl NK de patients VHC étaient plus riches
en perforine que les cellules de témoin. Elles sdboic moins nombreuses mais plus
cytotoxigues. La combinaison de facteurs agissankes NK, I'inhibition virale, les contacts
cellulaires ou les cytokines sécrétées, pourra@npécher les cellules CD¥B de se
différencier en CD5%9™ et en conséquence, augmenter leur potentiel cytpte. Ces
modifications pourraient a la fois avantager laesion des cellules infectées tout comme la

progression des lésions.

En s’intéressant a la densité et a la localisaties cellules NK dans le foie, nous avons pu
confirmer visuellement qu’elles y étaient moins toeuses que dans un foie sain ou un foie
VHB. Dans les foies VHC, les cellules CD58ont préférentiellement localisées dans les

zones nécrotiques mais elles y sont plus nombrepusedans un foie VHB.

L’analyse statistique nous a montré que les calllN&K CD58"9"NKG2A" périphériques

étaient positivement corrélées avec le score ndftacimatoire. NKG2A est un récepteur
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inhibiteur transmembranaire des NK formant un logténere avec CD94, connu pour étre
associé a une forte résistance a I'apoptose. Aégwtat fort intéressant, nous avons trouvé
une corrélation négative entre la fréquence deslesINK CD56™NKG2A" périphériques et
la charge virale. Les cellules COBKG2A" représentant la moitié des cellules NK et le
virus ayant tendance a les réprimer, la fréquerseNK CD56™NKG2A* est trés faible chez
les patients ayant des charges virales élevéssmblerait donc que le virus cible en priorité
les cellules NK CD58"NKG2A*, cellules capable de contrdler le virus, d'une idan
encore inconnue.

Les rbles des cellules NK sont donc au moins doyhisqu’'une des sous-populations
engendre des lésions et une autre tend a faireercHat charge virale. Les cellules
CD56""NKG2A" Iésant le foie étant plus cytotoxiques, elles dotvavoir également un
pouvoir sur le contréle du virus, méme minime. ir@éractions entre ces 2 populations sont

donc cruciales a étudier pour pouvoir en tirer wofipthérapeutique.

Dans le deuxiéme article de ce travail, nous awatwsdé un volet plus clinique de I'hépatite
C. Nous avons voulu isoler les facteurs prétraitgncapables de se montrer prédictifs de la
future réponse a la thérapie. Le but était biendsune cibler que les patients potentiellement
répondeurs pour qui les lourds effets secondaitesraitement seront compensés par une
clairance virale définitive.

Nous avons montré que le niveau d’expression dylfeldns les PBMC de malades était
supérieur a celui des témoins. Ceci avait déjgpatéellement montré par la présence de la
protéine dans le sérum (Amati, Caradonna et al2R@e plus, nous n’avons trouvé aucune
différence d’expression de I'IFNentre le foie et le sang des malades et de plissaz
correlent positivement entre elles. Ceci montren bee double impact de cette cytokine sur
limmunité puisqu’elle promeut la réponse antiviramais aussi les lésions hépatiques.
L’hypothése de recirculation des cellules T intpté&ues (Klugewitz, Adams et al. 2004)
dans la circulation périphérique s’en voit renferc€eci est en effet contraire au dogme
disant que le foie est un cimetiére pour les oedlul activées car une fois entrées, elles
meurent par apoptose induite par I'environnemepatigue.

Parmi les patients, le taux d’IfgNlans les PBMC était plus élevé chez ceux déveldppze
réponse antivirale soutenue sous traitement pgoraga celui des patients non-répondeurs.
pourrait ainsi s’avérer étre un facteur prétraitemprédictif de la future réponse a la
bithérapie. Comme indiqué dans l'article, il y aabeoup de données contradictoires sur les

putatifs facteurs immunitaires prédictifs d’'une agpe soutenue. Parmi tous les candidats,
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aucun n’émerge réellement et s’est révélé fiable0@%. Le taux d’IFN pourrait relier
ensemble plusieurs de ces possibles facteurs déjgsdcomme le recrutement de cellules T
et NK au niveau du foie et la force de leur réposysécifique. Le recrutement de cellules se
fait par des chémokines dont certaines, déja ifiéesi comme prédicatrices potentielles, sont
induites par I'IFN. Parmi elles, le niveau d’expression prétraitentft-10 (ou CXCL10) a
été montré comme inversement corrélé a une répanterale soutenue sous traitement
(Zeremski, Markatou et al. 2007). IP-10 peut rearwtes cellules T, TNK et NK activées
(Kanto and Hayashi 2006) (Yamagiwa, Matsuda e2@D8) au niveau du foie et donc peut
induire des Iésions hépatiques tout comme I'élitmmadu virus. Sa régulation doit dont étre
trés fine et si son expression est inversemenél&&ra une réponse soutenue, c’'est qu'il doit
plutét recruter des cellules participant aux lésidBeci peut paraitre contradictoire avec nos
résultats néanmoins il faut préciser que le récemdP-10, CXCR3, peut étre induit par au
moins 2 autres chémokin@sductibles par I'lFN, MIG (CXCL9) et I-TAC (CXCL11). Si
'expression d’I-TAC a aussi été montrée pour étneersement corrélée avec la réponse
soutenue (Helbig, Ruszkiewicz et al. 2004), il@montré que MIG, en revanche, n’était pas
requis pour recruter des cellules spécifiques muswans le foie mais était associé au contréle
de l'inflammation (Kakimi, Lane et al. 2001). Siusprenons ces 3 résultats de la littérature
ensemble et que nous les ajoutons au notre, nomssadeux chémokines recrutant des
cellules immunitaires et augmentant I'inflammatetrune capable de la diminuer, toutes trois
induites par I'lFN, dont le taux est corrélé a la réponse au traitenel-Ny est donc
capable d'induire en méme temps une réponse infeEoie intense pouvant causer
d’'importantes Iésions hépatiques mais détruisasitc@lules infectées et la suppression de
cette inflammation pour contenir la réponse etegvitne réaction anarchique. L’équilibre
entre ces trois chémokines pourrait donc étre I'des clés de l'induction d’'une réponse
antivirale rapide, forte et ne provoquant que delestes lésions hépatiques.

Trés récemment, une autre option a été évoquée ldditrature concernant I'lFjNet un
autre facteur prédictif, I'indice de masse corperéBMI) (Palmer, Hampartzoumian et al.
2008). Le lien entre ces deux phénomenes serdipbaectine. Elle est synthétisée par les
adipocytes sous 2 formes, LMW et HMW (faible/haaids moléculaire). Les patients ayant
un fort BMI ne synthétisent que la forme LMW. Lagras, principalement la forme HMW
qui peut induire la production d’'IFNen se liant au récepteur Adipo-1 des cellulesNK Bt

NK.
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Logiguement, nous avons voulu découvrir quellegestdes cellules exprimant I'lFNchez
les futurs répondeurs. Normalement, I'NFBist sécrété par les cellules NK, TNK, T CD4
Thi, T CDS et les cellules dendritiques (Schroder, Hertzoal.e2004). Nous avons dans ce
travail montré que, au niveau transcriptionnel, deBules produisant de I'lFNétaient les
cellules CD3CD56', ou TNK. Leur taux d’IFN était largement supérieur a celui mesuré
dans les autres types cellulaires.

Les cellules TNK se partagent les propriétés déalese T et NK et sont donc a linterface
entre I'immunité innée et adaptative (Schmidt, Myret al. 1986). Une fois activées, elles
peuvent produire trés rapidement une grande qeadétcytokines et chémokines comme
'IFNYy, IL4, GMCSF, IL2 ou TNE. Elles sont aussi cytotoxiques et peuvent tuer tres
rapidement via le granzyme, le tout sans aucunearesipn préalable. Elles sont donc
extrémement intéressantes pour leur potentieN4AG- (Doherty, Norris et al. 1999). Mises
en co-culture avec des hépatocytes infectés pssuahe JFH-1 du VHC, elles sont capables
d’'inhiber la réplication virale par des meédiatewslubles, principalement I'FN et le
crosstalk entres les IkNet 3 (Ye, Wang et al. 2009). Elles sont tres nombredses le foie,
autour de 50% des cellules T résidentes contre &P de sang (Doherty and O'Farrelly
2000), et tendent a étre éliminées durant I'hépaitchronique (Kawarabayashi, Seki et al.
2000). Elles pourraient donc étre le lien expligdanbaisse d’'IFN mesurée au cours de la
maladie. Récemment leur dynamisme, tout comme aidgi cellules NK, a été corrélé
positivement avec une réponse au traitement (Yamsadviatsuda et al. 2008), qui pourrait
passer par la production d’Ifn plus grandes quantités.

En représentant tout ceci, le niveau prétraiterddRiNy pourrait donc bien étre prédictif de
la réponse au traitement et ainsi permettre ureciséh plus fine des malades a traiter. De
plus, un ajout d'IFN a la bithérapie pourrait engendrer de nombreuXfigas aux patients.
Enfin, les cellules TNK sont devenues une cibldwtié prioritaire pour la mise au point de

futurs traitements.

La troisieme et majeure partie de mon étude s'déstrdge sur les changements de
comportements des cellules T durant le traitemBuorant ma these, jai pu lire de tres
nombreuses publications traitant des possibles d@da bithérapie sur I'immunité anti-VHC.
Avec le recul, je me rends compte que I'’énorme nitgjg’est basée sur la résolution naturelle
de la maladie en phase aigue pour la comparerié aaenue grace au traitement en phase

chronique. La résolution naturelle semble étre am adtécole d'immunité antivirale : capture

150



des virus par les cellules présentatrices d’anéggtnprésentation aux cellules T qui activent
les cellules cytotoxiques, mécanisme trés dépendantiFNy (Wegert, La Monica et al.
2009). Le bémol que je me permettrais d’ajoutdrgas la résolution induite par le traitement
est probablement liée a des mécanismes différéiles. est totalement artificielle et met
certainement en jeu des événements qui ne se perduiulle par ailleurs ou sous aucune
autre condition.

Le principal résultat de mon étude sur les patidatprotocole Gammatri est que I'immunité
adaptative n’est pas activée ou améliorée paraliéetnent et qu’elle revient a son niveau
prétraitement qu’au bout de 6 mois post-traitem@ets résultats ont aussi été trouves par
d’autres (Burton, Klarquist et al. 2008) et de méamiplus originale, I'lFH a méme été
montré comme inhibant completement la réponse Tit@gar un vaccin anti-VHC chez le
singe vert Africain (Park, Lee et al. 2008). Laanbine semble étre la molécule suppressive
du duo puisqu’elle inhibe le peu de cytokines itekiipar I'lFNx et méme I'expression de
genes que ce dernier normalement induit comme NBeki, mis en paralléle avec un résultat
précédent postulant que le taux de MxA était inseent corrélé avec une réponse soutenue
(MacQuillan, de Boer et al. 2002), nous permet elgt @tre mettre en lumiére un impact réel
de la ribavirine. La principale difficulté lors d&tude de l'impact de la ribavirine et de
'IFN o sur le systeme immunitaire est que ces 2 molécahsgmble semblent avoir des
propriétés qu’elles n’ont pas séparément et qui eocore inconnues.

Pris ensemble, nos résultats permettent de dé@augrotheses. La premiére met en lumiéere
le r6le capital des cellules TNK lors des tous peeminstants de la thérapie. En effet, celles-
ci semblent étre le premier et seul réservoir difffhbbilisable lors des premieres prises du
traitement.In vitro, le traitement agit sur elles en stimulant lewduction d'IFNy dés 6h de
culture. Elles sont d’ailleurs les seules cellidey répondre positivement, les autres étant
plutét anergisées. Elles pourraient expliquer &npéere chute de charge virale observée apres
injection d’'IFNa . En effet, 'lFNy est capable de réduire I'expression de la clautliael
niveau des jonctions serrées des hépatocytes @teaimécher le virus d’entrer (Tedelind,
Ericson et al. 2003). Leur disparition trés rap{@des ont quasiment disparu aprés 6j de
culture) pourrait expliquer plusieurs phénoméeneseol®s. Le premier est que la deuxiéme
chute de charge virale est plus faible que la peemiet le deuxiéme est que les niveaux
d'IFNy durant la phase chronique diminuent jusqu'a devémiétectables. L'immunité
antivirale étant dépendante des cytokines de prafll, notamment I'IFN, la disparition des

cellules productrices aura de trés grandes conségaeen aval puisque tous les effecteurs
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cellulaires ne seront plus mobilisés ou activésndmiere adéquate et il en résultera une
réponse immune totalement inefficace. La bithéramé uniqguement lors des premiéeres
semaines de traitement, jusqu’a ce que le pooletleles TNK se tarisse. Passé ce délai, il
n’est d’aucun secours et la charge virale décolleuveau.

La 2™ hypothése serait que les molécules du traitemgissent sur une multitude de
mécanismes T indépendants et accessoirement stinkeecellules TNK. L’activation de ces
derniéres ne serait donc pas I'événement majeticipant a la clairance virale, mais pouvant
néanmoins y participer. L'effet majeur du traitemnpourrait étre d’étre immunosuppressif.
En empéchant les cellules T d’agir, il permettéad’autres mécanismes, peut étre totalement
T indépendant, de s’activer. De plus en plus désudécrivent le réle crucial des lipides dans
le cycle du VHC au niveau de I'entrée, de la regilan et de I'excrétion. Un des ISG, la
vipérine, pourrait jouer un role tres importannslda pathologie et sa résolution (Wang,
Hinson et al. 2007) (Helbig, Lau et al. 2005). L/ a besoin de lipides pour survivre et se
multiplier, or ceux-ci doivent étre disposés de memn tres spécifigue sur des radeaux
lipidiques. La vipérine agirait a ce niveau la emtprbant la mise en place et I'organisation de
ces radeaux. Se faisant, elle pourrait bloqueriftesviors de l'entrée en rendant CD81
inaccessible, en perturbant les radeaux de la nsmakdau réticulum endoplasmique et ainsi
entraver l'activité du complexe de réplication mfie empécher les virions de sortir de la
cellule.

L'autre possibilité est que I'lF& agisse sur les hépatocytes directement tandislaue
ribavirine est immunosuppressive. Plus précisemahiy o induirait la voix antivirale des
hépatocytes, incluant 'augmentation de I'exprassies molécules HLA a leur surface, en
induisant MxA, OAS2 ou encore PKR (Hiraga, Imametal. 2009) En temps normal, il se
peut que les cellules T tuent les cellules hépaticavant que celles-ci n'aient pu mettre en
place leur activité antivirale et ainsi promouvoire immunité beaucoup moins spécifique et
efficace. La ribavirine agirait a ce niveau-ci, rafentissant considérablement I'immunité des
cellules T, les cellules hépatiques auraient dlous le temps nécessaire pour enclencher une
réaction propre et présenter leurs antigenes deemeaplus efficace et ainsi promouvoir une
immunité plus fine et précise, minimisant les dorgeshépatiques collatéraux.

Enfin, la derniére hypothése serait un mélange2da®mieres. Par le biais des cellules TNK
stimulées par I'lFM, I'lFNy permettrait d’'induire simultanément la défensevaale des
hépatocytes, d’'induire I'expression de vipérinegoepourrait contraindre les virions a rester

enfermés dans les cellules hotes. La ribavirinedieminuant la réponse T empécherait les
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cellules T cytotoxiques de crever ses pépinieregrens et ainsi de libérer d'un seul coup de
grandes quantités de virus dans le milieu extralegde. On peut facilement imaginer un
nettoyage des hépatocytes contaminés par des rhagep stimulés par les IBNet y et
recrutés correctement par les hépatocytes qui terofe temps nécessaire de se signaler en
tant que cellules infectées.

Enfin, la derniere partie de mon travail s’est @dite a vérifier 'hypothése disant que la
suppression induite par le traitement pouvait papse une activation des cellules TReg.
Premierement, beaucoup d'études sur les TReg lds identifieces comme étant
CD3'CD4'CD25" uniquement. Ceci ajoute un biais potentiel dassédsultats puisqu’il s’agit
aussi du phénotype des cellules T Cxtivées. Pour affiner leur détection, nous avons
ajouté le marquage intracellulaire FoxP3 aux 3dmtéants ce qui a réduit leur nombre de 50%
dans le foie. De plus, contrairement a une étudeduaente (Billerbeck, Nakamoto et al.
2009), nous n’'avons pas pu identifier de cellul®3TD8 CD25 FoxP3 dans le sang ni
dans le foie. Ceci en revanche pourrait confirneer rareté ou que FoxP3 dans ces cellules
ne s’exprime que trés peu de temps et que cellesitide factotres dures a isoler en
cytométrie ou simplement que I'environnement hépgtine se préte pas a leur survie.
Concernant leur localisation, nous confirmons unee précédente les ayant trouvés dans les
agrégats lymphoides hépatiques, le tractus pdrsaptal ainsi que dans les nodules et lobules
parenchymateux (Ward, Fox et al. 2007). Ce que majositons a cette étude est que ces
cellules TReg se retrouvent aussi dans les zormstigties fragmentaires (« piecemeal ») et
lobulaires et en majorité en contact direct avecckdlules T CD8 Ce dernier résultat donne
aux TReg le potentiel d'inhiber directement lesludes T CD8 au niveau du site de
formation des Iésions hépatiques. De plus, en &dunées dans le tractus portal, porte
d’entrée du foie, les cellules T activées, nonvaes, spécifiques du virus ou non ont de
grandes chances d’entrer en contact avec ellest avarriver aux sites d’inflammation
hépatiques.

Nous avons voulu ensuite savoir si la prolifératana présence des cellules TReg et CD8
était dirigée par la présence de cytokines dansrecroenvironnement direct. Nous avons
plusieurs corrélations positives avec I'lL10, le ARG le TNFx et I'IFNy. Techniquement,
nous n'avons pas pu déterminer quel type de cgbiidduisait quoi. Le TGE est connu pour
promouvoir la survie et les fonctions des TReg naissi la mise en place de la fibrose
(Gavin, Torgerson et al. 2006). En addition a [0l.tes molécules sont connues pour inhiber
la prolifération et les fonctions des cellules T&PUraushihara, Kanai et al. 2003). On peut
décemment soutenir I'hypothese que ces 2 molémaersibuent & garder un pool de TReg
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suffisant au niveau du foie pour contenir la ré@omsCD8 et I'inflammation. Les roles du
TNFa sont double. Il peut en méme temps agir tres adisde processus de formation des
Iésions hépatiques mais est aussi impliqué darmdeessus de guérison par fibrogénese
(Migita, Abiru et al. 2006). L'IFN quant a lui, outre ses propriétés antivirales loi@mnues,
peut étre inhibé par les TReg quand il est progaitdes effecteurs T CD4pécifiques de la
protéine core du virus ainsi que par les cellule€O8" cytotoxiques spécifiques du virus.
Ceci permet d’avancer I'hypothese que les TReguantdle bien précis, celui de limiter les
lésions hépatiques, par contact direct avec ldaleslT CDS, mais que le virus les utilise
pour inhiber les cellules qui lui sont spécifiqu€g contrdle des dommages est néanmoins
limité, car passé un certains grade de fibrose dMeE3), si le nombre de cellules T Cb8
infiltrant le foie continue d’augmenter, celui dEReg en revanche chute tres rapidement.
Ceci pourrait augmenter les capacités cytotoxiglesseffecteurs T CD8et ainsi expliquer
'accélération des lésions hépatiques vers la asgh Enfin, nous n’avons trouvé aucune
corrélation entre le nombre de TReg et la chargdevce qui tend a indiquer que les TReg ne

jouent qu’un seul réle dans le foie, celui de lamitexpansion des Iésions.

A mes yeux, I'avenir du traitement de I'hépatitee§€t de se diriger vers une multithérapie, a
linstar de celles utilisées pour traiter les infeos par le VIH. Le virus mutant tellement
rapidement, il est nécessaire de l'attaquer sws tesl fronts simultanément et notamment en
plus par des anti-protéases et des anti-polymértisea évidemment un risque d’induire des
souches multirésistantes mais, si I'on regardeutiess passe pour le VIH, a part de trés rares
cas, il est toujours possible de contenir le venssariant les molécules employées. Parmi les
guestions restées en suspend, il y a celle deet’edkel de la thérapie sur le virus. Est-ce une
inhibition, comme la trithérapie et le VIH, ou ugeadication compléte ? Faut il risquer de
perdre du capital hépatique afin d’éliminer le sirau au contraire préserver l'organe et

seulement le maitriser ? Comment obtenir les agastdes 2 options ?
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Conclusions générales et perspectives

Les objectifs de ce travail ont été d’étudier umglavarié de populations cellulaires
périphériques et intrahépatiques au cours de liitép& chronique afin notamment d’en
évaluer les impacts causés par le traitement. ldwass étudié finement les populations de
cellules NK qui sont connues pour avoir certainegmenrodle important dans la pathologie
ainsi que des propriétés antivirales. Nous avossiaiudié des facteurs immunitaires avant
traitement potentiellement capables de nous indiquels malades répondront favorablement
a la thérapie et quelles cellules produisaient’ i@l en phase prétraitement. Nous avons
étudié de nombreux de parametres immunologiquenttmwutes les phases d’'un traitement,
avant, pendant et 6 mois apreés, afin de pouvoicloom sur les effets immunologiques de la
bithérapie IFN( plusribavirine. Enfin nous avons voulu caractériseglatider la localisation

et les réles exacts des cellules T régulatriceglp@riques et intrahépatiques au cours de
I'hépatite C.

Afin d’atteindre les buts que nous nous étions dfjx@ous avons utilisé un panel de
technologies différentes. Nous avons étudié leagiyges des cellules par cytométrie de flux
en 4 couleurs, mesuré I'expression d‘une grandétéade genes d’intérét par RT-PCR,
mesuré la sécrétion d’IRNspécifique du virus par elispot et enfin la séorét’un panel de 6
cytokines de profil Thl par CBA. Nous avons tra¢aién étroite collaboration avec le
département d’hépatogastroentérologie du CHU dendbte qui nous a fourni les

échantillons sanguins et les biopsies hépatiquesrams avions besoin.

Nous avons tout d’abord étudié les populations NiKahépatiques et périphériques ainsi que
les corrélations entre leurs fréquences, leur piyeraoet les parameétres cliniques. Cette étude
a été réalisée sur des malades chroniques d’he@atinais aussi des témoins sains et atteints
d’hépatite B chronique afin d’en extraire les imgadrus-spécifiques. Nous avons trouvé une
augmentation du ratio NK cytotoxiques/NK sécresitms de I’hépatite virale C. Nous avons
pu mettre en lumiere 2 sous-population particutiesle NK, I'une associée au contrdle du
virus, CD3CD56"™NKG2A", et I'autrea contrario associée aux lésions hépatiques, TD3
CD56"I"NKG23A".

Notre étude sur les facteurs prétraitement prégide la réponse thérapeutique a permis de
déterminer que le taux basal d’expression de MENMmMe était corrélé positivement a la

réponse au traitement. De plus, il est signifieatient plus élevé chez les malades chroniques
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gue chez les contréles sains. Nous avons voulutersavoir dans quel type cellulaire il était
exprimé chez les futurs répondeurs. Nous en avonsle que les cellules productrices

d’'IFNy avant thérapie étaient les lymphocytes TNK.

Nous avons ensuite suivi la réponse immunitairel Taurs du traitement contre I'hépatite C.
Nous avons mesuré l'activation des lymphocytes TATBt CD8 via I'expression du
récepteur CD25 (IL-2R), leur sécrétion d’'IFMen présence de peptides viraux par le biais de
la technique de I'elispot, I'expression des gemd/@maux induits par les IFNs par RT-PCR et
les évolutions de leur phénotype, en plus de addsi cellules NK, par cytométrie en flux.
Pour se faire, nous avons eu acces a une cohortmldéees issus d’'un essai clinique financé
par 'ANRS en collaboration avec le départementégdtogastroentérologie du CHU de
Grenoble, le projet Gammatri. Celui-ci consistait Evaluation de l'impact de l'ajout
d’'IFNy en injection pour des patients non-répondeursthdeapie classique. Nous avons pu
avoir des prélevements sanguins réguliers des emladant, pendant les 48 semaines de
traitement et aprés un suivi a la semaine 72, das avons extrait les cellules mononuclées.
Nous avons déduit de cette étude que le traitemi@angmentait pas ni n’améliorait la réponse
immunitaire spécifigue au VHC. Au contraire, il d@ml'annuler, certainement pour laisser
le temps a d’éventuels mécanismes indépendantsetiates de I'immunité adaptative de se
mettre en fonction. Nous avons également mis aot pmi systéme de culture de lymphocytes
en présence de protéines virales permettant deraredmpact direct de molécules sur la
réponse spécifique au virus. Ce systeme a étéauslir des cellules de malades non traités,
mises en présence d’lieNet de ribavirine a des doses proches des dosassrat vivo lors

du traitement par les cellules intrahépatiques.sDa cadre 13, les techniques de PCR, de
cytométrie en flux et d’elispot nous ont permis liBerver les modifications cellulaires
induites par les molécules ajoutées. En étudianefiets de I'IFN et de la ribavirine sur les
cellules T CD4 et CDS et les cellules NK et TNK. Nous avons pu montnee ¢g traitement
régulait négativement toutes les populations calle testées a I'exception des cellules TNK,

et ce seulement au tout début de la culture.

Enfin, nous avons étudié les lymphocytes T régulate(TReg) pour déterminer leur
localisation et leurs réles durant la maladie/dksavéré que les TReg n’influencaient pas la
charge virale, donc a priori n’inhibaient pas lefiudes effectrices spécifiques du virus. En
revanche, ils sont colocalisés dans les infiltretsatiques CD8et participent a la protection
du foie des lésions en inhibant les cellules cydioioes par contact direct. Ceci ne dure
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néanmoins pas tres longtemps puisqu’au-dela d’'uiainectat de fibrose (>Metavir A2/F3),
les TReg n'ont plus aucun contrble sur les lésiodatiques, ce qui pourrait étre 'une des
causes de l'apparition de la cirrhose.

Pour conclure, I'influence du virus sur I'immunii@ son hote est extrémement complexe et
fait intervenir un tres grand nombre de facteurs. ridtre étude, il en est ressorti que les
cellules ayant le plus de potentiel dans le coetrdli virus, et donc qui devraient étre
prioritairement ciblées par les futures thérapsesit les cellules NK CDBD56 ™NKG2A,
corrélées négativement avec la charge virale, ®tlylmphocytes TNK, étant les seuls a
répondre positivement a la thérapie par une séor@ilFNy. De plus, il serait nécessaire
d’entretenir l'activité des cellules TReg intrahttgaes au-dela du stade A2/F3 pour
empécher la formation de Iésions cirrhotiques meaarcancer du foie. Enfin, la mesure du
taux d’expression de I'lFN avant traitement pourrait étre un bon prédicatluta réponse

thérapeutique et ainsi permettre de mieux prendigharge les malades.

Au cours des prochaines études de notre équigerait trés intéressant de réaliser I'étude
TReg que nous avons conduit en prenant comme \@rlabtraitement. Nous pourrions
répondre alors a une question restée en suspesaoa le role du traitement sur les TReg
dans l'inhibition des cellules T. De plus, une &us poussée des cellules TNK me semble
nécessaire aux vues du potentiel de ces celluiesildger le VHC via leur sécrétion d’IRN
Enfin, une étude par immunofluorescence de la wpédans les hépatocytes de patients
infectés par le virus préincubés avec les molécdledraitement ou d’autres telle I'liyN
associée a une mesure de la charge virale daosiageant, pourrait donner des résultats tres
intéressants. En réalisant un marquage simultaséatteaux lipidiques, des portes d’entrée
du virus et de la vipérine, si une colocalisatish montrée ainsi qu’une détection trés faible
de virus dans le surnageant, nous auront, a motbleuenis, aider a comprendre I'impact du

traitement dans I'éradication du VHC.
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Schéma récapitulatif de I'ensemble du travail

) Tcoar

NK CD56P1ehtNKG2A

CHRONICITE
Perforine ?

Faible controdle viral
Lésions

Hépatocyte infecté Hépatocytes infecté détruit
Fig.13 : Mécanisme proposé expliquant la chronicité

Nous postulons que la balance entre le contrOd par le systéme immunitaire via I'liét

les lésions hépatiques dues a la cytotoxicité tsera des clés de l'issue de la maladie. Lors
de la phase chronique (fig.13), cette balance perai coté cytotoxique puisque les
proncipaux effecteurs du controle viral, les ceuNK CD3CD56"™NGKG2A et les cellules
TNK, vont étre rescpectivement modulées et élinsngar le virus. En revanche, la coté
cytotoxique lui, va étre supporté par la présereeallules T de moins en moins spécifiques
du VHC, par linflammation constante ainsi que parprésence de cellules NK CD3
CD56""NGKG2A. Les lymphocytes T régulateurs ont encore rale ambigu car ils
pourraient trés bien par contact direct et/ou sigeré’IL10 inhiber a la fois les TNK et les
cellules T effectrices. Leur mode d’action doit greselativement lourd dans I'équilibre de

cette balance.
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Fig.14 : Mécanisme proposeé expliquant I'action daitement

Lors de la prise du traitement (fig.14), I'lleNva supporter la production d’IFNles cellules
TNK, et peut étre aussi des cellules NK GDB56"™NGKG2A, et ainsi améliorer le contrdle
viral. Néanmoins, il pourrait aussi promouvoir lésions hépatiques en agissant sur les
cellules T effectrices et les NK CEED56""NGKG2A. A ce stade, la ribavirine entre en jeu
puisqu’elle nous a paru étre une molécule suppesEiles pourraient rendre les cellules T
totalement anergiques ou non réceptives aux sttronkaet ainsi protéger le foie des Iésions.
La balance pencherait donc cette fois du coté dir@le du virus. Les hépatocytes infectés ne
seraient plus lysés par cytotoxicité des cellule€D8" mais entreraient en apoptose et
seraient alors éliminés proprement par les macggsaésidant dans le foie. Quant aux
cellules T régulatrices et NK, 'impact du traitemdsur celles-ci reste encore a élucider.

La clé du succes thérapeutique serait donc d’engpdaldestruction directe des hépatocytes

infectés et de promouvoir les voies innées d’élation telles que les macrophages.
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